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RESUMO

A cérie dentaria € um problema de saude publica mundial gerada por um biofilme
oral patogénico resultante de uma dieta rica em acucares. A construcdo desse
biofilme patogénico depende da formacao da matriz extracelular (MEC). A partir da
adesao e co-agregacado de microrganismos na pelicula salivar, 0s mesmos usam a
sacarose da dieta para producéo de &cidos e de diversos polimeros de carboidratos
denominados exopolissacarideos (EPS), que sdo o0s principais componentes da
matriz extracelular. Os principais exopolissacarideos sdo glucanos. Com o passar do
tempo, 0s microrganismos presentes no biofilme produzem acidos que levam a
desmineralizacdo da superficie dentaria, ou seja, causam as lesbes de cérie.
Candida albicans tem sido encontrada em associacdo com S. mutans em biofilmes
de lesdes de céarie de rapida progressdo. Um modelo in vitro demonstrou que a
formacdo do biofilme com a associacdo destes microrganismos possui uma maior
quantidade de MEC, principalmente os exopolissacarideos insollveis, quando
comparados com um biofiime simples. Streptococcus mutans produz
predominantemente glucanos com ligacdes glicosidicas do tipo a-glucanos,
enquanto Candida albicans, B-glucanos. Dependendo do carbono utilizado para a
ligacdo destes glucanos para formacdo dos exopolissacarideos, observa-se
caracteristicas soluveis, com ligagées a ou 8 do tipo 1,6-glucano, e insolluveis, com
ligagdes a ou B do tipo 1,3-glucano principalmente. Porém, ainda sdo desconhecidas
quais as caracteristicas de exopolissacarideos (proporcdo e tipos de ligacdes
glicosidicas) na MEC de biofilme misto de S. mutans e C. albicans. Entdo, o objetivo
desse trabalho foi caracterizar os exopolissacarideos solUveis e insoluveis de
biofilmes mistos de S. mutans e C. albicans via andlises espectroscopicas. Foi
realizada a formacédo dos biofilmes in vitro de S. mutans UA159 e C. albicans
SC5314 sobre 24 discos de hidroxiapatita contendo pelicula salivar (CEP:
31725114.8.0000.5416). O meio de cultura utilizado durante a formacé&o do biofilme
foi o triptona com extrato de levedura suplementado com 1% de sacarose, sobre
discos em posicdo vertical em placas de 24 pogos. O inéculo do biofilime foi
semeado em agar sangue como forma de controle. Foram realizadas trocas de meio
de cultura nos tempos de 19 e 27 horas. Ao completar 43 horas de desenvolvimento,
os biofilmes foram removidos e uma por¢édo foi semeada em agar sangue. Os
biofiimes foram processados para extracdo dos exopolissacarideos soluveis e
insoliveis em agua. O método colorimétrico usado para a quantificacdo desses
polimeros da matriz foi o fenol-acido sulfarico. A produgédo de exopolissacarideos
insolaveis superou significantemente a dos soluveis. Foram realizados 4 testes,
sendo encontrado uma média de 3,95 mg de exopolissacarideos solluveis e 9,44 mg
de exopolissacarideos insoluveis. A protecdo dos microrganismos embebidos na
matriz favorece a maturagcdo do biofilme, tornando-o um potencial foco de
desmineralizacdo dental. Reduzir de alguma forma a organizacdo deste tipo de
biofiime depende em ter ciéncia desta alta producdo de matriz e sua caracteristica
insoluvel. Este conhecimento pode ser usado para focar em principios ativos que
diminuam ou dificultem a producg&o desse tipo de matriz. Uma etapa a ser realizada



ainda € a identificacdo dos tipos de ligacbes glicosidicas predominantes nos
exopolissacarideos isolados da matriz dos biofilmes.

Palavras — chave: Biofilmes. Polissacarideos. Matriz extracelular.
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ABSTRACT

Dental caries is a worldwide public health problem generated by a pathogenic oral
biofilm resulting from a diet rich in sugars. The construction of this pathogenic biofilm
depends on the formation of the extracellular matrix (ECM). From the adhesion and
co-aggregation of microorganisms in the salivary film, they use the sucrose in the diet
to produce acids and various carbohydrate polymers called exopolysaccharides
(EPS), which are the main components of the extracellular matrix. The main
exopolysaccharides are glucans. Over time, the microorganisms present in the
biofilm produce acids that lead to demineralization of the tooth surface, i.e. cause
caries lesions. Candida albicans has been found in association with S. mutans in
biofilms of rapidly progressing caries lesions. An in vitro model showed that biofilm
formation with the association of these microorganisms has a higher amount of ECM,
especially insoluble exopolysaccharides, when compared to a simple biofilm.
Streptococcus mutans produces predominantly glucans with glycosidic linkages of
the a-glucan type, while Candida albicans, 3-glucans. Depending on the carbon used
for binding these glucans to form exopolysaccharides, soluble features are observed,
with a- or B-bonds of the 1,6-glucan type, and insoluble ones, with a- or B-bonds of
the 1,3-glucan type mainly. However, the characteristics of exopolysaccharides
(proportion and types of glycosidic bonds) in the MEC of mixed biofilm of S. mutans
and C. albicans are still unknown. Therefore, the aim of this work was to characterize
soluble and insoluble exopolysaccharides of mixed biofilms of S. mutans and C.
albicans via spectroscopic analysis. The in vitro biofilm formation of S. mutans
UA159 and C. albicans SC5314 was performed on 24 hydroxyapatite disks
containing salivary film (ZIP code: 31725114.8.0000.5416). The culture medium used
during biofilm formation was tryptone with yeast extract supplemented with 1%
sucrose, on discs in vertical position in 24-well plates. The biofilm inoculum was
seeded on blood agar as a control. The culture medium was changed at 19 and 27
hours. At 43 hours of development, the biofilms were removed and a portion was
seeded on blood agar. The biofilms were processed for extraction of water soluble
and insoluble exopolysaccharides. The colorimetric method used for the
guantification of these polymers in the matrix was phenol-sulfuric acid. The
production of insoluble exopolysaccharides significantly exceeded that of soluble
exopolysaccharides. Four tests were performed, and an average of 3.95 mg of
soluble exopolysaccharides and 9.44 mg of insoluble exopolysaccharides were
found. The protection of microorganisms embedded in the matrix favors the
maturation of the biofilm, making it a potential focus of tooth demineralization. To
somehow reduce the organization of this type of biofilm depends on being aware of
this high matrix production and its insoluble characteristic. This knowledge can be
used to focus on active ingredients that decrease or hinder the production of this type
of matrix. A further step to be taken is the identification of the types of glycosidic
bonds predominant in exopolysaccharides isolated from the biofilm matrix.

