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RESUMO

MORAIS, V. T. E. S. Efeitos de um novo ciclofosfato a base de calcio,
associado ou nao ao fluor, sobre a viabilidade, metabolismo e estrutura de
biofilmes de interesse cariogénico in vitro. 2025. Trabalho de Concluséo de
Curso (Graduagdo) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Aracatuba, 2025.

Esse estudo teve o objetivo de avaliar o efeito de um novo ciclofosfato a base de
célcio (TMPCa), combinado ou ndo ao fluoreto (F), sobre a composi¢gdo microbiana,
metabolismo e estrutura de biofilmes mistos de Streptococcus mutans e Candida
albicans formados in vitro. A sintese do TMPCa ocorreu a partir de um trimetafosfato
de sodio (TMP), sendo realizada por meio de cromatografia. O composto foi
caracterizado por microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de
raios X por dispersdao em energia. A avaliacdo do efeito antibiofiime do composto
ocorreu de acordo com o0s seguintes grupos experimentais: 1% de TMP, com ou
sem 1100 ppm F; 1% de TMPCa, com ou sem 1100 ppm de fluor (F). Também, foi
testada solugdo contendo 1100 ppm F (controle positivo), além de saliva artificial
(controle negativo, CLT). Cepas de S. mutans e C. albicans foram cultivadas em
saliva artificial. Os biofimes formados no fundo de pogos de placas de
microtitulacdo foram tratados trés vezes (72, 78 e 96 horas apds o inicio da
formagado), por um minuto. Apos esse periodo, foram realizadas analises de
quantificacdo de células cultivaveis pela contagem de unidades formadoras de
colénias (UFCs), avaliagdo da producgao de biomassa total (teste do cristal violeta) e
atividade metabdlica dos biofilmes (teste do XTT). O biofilme teve sua estrutura
analisada por MEV. Os dados foram submetidos a ANOVA, seguido pelo teste de
Student-Newman-Keuls (p<0,05). Observou-se por MEV granulagbes pequenas e
regulares para todos os grupos analisados (i.e., TMP e TMPCa), enquanto nos
espectrogramas obtidos pelo EDS, foram observados picos de sodio (Na) para o
TMP, além de picos de O e fosforo P comuns aos dois compostos. Houve também a
presenca de picos caracteristicos de calcio (Ca) para o composto TMPCa. Com
relagdo aos ensaios de efeito antibiofiime do composto, nenhum tratamento foi

capaz de reduzir as UFCs de C. albicans em comparacdo ao CTL. Além disso,



observou-se que 1% de TMPCa levou a UFCs deste microrganismo
significativamente maiores que o grupo 1100 ppm F. Nenhum tratamento levou a
redugdes significativas nas UFCs de S. mutans, sendo todos os grupos semelhantes
entre si. O grupo 1% de TMPCa, com F, apresentou a maior produgdo de biomassa,
sem diferenga significativa do grupo 1%TMPCa. Biofilmes tratados com 1% de
TMPCa apresentou o maior metabolismo, seguido dos tratados com 1% de TMPCa,
com F. A analise de MEV, os biofilmes mantiveram a estrutura caracteristica, com
aglomerados de cocos e hifas, independentemente da presenca de F ou do
composto analisado. Pode-se concluir que o processo de sintese levou a produgao
de um novo composto a base de calcio, o qual, principalmente combinado com o F,

afetou a composicdo microbiana e metabolismo dos biofilmes analisados.

Palavras-chave: calcio; biofilmes; fosfatos.



ABSTRACT

MORAIS, V. T. E. S. Effects of a new calcium-based cyclophosphate, associated
or not with fluoride, on the viability, metabolism and structure of biofilms of
cariogenic interest in vitro. 2025. Trabalho de Conclusao de Curso (Graduacgao) -
Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba,
2025.

This study aimed to synthesize and evaluate the effect of a new calcium-based
cyclo-triphosphate (TMPCa), combined or not with fluoride (F), on the microbial
composition, metabolism, expression of extracellular matrix components, and
structure of dual-species biofilms of Streptococcus mutans and Candida albicans
formed in vitro. TMPCa synthesis was carried out from sodium trimetaphosphate
(TMP) through chromatography. The compound was characterized by scanning
electron microscopy (SEM) and energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS). The
antibiofilm effect of the compound was evaluated according to the following
experimental groups: 1% TMP, with or without 1100 ppm F; 1% TMPCa, with or
without 1100 ppm F. A solution containing 1100 ppm F (positive control) and artificial
saliva (negative control) were also tested. S. mutans ATCC 25175 and C. albicans
ATCC 10231 strains were cultured to obtain concentrations of 10% and 107 cells/mL,
respectively, in artificial saliva. Biofilms formed at the bottom of microplate wells were
treated three times (72, 78, and 96 hours after the start of formation) for one minute.
After this period, analyses of quantification of cultivable cells by colony-forming unit
(CFU) counting, evaluation of total biomass production (crystal violet test), biofilm
metabolic activity (XTT test). Furthermore, the biofilm structure was analyzed by
SEM. The data were submitted to ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls
test, adopting p<0.05. SEM revealed small and regular granules for all analyzed
groups (i.e., TMP and TMPCa), while in the EDS spectrograms, Na peaks were
observed for TMP, in addition to O and P peaks common to both compounds. There
was also the presence of characteristic Ca peaks for the TMPCa compound.
Regarding the antibiofilm effect assays of the compound, no treatment was able to
reduce the CFUs of C. albicans compared to the CTL. Furthermore, it was observed
that 1% TMPCa led to significantly higher CFUs of this microorganism than the 1100
ppm F group. None of the treatments resulted in significant reductions in S. mutans
CFUs, with all groups being similar to each other. The group 1% TMPCa with F