Keywords: Biofilms. Polysaccharides. Extracellular Matrix.
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1 INTRODUCAO

As doencas que ocorrem na cavidade oral sdo provocadas por biofilmes
disbidticos, assim como varias outras doencas infecciosas que acometem 0s seres
humanos. Entre as que acometem a boca estédo a carie dental, a candidiase oral e
as doencas periodontais®. A cérie é a condicdo de salide mais prevalente no mundo,
e é um dos principais motivos de visitas a centros de emergéncia, sendo 0
tratamento dessa doenca oneroso?. Ainda, esta doenca pode afetar as atividades e
desempenho escolar de criancas?, é responsavel por auséncia ao trabalho, além de
causar uma reducdo da qualidade de vida devido a dor e sofrimento causado*

A formacdo de um biofilme patogénico (i.e., cariogénico) € um processo
dindmico que depende do desenvolvimento de uma matriz extracelular (MEC) rica
em exopolissacarideos (EPS) de origem microbiana®®. Na comunidade microbiana
oral, apesar de Streptococcus mutans ndo ser a espécie predominante’, este tem a
capacidade de produzir acidos e ser tolerante aos mesmos, e coordena a construgcao
de biofilme quando sacarose e amido da dieta estdo disponiveis. As suas
exoenzimas glicosiltransferases (Gtfs) estdo presentes na pelicula salivar (i.e.,
pelicula adquirida) e nas superficies microbianas e sdo responsaveis pela producao
dos EPS in situ®.

Os EPS in situ permitem a aderéncia e agregacdo dos microrganismos na
superficie dos dentes, e com o decorrer do tempo esses polissacarideos auxiliam na
edificacdo de uma matriz tridimensional que abrange e protege as células, gerando
um ambiente com alta coeséo e difusdo limitada. A GtfB e GtfC produzem glucanos
do tipo a-1,3-glucanos, os quais sdo EPS insoluveis em &gua e ddo uma
caracteristica densa e impermeavel a MEC, dificultando o tamponamento promovido
pela saliva e a acdo de antimicrobianos de acao topica. No entanto, a GtfC e a GtfD
sao responsaveis pela producdo de glucanos que possuem ligagcdes glicosidicas do
tipo a-1,6°6 e sdo EPS sollveis em agua também com a funcdo de protecdo e
coesao do biofilme, e servem como reserva de energia extracelular. Streptococcus
mutans também produz frutanos via enzima frutosiltransferase (Ftf), mas em menor
quantidade.

Além de S. mutans, o fungo Candida albicans é constantemente identificado

em grande quantidade em biofilmes, principalmente em lesbes de carie na
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infancia®1%1!, Esta espécie de fungo também produz &cidos e sobrevive neste
ambiente, contribuindo para a cariogenicidade do biofilme. C. albicans estimula a
producdo de Gtfs sintetizadas por S. mutans e da suporte para a adesdo em sua
parede celular, principalmente na forma de pseudo-hifas ou hifas!?. Assim, a
associacdo entre S. mutans e C. albicans mimetiza a constru¢cdo de um biofilme
misto patogénico associado ao desenvolvimento de lesdes cariosas severas'® e
também a biofilmes encontrados em préteses acrilicas#,

C. albicans é responsavel pela produgédo de [-glucanos via varias
glucosiltransferas e esses polissacarideos estdo presentes na parede celular do
fungo e também é um EPS na matriz extracelular'®'’. Os B- glucanos podem se ligar
a fluconazol e anfotericina B, prevenindo a penetracdo desses farmacos antifingicos
para dentro de biofilmes!®1%17.20  Na parede do fungo também s&o encontradas
mananas, componente da parede celular sendo o terceiro mais encontrado nas
analises de composicdo de matriz formada por C. albicans, responsavel pela
protecdo e resisténcia do microrganismo frente a agentes externos'®?°. A quantidade
de EPS sollveis e insolaveis na MEC de biofilmes mistos é maior do que nos
biofilmes simples das duas espécies?.

Porém, ainda é desconhecido quais as caracteristicas dos EPS (proporc¢éo e
tipos de ligagdo) da matriz formada por este biofilme misto. O conhecimento sobre
essas informacdes ajudaria na formulacdo de maneiras de evitar a formacéao
descontrolada dessa matriz, através de terapias que prejudiquem a construcdo do

biofilme.
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2 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi caracterizar os exopolissacarideos soluveis e insoluveis
de biofilmes mistos de Streptococcus mutans e Candida albicans via andlises

espectroscopicas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Esta secdo € destinada a uma breve revisdo da literatura sobre os principais

topicos abordados neste trabalho.

3.1 Cérie dentéaria

A carie dental é caracterizada como a desmineralizacdo dos tecidos duros
dentais pelos acidos produzidos a partir da fermentacdo de -carboidratos
provenientes da dieta por microrganismos que colonizam a superficie do dente??.
Esta desmineralizacéo é resultante de um desequilibrio no equilibrio fisiol6gico entre
a estrutura do esmalte do dente e o biofilme?3.

A carie é uma doenca multifatorial (Figura 1) causada pela interagcéo
complexa entre os microrganismos presentes no biofiime, a dieta (quantidade,
composicdo e frequéncia), a superficie dentaria e o tempo, em que estes fatores
estdo interagindo. O risco de carie pode variar de um individuo para outro, ja que
existem fatores que aumentam a probabilidade de ocorréncia da doenca, e esses
fatores podem ser modificados. Os fatores de risco podem ser do tipo pessoal, como
por exemplo o conhecimento, renda, educagdo e o comportamento relacionado a
higiene oral e o costume de “beliscar” alimentos durante o dia; e também pode ser
um fator de risco relacionado ao ambiente oral, como fluxo e composicéo da saliva,
exposicao ao fluor, a espécie microbiana presente e a existéncia de selantes

dentais?*.
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Figura 1 - Fatores envolvidos no desenvolvimento da carie

Conhecimento

Renda

Instrugtes
de higiene
oral

Comportamento

Resumo dos fatores que interagem entre si para o desenvolvimento da cérie dentaria. Em
rosa estdo os fatores pessoais, em azul os fatores ambientais da cavidade oral e em cinza
os fatores que contribuem diretamente para o desenvolvimento da cérie.

Fonte: Adaptado de Selwitz et al.?* P-4,

De acordo com o Global Burden of Disease, a cérie ndo tratada em dentes
permanentes € a condicdo mais predominante, afetando 2,5 bilhdes de pessoas no
mundo, enquanto que a carie nao tratada em dentes deciduos afligiu 573 milhdes de
criangas!. A saude bucal ndo apresentou melhoras nos Ultimos 25 anos (1990-2015),
e 0 numero dessas doengas que acometem a cavidade oral tendem a aumentar,
devido ao crescimento e envelhecimento da populacéo?.

O custo direto com tratamentos de doencas dentarias no mundo foi de US$
297,67 bilhdes, sendo que a maior parte dessas despesas ocorreram em paises de
alta renda, e o custo indireto decorrente da perda de produtividade foi de US$
144,25 bilhdes, de acordo com um estudo realizado em 20102%5.
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3.2 Streptococcus mutans e Candida albicans e sua interacdo na construcédo do
biofilme cariogénico

Existem diversos microrganismos que residem na cavidade oral, e entre estes
estdo mais de 700 espécies de bactérias e 101 espécies de fungos, que influenciam
extremamente na condicdo de salde ou doengas orais?%2’.

O biofilme é definido como um conjunto de microrganismos que se organizam
em comunidades complexas, altamente dinamicas e estruturadas, tanto nas
superficies duras como nos tecidos moles da mucosa oral, sendo esses
microrganismos amparados por uma matriz extracelular com estrutura tridimensional
(3D)?8.

O substrato primario para o crescimento dos microrganismos na cavidade
bucal ndo é derivado da alimentacdo humana, uma vez que estes detritos de
alimentos sdo removidos rapidamente pelo fluxo salivar e pela degluticdo. Na
verdade, sdo derivados da saliva e do fluido cervical da gengiva na forma de
glicoproteinas?®. Essas glicoproteinas se depositam sobre a estrutura do dente
gerando a pelicula salivar, sobre a qual vao se ligar os colonizadores primarios. Sob
circunstancias propicias, os colonizadores primarios se multiplicam dando origem a
microcolénias que secretam EPS no qual ficam envolvidos, enriguecendo assim a
matriz extracelular. Conforme as condi¢cdes mudam durante o desenvolvimento do
biofilme, os colonizadores secundéarios se aderem aos primarios, formando uma
comunidade multiespécie de estruturacéo tridimensional.

A estrutura e constituicdo da matriz do biofilme podem ser tdo alterados
guanto 0s seus constituintes microbianos, sao influenciados pelas situacoes
ambientais locais e podem se modificar com o passar do tempo3!. Os carboidratos
mais consumidos na sociedade atual sdo a sacarose e o amido, e a sua ingestao ao
mesmo tempo pode elevar a inducdo de formacdo de carie®?. Alguns
microrganismos usam esses nutrientes para a producdo de sustancias poliméricas
que sao detectadas na matriz de biofilmes bacterianos como exopolissacarideos,
proteinas, lipidios, acidos nucleicos, acidos lipoteicdicos, lipopolissacarideos e
eDNA. Os exopolissacarideos e glucanos sdo produzidos pelas enzimas
glicosiltransferases (Gtfs) enquanto os frutanos sdo produzidos pelas
fructosiltransferases (Ftfs)>631.3334 Ainda, constatou-se recentemente que eDNA e
ALT agem com exopolissacarideos na construcao de biofilmes, podendo influenciar

na viruléncia de S. mutans3.
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A MEC exerce um papel crucial na viruléncia de biofilmes, interferindo nas
suas propriedades fisicas e bioquimicas. A matriz também envolve o0s
microrganismos e permite a criacdo de nichos acidicos devido a metabolizacdo dos
carboidratos fermentaveis provenientes da dieta, e esses acidos produzidos fazem
com que o pH local caia abaixo de valores criticos, causando a desmineralizagcdo da
superficie dental. A lesdo de carie pode progredir, parar ou reverter dependendo do
equilibrio entre o processo de remineralizacdo e desmineralizacdo, ou seja, quando
saliva deixa de reduzir a acdo nociva dos acidos e proteger a estrutura dentaria, a
recuperacdo dos minerais é afetada, ocorrendo um descontrole no processo de
remineralizagdo e causando uma cavitagcdo na estrutura do dente. Os
exopolissacarideos podem intervir no processo de difusdo, seja durante o
tamponamento da saliva (neutralizacdo dos acidos no biofilme), ou diminuindo a
difusdo de agentes antimicrobianos de acao tépica para dentro do biofilme, os quais
sao usados para o combater microrganismos. A formacéo desse ambiente altamente
coesivo e com difusdo limitada aumenta a capacidade de geracdo de biofilmes
cariogénicos®?2428,

Streptococcus mutans é uma bactéria Gram-positiva e esta presente em alto
nimero em criancas com carie da infancia®’3. Apesar de ndo ser a espécie
predominante dentro do biofilme, é tido como o principal microrganismo associado a
lesdes de carie*®*, devido a sua producdo elevada de exopolissacarideos na matriz
extracelular, especialmente o do tipo insollvel®. S. mutans também possui fatores de
viruléncia como a aciduricidade (consegue sobreviver em ambiente de baixo pH), a
acidogenicidade (produz acidos como o latico e o acético) e a capacidade de
superar diversas situacées de estresse®.

S. mutans consegue aderir-se a superficie do dente tanto na presenca quanto
na auséncia de sacarose. O seu principal método de aderéncia ocorre na presenca
de sacarose e é liderado pelas exoenzimas Gtfs, que sintetizam EPS. J4 o seu
mecanismo de aderéncia independente da sacarose da-se por meio de via
adesinas®*14?, Ainda, a alta geracdo de Gtfs repercute no aumento da sintese de
glucanos EPS, ofertando sitios de ligacdo para organismos adicionais e assim
alterando bastante a complexidade da microbiota do biofilme.

S. mutans produz trés enzimas Gtfs distintas: GtfB, GtfC e GtfD. A GtfB e
GtfC sintetizam glucanos insoluveis em agua (do inglés alkali soluble

polissaccharides - ASP) ricos em ligagdes a-1,3, enquanto GtfC e GtfD sintetizam
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glucanos solaveis em agua (do inglés water soluble polissaccharides - WSP)
principalmente com ligagdes glicosidicas do tipo a-1,6. As enzimas Gtfs também
conseguem se ligar a outras bactérias orais, convertendo as que ndo sao capazes
de sintetizar Gtfs em produtoras de glucanos de fato®31:36:43,

Embora diversos fungos possam colonizar a cavidade oral, Candida albicans
€ 0 mais encontrado normalmente, sendo um membro importante da microbiota
oral?’. Quando ocorrem alteragées no ambiente do hospedeiro, este fungo passa de
uma fase comensal para uma de patdgeno oportunista, podendo formar biofilmes
junto com estreptococos orais em superficies mucosas e dentais®>#4, Estes biofilmes
sdo responsaveis por doencas como a carie dental e candidiases (cutaneas,
mucosas e sistémicas). Além disto, o fungo C. albicans é o encontrado com mais
regularidade em candidiase no mundo, chegando a 63,8%%*%, e também é
constatado em lesdes de carie de rapida evolucdo quando em relacdo simbidtica
com S. mutans®46,

Candida albicans pode ter forma de levedura, pseudo-hifa ou de hifa*t. A
relacdo entre S. mutans e C. albicans é favorecida pela forma de hifa, que aumenta
a superficie de contato para a adesédo de S. mutans e conseguentemente ajuda no
desenvolvimento de um biofilme cariogénico (Figura 2)'347. Este biofiime também é
cariogénico devido a caracteristicas da C. albicans, como ser acidogénica e
acidurica, além de secretar aspartil proteases, enzimas que degradam o colageno

dentinario em ambiente acido cariogénico.
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Figura 2 - Arquitetura tridimensional de biofilme misto de S. mutans e C. albicans

Imagem de microscopia confocal onde se constata a complexidade da arquitetura do
biofilme. Em vermelho estdo os a-glucanos, em verde as bactérias, em azul os B-glucanos e
em laranja os fungos.

Fonte: Arquivo pessoal de Guilherme Roncari Rocha.

Candida albicans tem pouca ou nenhuma adesao com S. mutans na auséncia
de sacarose, mas na sua presenca a adesdo entre estes microrganismos é
potencializada. Esta interacdo é intermediada pelas enzimas Gtfs, principalmente
pela GtfB, que se liga a superficie do fungo produzindo altas quantidades de
glucanos que fornecem sitios de acdo para S. mutans e também aumentam a
adesdo de C. albicans a superficie dentaria, ampliando a formac¢do da MEC,
principalmente a producédo de exopolissacarideos insollUveis pela bactérial213:36:43.49,
Em modelo animal, quando a superficie dentéaria foi infectada tanto por S. mutans
guanto por Candida albicans junto a uma dieta rica em sacarose, nota-se uma
ampliacdo no desenvolvimento de lesGes cariosas severas?.

Ainda, C. albicans produz materiais de matriz (B-glucanos) via varias
glucosisltransferases e esses polissacarideos estdo presentes na parede celular do
fungo e também é um EPS na matriz, principalmente com ligagbes B-1,3 e B-1,6%'.

Os pB-glucanos conferem protecdo contra agentes antifungicos, ligando-se a
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fluconazol e anfotericina B, prevenindo a penetracdo desses farmacos para dentro

de biofilmes!9:20,
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4 MATERIAL E METODO

Nesta secdo foi descrito 0 passo a passo dos procedimentos realizados,
desde a formacédo do biofilme nos discos de hidroxiapatita até o seu processamento

para a quantificacdo de WSP e ASP.

4.1 Formacao de biofilme patogénico in vitro

Os biofilmes foram formados em discos de hidroxiapatita pré-fabricada (HA)
com area de superficie de 2,7 + 0,2 cm? (Clarkson Chromatography Products, Inc.,
South Williamsport, PA). Sobre eles foi criada uma pelicula salivar, pois as

glicoproteinas da pelicula facilitam a ades&o dos microrganismos sobre o substrato.

Foram usadas as cepas S. mutans UA159 e C. albicans SC5314. As cepas se
encontravam congeladas em freezer -80°C, e a sua reativacdo foi realizada pela
técnica de esgotamento em placa de agar sangue, as quais foram incubadas em
estufa (37°C/ 5%CO0O3) durante 48 horas.

De 5 a 10 colbénias das placas de cada cepa foram utilizadas para pré-
in6culos em 10 mL de meio de cultura liquido (triptona e extrato de levedura — TYE,
pH 7,0, 1% de glicose). Esses pré-indculos foram incubados na mesma estufa. Apés
16 a 18 horas, foram formados os in6culos com a diluicdo de 1:20 dos pré-inéculos
no mesmo meio de cultura fresco e conferida a densidade Optica (DO) até o valor
desejado de microrganismos (S. mutans: 0,728+0,247 e C. albicans: 0,966+0,033,
com o espectrofotdmetro calibrado em 600nm para ambos) para a formagédo do

biofilme.

4.2 Formacao da pelicula adquirida

A saliva foi estimulada pela mastigacdo de um pedaco de parafilme por
voluntarios (de acordo com o projeto aprovado pelo Comité de Etica em Seres
Humanos da InstituicAo Sede — CAAE: 31725114.8.0000.5416, Anexo A). Quanto
mais doadores utilizados na pesquisa, melhor para obter um produto mais
heterogéneo. Os doadores selecionados precisavam passar pelos pré-requisitos: o
candidato deve ser saudavel, fazer uso de dentifricios que tenham como principio

ativo apenas o flior na noite anterior e na manhad da coleta, ndo poderiam ter
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ingerido alimentos no dia da doacao (jejum), nado ter ingerido antibiéticos nos ultimos

3 meses e ndo pode ocorrer sangramento durante a coleta.

Apés o término da coleta, misturou-se a saliva humana com tampao de
adsorcdo — saliva artificial — (Tampao AB — 0,05M KCI; 0,02M KPOg4; 0,02M CaClz;
0,02M MgCl2) em uma propor¢cao de 1:1 (v/v) e adicionou-se 0,1 M PMSF
(phenylmethylsulfonyl fluoride, Sigma) a uma relacdo de 1:1000 (0,1 mM PMSF
concentracédo final). Em seguida, o conteudo foi centrifugado por 20 minutos a 4000
rom e 4°C. O sobrenadante foi recolhido (saliva totalmente clarificada) e filtrado
usando filtro PES de poros de 0,22 um. A saliva foi guardada no gelo até a sua

utilizagéo.

Um volume de 2,8 ml de saliva esterilizada foi transferido para cada poco da
placa de 24 pocos. Apoés, cada aparato (Figura 3) com os discos (pré-hidratados em
agua MilliQ esterilizada) foram transferidos para a placa com auxilio de uma pinga. A
placa com os discos e saliva foi incubada a 37 °C, sob agitacdo de 75 rpm, durante 1

hora para formacéo da pelicula (sHA).

Figura 3 - Aparato metalico que mantém os discos na posi¢ao vertical

Discos pré-fabricados de hidroxiapatita agarrados pelo aparato confeccionado de fio
ortoddntico para manté-los na posicdo vertical (a fim de evitar efeito de depdsitos
microbianos devido a gravidade) dentro da placa de 24 pocos utilizada para realizar os
experimentos.

Fonte: Rocha®® P17,

4.3 Preparo dos biofilmes para espectroscopia

O modelo de biofilme misto de S. mutans UA159 (10% UFC/mL) e C. albicans
SC5314 (10* UFC/mL) mimetiza o biofilme cariogénico. Apés o periodo de formagéo
da pelicula salivar e concomitantemente 0s microrganismos chegarem na densidade
optica desejada, foram pipetados 43,8 UL de S. mutans e 30,61 pL de C. albicans

para um volume final de 60 mL de meio de triptona e extrato de levedura + 1%
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sacarose. Uma aliquota de 100 yL do mesmo foi coletado para plagueamento em
agar sangue, para controlar, padronizar e quantificar as unidades formadoras de
colénia (UFC) inseridas no inicio do experimento (Figura 4 ilustra a diferenca entre
0S microrganismos e como é a placa de agar sangue no momento da contagem). O
meio de cultura com os microrganismos foi distribuido em placa de 24 pocos, sendo
2,8 mL em cada poco, para na sequéncia fazer a imerséo dos discos com a pelicula

salivar no meio e seguir com incubacéo a 37 °C e 5% COo..

Figura 4 - Placa de agar sangue com 0S microrganismos estudados

Placa utilizada para contagem das duas espécies que foram distinguidas visualmente. As
coldonias brancas e grandes sdo de C. albicans (seta azul) e as colbnias pequenas e
amareladas sdo de S. mutans (seta amarela).

Fonte: Rocha®® P25,

Foram realizadas trocas do meio de cultura as 19 e 27 horas, sendo medidos
0os pHs (pHmetro de mesa) dos pocos das placas ja utilizadas. Os biofilmes
cresceram por 43 horas seguindo o desenho experimental, para depois fazer o seu

processamento (Figura 5).
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Figura 5 - Desenho experimental do preparo das amostras para analises por espectroscopia

Inéculo - 1% sacarose:

|

(0h) Dial Dia 2
Dia 0 19h 27h 43h

1]

Troca de meio + pH

Discos - pelicula

il

Trocas de meio de cultura (setas pretas). A ilustragdo sdo discos de hidroxiapatita imersos
em saliva para a formacdo da pelicula salivar. Em 43 horas os discos passam por
processamento para extragdo de ASP e WSP.

Fonte: Adaptado de Rocha®® P%7,

4.4 Processamento dos biofilmes para extrair os WSP e ASP

Os exopolissacarideos foram extraidos da matriz tridimensional formada
durante o0 desenvolvimento dos biofilmes usando metodologia descrita
anteriormente. Baseado em pesquisas anteriores, foram necessarios 3 mg de EPSs
soltveis e insoluveis, o que demandou a confeccdo de multiplos biofiimes. Para
obtencdo de quantidade suficiente para analise, foram necessérios pelo menos 10
biofilmes (que correspondem a 20 discos).

Esses biofilmes foram processados para a obtencdo de suspensdo de
bioflmes homogeneizadas por sonicagdo, e aliquotas para determinar a populagéo
foram removidas. A suspensao restante foi centrifugada (4000 rpm/15 min/ 4 °C —
centrifuga 5810 R, Eppendorf), e o sobrenadante foi armazenado para analise de

WSP e o pellet para anélise de ASP.

Assim, especificamente, quando os biofiimes estavam formados apés 43
horas, estes foram processados. Adicionou-se NaCl a 0,89%, estéril, em novos
pocos em placas de 24 pocgos para enxague dos discos (3 vezes). Em seguida, os
discos foram retirados do aparato de metal com auxilio de uma pincga e transferidos

isoladamente para tubos de ensaio numerados e foi inserido 2 mL de NaCl 0,89%
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estéril. Posteriormente, levados para banho ultrassénico com &gua MiliQ em
temperatura ambiente por 10 minutos, para remocdo dos biofilmes dos discos. A
seguir, com auxilio de uma espatula n° 24 esterilizada, os discos foram raspados
para remover o biofilme residual e o volume transferido para um tubo Falcon de 50
mL (como havia 20 discos, transferir o contetdo de 4 discos para 1 tubo Falcon de
50 mL — assim, houve 5 tubos. Esses tubos precisam ser pré-pesados, e 0 peso de
cada um anotado, pois foi importante para o processamento do pellet para ASP). Em
seguida, um novo volume de 3 mL de NaCl foi inserido no tubo de vidro para
lavagem das paredes do tubo, do disco em si e da espatula, para adquirir todo o
biofilme formado no disco. Esse liquido foi adicionado aos tubos Falcon (cada tudo
ficou com 20 mL). O volume passou por sonda com poténcia de 7 Watts por 30
segundos (Sonicador modelo Q125, QSonica) para homogeneizar a amostra e
remover uma aliquota de 100 pL da mesma, e transferir para um tubo contendo 900
uL de NaCl a 0,89% para realizar diluicdo seriada e semeadura em placa de agar
sangue, seguida de incubacéo por 48 horas a 37 °C e 5% de CO2. Apds esse

periodo, foram contadas as colbnias e calculado UFC por biofilme.

Os tubos contendo os 19,9 mL restantes de suspenséo de biofilme foram para
a centrifuga a 4000 rpm, por 15 minutos a 4°C (centrifuga 5810R, Eppendorff) e
iniciou a coleta/separacdo do sobrenadante e precipitado da amostra. O
sobrenadante foi armazenado em novo tubo e o precipitado celular com os
componentes insollUveis da matriz extracelular foram lavados com 10 mL de agua
milliQ esterilizada por mais duas vezes seguidas de centrifugacdo. Depois das
centrifugagdes, o sobrenadante (contendo WSP) totalizava 39,9 mL e o tubo com o
precipitado foi para pesagem. A diferenca no peso pré (limpo) e pés processamento
(microrganismos + ASP) correspondeu ao peso molhado do biofilme, sendo: 80% do

peso em agua e 20% correspondendo ao peso seco.

4.5 Processamento de WSP (sobrenadante) e ASP (pellet)

Para determinar o WSP, retirou-se uma aliquota de 700 pL do sobrenadante
coletado para realizacdo do teste colorimétrico, o qual tem como base a reacao
fenol-sulfarico para a distincdo de intensidade de cor: quanto maior a densidade

dptica encontrada na amostra, maior o nimero de polissacarideos®?.
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O restante (39,2 mL) foi dividido em novos tubos Falcon de 50 mL, sendo 9,8
mL de amostra para 29,4 mL de &alcool 99% (proporcdo 1:3 em volume) e essa
mistura foi armazenada em freezer -80°C durante 18 horas para precipitacdo do
WSP. Apés as 18 horas, os tubos foram centrifugados a 9500 rpm durante 20
minutos a 4 °C (Centrifuga Eppendorf 5810 R, Hamburgo, Alemanha), e o
sobrenadante foi descartado. Foi inserido novos 10 mL de alcool 75% no tubo e com
ajuda de uma alca de inoculacao esterilizada, a parede do tubo era raspada para
desprender o material que ficou grudado. O volume passou pelo vortex para
homogeneizacdo até que visualmente ndo encontrdssemos nenhum precipitado.

Esta lavagem com alcool 75% foi realizada da mesma maneira por 3 vezes.

ApoOs as lavagens, o precipitado final foi colhido dos tubos Falcon e unidos,
finalizando em apenas um tubo eppendorf com auxilio de acetona. A acetona neste
processo € utilizada por ser extremamente volatil e ao terminar de unir todos os
tubos e coletar todos os precipitados, o excesso de acetona foi removido e os tubos
permaneceram abertos e protegidos de poeira na intencdo de secar. O processo de
secagem levou por volta de 45 minutos a 60 minutos. Apés este periodo, os tubos

estavam prontos para serem selados e enviados.

Para determinar o ASP, ap6s a pesagem do peso molhado das amostras e
calculado o peso seco (20% do peso molhado), foi adicionado a cada amostra 300
puL de NaOH (0,5M) para cada 1 mg de peso seco de material. Foi utilizado o vortex
para homogeneizacdo e incubado em estufa orbital a 37 °C durante 2 horas, sendo
que apo6s os primeiros 10 minutos e aos 30 minutos os tubos passavam novamente
pelo vértex afim de lavar e dissolver todas as particulas do precipitado. Apés as 2
horas de incubacéo, os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos e o
sobrenadante foi armazenado em um tubo Falcon de 50 mL. O sobrenadante

contém a amostra de ASP que queremos analisar.

Novamente o volume de NaOH foi inserido no precipitado e incubado por 2
horas seguindo os mesmos passos. Foi centrifugado, o sobrenadante armazenado
no mesmo tubo Falcon 50 mL para cada dupla de amostra e o precipitado
novamente suspenso com NaOH, mas nesta 32 suspensdao em NaOH apenas
passou pelo vortex até que visualmente todo precipitado estivesse lavado pela
solugdo (n&o foi incubado por mais 2 horas, passou direto para 0 passo da
centrifuga). ApOs a Ultima centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e armazenado
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e o0 tubo eppendorf com o material precipitado foi descartado. Neste momento, com
os 3 sobrenadantes coletados temos o volume final da amostra de ASP. Foi colhido
200 pL de cada um dos tubos Falcon para quantificacdo do ASP pelo mesmo

processo colorimétrico de WPS (Figura 6).

A partir deste momento, os tubos Falcon estavam prontos para serem lavados
da mesma forma como foi descrito na lavagem do WSP, passou pelo mesmo
processo até o concentrado final, resultando em um tubo eppendorf. Prontos ambos
0s tubos e nomeados de maneira correta, estes estdo quase prontos para o envio
das amostras para o professor Dr. Bruce R. Hamaker, aos cuidados de Anton
Terekhov, o responsavel pela parte experimental (Roy L. Whistler Chair Professor,
Director, Whistler Center for Carbohydrate Research Purdue University). O processo
final antes do envio é a quantificacdo das amostras coletadas (700 pL de WSP e 200
UL de ASP) para informa-lo da quantidade estimada de miligramas das amostras
para realizacao das analises de espectroscopia.

Figura 6 - Curva de realizacéo do teste colorimétrico para deteccao e quantificacao de
carboidratos

A curva é ideal para obtermos uma equacao da reta a qual as amostras devem estar
localizadas entre os valores maximo e minimo da curva. A curva é feita em duplicata e as
amostras sao lidas em triplicata. Quanto mais amarelo, maior a concentragcéo de carboidrato
dentro da solucédo — Reacéo fenol-acido sulfirico descrita por Dubois®* em 1956.

Fonte: Arquivo pessoal de Guilherme Roncari Rocha.
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5 RESULTADOS

Este processo foi realizado quatro vezes. Na primeira ocasido, foram
utilizados 20 discos de HA e um dos tubos de WSP estourou durante o processo de
centrifugacdo apos 18 horas contendo alcool 99%, perdendo assim parte da
amostra. O experimento seguiu com a quantificacdo e envio das amostras, mas a
guantidade de acUcar estava no limite minimo, sendo insuficiente para continuidade
dos testes. A quantidade de ASP e WSP minimos era de 3 mg, e como na primeira
tentativa o valor estava muito proximo do peso necessario para as andlises, as
amostras foram enviadas. Na segunda ocasido, aumentamos para 24 discos e nao
houve perda da amostra, pois foram divididos em mais tubos para evitar trincas

durante a centrifugacéo, e consequentemente perda da amostra.

Os resultados dos dois experimentos estdo apresentados na tabela 1. Ao
chegar para as analises na Purdue University, o Anton ndo conseguiu dissolver as

amostras em DMSO (Dimetilsulféxido ou sulfoxido de dimetilo).

Tabela 1 - Resultados dos testes colorimétricos

Experimento 1 Experimento 2
Amostras total ug total mg| Amostras total ug total mg
WSP 1 893,7 0,89 WSP 1 721,8 0,72
2 828,1 0,83 2 819,7 0,82
3 783,0 0,78 3 754,0 0,75
4 755,7 0,76 4 658,8 0,66
5 703,8 0,70 5 7339 0,73
6 754,0 0,75
TOTAL 3,96 |TOTAL 4,44
ASP 1 2034,0 2,03 ASP 1 14440 1,44
2 1735,7 1,74 2 1201,7 1,20
3 1940,6 1,94 3 1226,6 1,23
4 1641,3 1,64 4 1119,1 1,12
5 1485,0 1,49 5 1450,8 1,45
TOTAL 8,8367 6 1250,9 1,25
Estimado 7,0694| TOTAL 7,69

A tabela mostra os valores de ASP e WSP enviados nos dois experimentos. O valor
estimado foi calculado devido as trincas e perda de parte das amostras no primeiro
experimento como descrito no texto. O valor de 3,96 mg de WSP foi insuficiente para a
andlise das amostras.

Fonte: Elaboracao prépria.
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O terceiro teste foi preparado para envio e a solugcdo enviada por ele no dia
19 de marc¢o de 2019 as 16:59 horas (por email) foi de enviar as novas amostras ja
dissolvidas em 0,5 ml DMSO para cada 2 mg de amostra. O experimento 3 ndo teve
sucesso na solubilizacdo das amostras. Foi realizado banho seco a 35 °C por 4
horas seguidos de vortex para tentar solubilizar, e as amostras foram armazenadas
em incubadora orbital a 37 °C e 90 rpm até o dia seguinte para tentar novamente o
banho seco, mas agora com 60 °C por 4 horas passando pelo vortex de hora em
hora. As amostras voltaram para a incubadora orbital com a mesma definicao.
Tentou-se trocar de frasco para podermos inserir um ima e foi deixado em agitador
magnético por 2 dias a 1200 rpm em temperatura ambiente. Apds esta tentativa,
aumentou-se a temperatura do agitador magnético para 60 °C por 1 dia, apos 90 °C
e por fim 100 °C por um periodo de 1 dia cada uma das temperaturas. Todas as
tentativas ndo tiveram sucesso na solubilizacdo dos exopolissacarideos solUveis e

insoluveis (Figura 7).

Figura 7 - Imagem da terceira tentativa em solubilizacdo dos acgucares

A: o precipitado apds centrifugagéo no fundo do tubo e apds os contelidos serem coletados
para a andlise da quantidade solubilizada. B: Tubos em agitador magnético.

Fonte: Arquivo pessoal de Guilherme Roncari Rocha.

Apo6s varias tentativas com falha, o liquido contendo cristais e sem uma
solubilizagcéo total, passou por centrifugacdo de 30 segundos a 6000 rpm para
precipitacdo dos cristais ndo sollveis, e cuidadosamente o liquido foi coletado para

teste bioquimico colorimétrico tentando avaliar a quantidade de acucar dissolvido
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apos as tentativas citadas acima. Foi encontrado um total de 3,037 mg de ASP e
1,361 mg de WSP. Sendo suficiente a quantidade do conteudo insollvel; porém, o
liguido mostrava uma caracteristica amarelada. Este produto poderia ter sido
alterado pelas variacbes de temperatura, os aclUcares podem ter perdido suas
caracteristicas e foi decidido realizar um quarto experimento para uma nova

tentativa.

Para a quarta tentativa, decidiu-se ndo alterar a temperatura no momento de
tentativas de solubilizac&o e foi retirado do processo a utilizacdo da acetona no final
do preparo das amostras e secagem como o descrito anteriormente. A ideia era néo
deixar o acucar se aglomerar e coaptar. A unido dos ultimos tubos foi realizada por
alcool 75% igual nas lavagens, foi retirado o excesso do alcool substituindo a
acetona neste processo e nado deixou as amostras secarem. Logo apos retirar o
maximo possivel de &lcool, foi inserido 0 DMSO 99% para a concentragao final de 2
mg de amostra para 500 pL de DMSO como anteriormente citado.

Tabela 2 - Resultados dos testes colorimétricos

Experimento 3 Experimento 4
Amostras total pg total mg | Amostras total pg total mg

WSP 1 980,87 0,98 WSP 1 477,93 0,48
2 698,96 0,70 2 516,93 0,52

3 805,17 0,81 3 541,14 0,54

4 617,66 0,62 4 377,07 0,38

5 603,24 0,60 5 564,00 0,56

6 689,78 0,69 6 500,79 0,50

TOTAL 4,40 |TOTAL 2,98
ASP 1 1842,98 1,84 ASP 1 829,68 0,83
2 1974,70 1,97 2 5168,99 5,17

3 1759,11 1,76 3 1170,75 1,17

4 2155,51 2,16 4 648,87 0,65

5 1793,30 1,79 5 913,47 0,91

6 1831,17 1,83 6 1143,31 1,14

TOTAL 11,36 | TOTAL 9,88

A tabela mostrando os valores de ASP e WSP enviados em dois experimentos (3° e 4°).

Fonte: Elaboracao prépria.

As amostras seguiram para incubadora orbital a 37 °C e 90 rpm por 1 dia,

seguido de 6 horas em vortex na velocidade maxima do aparelho e foi inserido o ima
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para agitador magnético. O conteldo apresenta 0s mesmos cristais, mas agora mais
dispersos (em menor tamanho). Foi realizado teste bioquimico semelhante ao
terceiro experimento para determinar a quantidade de ASP e o resultado foi de 2,89
mg de amostra dissolvida. A quantidade minima de amostra seriam 3 mg. O
contetdo com menos de 3 mg ndo pode ser enviado para analise. Anton foi
contatado novamente para nos ajudar a solucionar este problema de solubilizagdo. A
ideia enviada via email foi de utilizar mais DMSO, sendo uma concentracdo de 1 mg

de amostra por mL de DMSO.

Portanto, uma vez resolvido o problema de solubilizacdo das amostras de
WSP e ASP, estas serdo submetidas as analises espectroscopicas. Essas analises
serdo empregadas para avaliar o perfil das ligacdes glicosidicas e o grau de
ramificacdo dos exopolissacarideos na matriz. As amostras serdo analisadas usando
protocolos estabelecidos para: (i) Cromatografia gasosa (GC-MS; Agilent Tech.) para
andlise da composicéo de carboidratos, estereoquimica dos residuos de agucar e 0s
tipos de ligacbes polissacaridicas; (i) Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(GC/HPLC; HP) para separacédo do peso molecular, da distribuicdo de comprimentos
de cadeia e distribuicdo de oligossacarideos; e (iii) Espectroscopia de ressonancia
magnética (NMR; Varian Inc.) para andlise da configuragdo anomérica e sequéncia
de residuos glicosidicos.
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6 DISCUSSAO

De acordo com os dados obtidos, a producdo de exopolissacarideos
insolUveis superou consideravelmente a producéo dos soluveis, e esta caracteristica
condiz com o perfil de um biofilme virulento, como é o caso de um biofilme misto de
S. mutans e C. albicans. Estes microrganismos desenvolvem uma relacdo simbiotica
na presenca de uma dieta rica em sacarose, que é mediada por Gfts derivados de S.
mutans, os quais se ligam a C. albicans e produzem grandes quantidades de
glucanos na sua superficie, intensificando a producdo de EPS na matriz, e
consequentemente, aumentando a capacidade destes microrganismos de formar
biofilme juntos*3. Além do mais, a presenca de C. albicans em biofilmes de espécies
mistas induz a expresséo de Gtfs de S. mutans, aumentando a viruléncia do biofilme
e ocasionando lesdes de carie agressivas (como é o caso da cérie da infancia)3®.

A producdo de uma maior quantidade de matriz “impermeavel” também
dificulta a penetracdo e acdo de antimicrobianos de acdo topica e da saliva,
deixando o biofilme mais viscoelastico, e consequentemente a sua remocao
mecanica fica mais dificil®>24.

A principal causa da céarie dentaria ainda € a negligéncia na higiene bucal, e
habitos como o de escovar os dentes e passar fio dental frequentemente ajuda a
remover microrganismos e substancias fermentaveis da superficie do dente®2.
Alguns agentes antimicrobianos sdo utilizados para tentar prevenir a ocorréncia de
carie, como o flior e a clorexidina, mas estes agentes possuem limitacdes. No caso
do flor, que é considerado o padrao para prevencao de céarie, oferece uma defesa
incompleta contra a céarie e atua incorretamente sobre o aspecto microbiol6gico
desta®3, pois seu principal mecanismo de acédo é a promocéo de remineralizacdo da
estrutura dentaria. J4 a clorexidina € um potente agente microbicida de amplo
espectro, mas ndo é compativel com o fllor, apresenta efeitos colaterais adversos
(manchamento da estrutura dentaria, préteses e restauracdes, alteragcbes no
paladar, queimaduras no tecido mole e formacéo de célculos) e, portanto, ndo é
adequado para uso diario**.

Por isso, a intencdo das analises espectroscopicas, as quais ainda nao foi
possivel realizar por ndo compreender o que esta atrapalhando a solubilizacdo da

amostra, é responder alguns questionamentos, como por exemplo: “qual o principal
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conteudo nesta matriz?”, se ele é produzido pela bactéria (a-glucano) ou pelo fungo
(B-glucano); qual a principal caracteristica dessa cadeia, sendo ela insoluvel pelo
gue observamos nas tabelas pela quantidade de material, mas produzida no inicio
da formacéao do biofilme ou no final da sua maturacéo. Todos estes questionamentos
nos levam a tentar compreender como 0S microrganismos respondem ao viver em
uma comunidade que tem uma dieta rica em acgucar, e formular maneiras de evitar a
formacdo descontrolada dessa matriz, focando em principios ativos que diminuam

ou dificultem a producéo desse tipo de matriz.
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7 CONCLUSAO

A alta producao de ASP mostra o potencial patogénico de biofilme misto de S.
mutans e C. albicans em presenca de sacarose.
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mesmos exercam por completo seu potencial terapéutico. Portanto, novas estratégias para o controle de
biofilmes deveriam focar na retencdo e liberagdo controlada de agentes no sitio onde o biofiime se
desenvolve, sendo assim, o objetivo deste estudo sera avaliar o efeito de nanoparticulas carreadoras (NPC)
ativadas por pH na localizagdo e liberagédo continua de diferentes agentes anti-biofilmes em biofiimes. Sera
usado um modelo de biofilme cariogénico in vitro sobre superficies de hidroxiapatita e de materiais
odontolégicos (ceramicas e resinas), comparando-se o uso de agentes livres (farnesol e apigenina) ou néao
ligados as NPC (NPC-farnesol, NPC-apigenina e NPC-apigenina+farnesol). Saliva fornecida por voluntarios
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sobre discos de hidroxiapatita ou de materiais odontolégicos, a pelicula salivar para formar biofilmes mistos
compostos de Streptococcus mutans UA159, Actinomyces naeslundii ATCC 12104 e Streptococcus oralis
ATCC 35037 ou compostos por S. mutans e Candida albicans. Esses biofiimes serdo tratados com agentes
ligados ao NPC e sem NPC (agentes livres). Os grupos experimentais correspondentes a cada tratamento
serdo: 1) NPC-apigenina, 2) NPC-farnesol, 3) NPC-apigenina+farnesol, 4) NPC apenas (NPC-controle), 5)
apigenina (agente livre), 6) farnesol (agente livre), 7) apigenina+farnesol (agentes livres), e 8) veiculo
controle (tampéao 1X PBS, pH 7.0, que é o diluente de todos os agentes e NPC).

Esses tratamentos serdo aplicados topicamente nos discos de hidroxiapatita com a pelicula salivar e
biofilmes duas vezes por dia durante 1 minuto (ou mais 5 minutos), por um periodo de 3 dias. Serdo usados
os métodos padrdo de andlises bioquimicas (colorimétricas) e métodos de cultivo bacteriano para
determinar o peso seco do biofiime (biomassa), o total de proteinas, o contelido de exopolissacarideos
(soluiveis e insoluveis em agua) e numero de células viaveis (unidades formadoras de colénia). Ainda, sera
avaliada a estrutura desses biofilmes via microscopia confocal e a espressao de genes de viruléncia dos
microrganismos. Os dados obtidos nos experimentos in vitro serdo analisados para determinar a influéncia
do sistema de liberagédo dos agentes composto pelas nanoparticulas carreadoras (NPC) no efeito anti-
biofilme dos agentes ligados as NPC comparados aos agentes livres (ndo ligados a NPC). Os dados obtidos
serdo analisados usando o software Prism 6 (GraphPad Software, Inc., 2014) comparando-se os
tratamentos via modelos de regressdo para obtencdo de testes de igualdade e comparagdes pareadas. O
nivel de significancia sera 0,05. Essa analise determinara a efetividade de das nanoparticulas carreadoras

para melhora do efeito de agentes anti-biofilme.

Objetivo da Notificagao:

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de nanoparticulas carreadoras (NPC) ativadas por pH na
localizagéo e liberagdo continua de diferentes agentes anti-biofilmes em biofilmes. Foi usado um modelo de
biofilme cariogénico in vitro sobre superficies de hidroxiapatita e de materiais odontolégicos (ceramicas e
resinas), comparando-se o uso de agentes livres (farnesol e apigenina) ou néo ligados as NPC
(NPCfarnesol, NPC-apigenina e NPC-apigenina+farnesol). Saliva fornecida por voluntarios formaram, sobre
discos de hidroxiapatita ou de materiais odontolégicos, a pelicula salivar para formar biofilmes mistos
compostos de Streptococcus mutans UA159, Actinomyces naeslundii ATCC 12104 e Streptococcus oralis
ATCC 35037 ou compostos por S.mutans e Candida albicans. Esses biofilmes foram tratados com agentes
ligados ao NPC e sem NPC (agentes livres). Os grupos experimentais correspondentes a cada tratamento
foram: 1) NPC-apigenina, 2) NPC-
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farnesol, 3) NPC-apigenina+farnesol, 4) NPC apenas (NPCcontrole), 5)apigenina (agente livre), 6) farnesol
(agente livre), 7) apigenina+farnesol (agentes livres), e 8) veiculo controle (tampéo 1X PBS, pH 7.0, que é o
diluente de todos os agentes e NPC).Esses tratamentos

foram aplicados topicamente nos discos de hidroxiapatita com a pelicula salivar e biofilmes duas vezes por
dia durante 1 minuto (ou mais 5 minutos), por um periodo de 3 dias. Serdo usados os métodos padrédo de
analises bioquimicas (colorimétricas) e métodos de cultivo bacteriano para determinar o peso seco do
biofilme (biomassa), o total de proteinas, o contelido de exopolissacarideos (solUveis e insoliveis em agua)
e numero de células viaveis (unidades formadoras de colénia). Ainda, foi avaliada a estrutura

desses biofilmes via microscopia confocal e a expressdo de genes de viruléncia dos microrganismos.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Ndo existem riscos sociais ou fisicos significantes para a doagdo de saliva. Nao existem riscos
conhecidos associados a doagdo de saliva total. Os voluntarios serdo convidados a expectorar (cuspir)
saliva total estimulada dentro de um contéiner plastico estéril. Ndo existe risco conhecido para a coleta de
saliva, outro que o risco do voluntario

engolir o pedaco de filme de parafina. Se isso acontecer, o filme se dissolvera no estémago do mesmo
modo como uma goma de mascar se dissolve. Um outro risco possivel pode ser estresse. Entretanto, a
participacdo na pesquisa é estritamente voluntaria; o voluntario pode finalizar sua participagdo na pesquisa
a qualquer momento.

Beneficios: Nao existem beneficios diretos aos voluntarios. Entretanto, esta pesquisa podera aumentar os
conhecimentos sobre possiveis novos alvos para terapia antimicrobiana/anti-biofilme direcionada contra
biofilmes orais virulentos e promover melhoras a saude bucal.

Comentarios e Consideragoes sobre a Notificagao:

Foi apresentado relatério Final da Pesquisa, dentro do prazo solicitado na emenda do relatério parcial
aprovado em agosto de 2020, cumprindo o numero de participantes solicitado para finalizagao deste (n=16).
A pesquisadora apresentou resumo do relatério parcial apresentado em agosto de 2020 e a
complementacdo deste periodo final, de setembro de 2020 a setembro de 2021.

Os dados foram utilizados para apresentagcdo em congresso cientifico (382 Reunido da SBPqO,
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2021), confecgdo de um manuscrito (em revisdo pelo periédico Journal of Oral Microbiology) e uma tese de

doutorado, com defesa marcada para 08/11/2021.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Foi apresentado o relatério final.

Recomendacgoes:
Vide campo conclusdes ou pendéncias e lista de inadequacgdes

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Sugere-se a aprovagao do relatério final.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Relatério Final APROVADO em reunido de 11 de novembro de 2021.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Envio de Relatério |formulario_para_relatorio_final_Nanopar| 07/10/2021 | MARLISE INEZ Postado
Final ticulas_pH_dependentes_2021.pdf 14:27:26 |KLEIN

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Néo

ARARAQUARA, 11 de Novembro de 2021

Assinado por:
Andréa Gongalves

(Coordenador(a))
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Lista de pedidos
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Status dos Pedidos apés envio do Relatério Final

52325 - Formulagdo com fragdes de planta para controle de biofilme cariogénico (ERICK DANTE DE
OLIVEIRA FRATUCELLI) (03/05/2019 - Nova)

Status: Aguarde Avaliagao

52127 - Influéncia de formulagdo com composto 1771 na microbiota de biofilmes microcosmos (RICARDO
AUGUSTO VICENTE) (01/05/2019 - Nova)

Status: Aguarde Avaliacdo

52125 - Caracterizagdo da matriz extracelular de biofilmes microcosmos (MATHEUS MIELI CANONICI)
(01/05/2019 - Nova)
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52121 - Influéncia da matriz extracelular na geragdo de células persistentes de Streptococcus mutans em
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47053 - Dinamica populacional durante o desenvolvimento de biofilmes microcosmos expostos a desafio
nutricional (RAYSSA MARIANA DANTAS) (21/05/2018 - Nova)

Status: Aguarde Avaliacao

46194 - Avaliagdo de atividades de extratos e frages de Casearia sylvestris sobre as etapas iniciais da
formagédo de biofilmes cariogénicos (PRISCILA KELLEN PEREIRA) (27/04/2018 - Nova)

Status: Aguarde Avaliagdao

52325 - Formulagdo com fragdes de planta para controle de biofilme cariogénico (ERICK DANTE DE
OLIVEIRA FRATUCELLI) (03/05/2019 - Nova)

Status: Aprovado

52127 - Influéncia de formulagdo com composto 1771 na microbiota de biofilmes microcosmos (RICARDO
AUGUSTO VICENTE) (01/05/2019 - Nova)

Status: Aprovado

52125 - Caracterizagdo da matriz extracelular de biofilmes microcosmos (MATHEUS MIELI CANONICI)
(01/05/2019 - Nova)

Status: Aprovado

52121 - Influéncia da matriz extracelular na geragdo de células persistentes de Streptococcus mutans em
biofilmes e caracterizagdo da matriz derivada das células persistentes (VANESSA CORONATO NOGUEIRA
CONSTANTINO) (01/05/2019 - Nova)

Status: Aprovado

47175 - Caracterizagdo de exopolissacarideos sollveis e insoluveis de biofilmes mistos de Streptococcus
mutans e Candida albicans via analises espectroscopicas (VANESSA CORONATO NOGUEIRA
CONSTANTINO) (22/05/2018 - Nova)

Status: Aprovado

- Analise: Relatorio muito bem elaborado e discutido com relevancia os achados experimentais. O que

permitiu a aluno de iniciagdo cientifica elaborar e discutir os experimentos , portanto cumprindo —
adequadamente os requisitos da iniciagdo. Os resultados serdo utilizados na continuagdo da pesquisa.

Verificagdo: Foram devidamente realizadas.

47109 - Avaliagdo da eficacia de farmacos liberados por novo sistema de liberagdo de farmacos contra
biofilmes mistos de Streptococcus mutans e Candida albicans (RICARDO AUGUSTO VICENTE)
(22/05/2018 - Nova)
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