presented the highest biomass production, without significant difference from the 1%



TMPCa group. Biofilms treated with 1% TMPCa presented the highest metabolism,
followed by those treated with 1% TMPCa with F. SEM analysis the biofilms
maintained the characteristic structure, with clusters of cocci and hyphae, regardless
of the presence of F or the compound analyzed. In conclusion, It can be concluded
that the synthesis process led to the production of a new calcium-based compound,
which, mainly combined with F, affected the microbial composition and metabolism of

the biofilms analyzed.

Keywords: calcium; biofilm; phosphates.
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1 INTRODUGAO

O avango tecnoldgico tem impulsionado a pesquisa e o desenvolvimento
de novos biomateriais para o tratamento e recuperacao de lesbes ocasionadas por
traumas e doencgas degenerativas [O'Brien, 2011; Haggerty & Oudega, 2013; Nitta &
Numata, 2013]. No campo da odontologia, o foco tem sido o combate a carie, uma
doenca mediada pelo biofilme, modulada pela dieta, multifatorial, relacionada a
desmineralizagao da estrutura dura do dente (esmalte e dentina) [Gu et al., 2010;
Machiulskiene et al., 2020] por ataque acido de bactérias cariogénicas, tais como o
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus spp. [Melo et al.,
2013]. O sinergismo dessas bactérias cariogénicas com o fungo Candida albicans
tem grande impacto na progressdo e desenvolvimento da céarie dentaria [Bachtiar
and Bachtiar, 2018].

Apesar do declinio mundial, a doenga ainda possui elevada prevaléncia
especialmente em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, acometendo
consideravelmente a populacdo adulta e infantil [Pitts et al., 2017]. Neste contexto,
estratégias devem ser formuladas, as quais incluem o desenvolvimento de novos
compostos com base em fosfato e calcio, que podem ser incluidos em produtos de
higiene bucal e demais materiais odontolégicos. O grupo de pesquisas vem
estudando desde 2009 a adicdo de TMPNa a produtos fluoretados com objetivo de
reduzir a perda mineral do esmalte dentario e aumentar a sua capacidade
remineralizadora. Observamos que a adicdo do TMPNa em dentifricios fluoretados
[Takeshita et al., 2016], enxaguatorios bucais [Manarelli et al., 2011; Favretto et al.,
2013] e produtos de aplicagéo topica profissional [Manarelli et al., 2017] reduziu a
perda mineral e aumentou a remineralizagcdo do esmalte. Esta agdo combinada de
TMPNa com fluoreto também aumentou a quantidade de fluor e calcio no esmalte e

suas concentragdes no biofilme dentario [Takeshita et al., 2015].

A acdo do TMPNa na protecdo da HA nao esta completamente
compreendida, porém, os resultados indicam que o mecanismo esta relacionado a
adsorcdo do TMPNa na superficie do esmalte que leva a uma reducao da troca
ibnica entre o esmalte e o meio bucal. O TMPNa se liga aos sitios de grupo hidroxila
da HA [Delbem et al., 2014; Amaral et al., 2018] diminuindo a perda de calcio e

promovendo a cristalinidade da HA. A adsorcdo de TMPNa é influenciada pela
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presenca de fluoreto, ja que o aumento da sua concentracdo no meio reduz a
adsor¢ao do TMPNa na HA, sugerindo que o fluoreto e o TMPNa competem pelo
mesmo sitio de ligagdo na HA [Amaral et al.,, 2018]. Assim, a proporgdo molar
TMP:F influenciam tanto na 13 perda mineral do esmalte [Takeshita et al., 2009;
Takeshita et al., 2011; Manarelli et al., 2011; Favretto et al., 2013; Souza et al., 2013;
Amaral et al., 2018] quanto na formagao de fluoreto de calcio no esmalte. Este efeito
€ importante para o controle do processo de carie dentaria, pois a acao anticarie dos
produtos fluoretados esta relacionada a deposi¢cao de fluoreto de calcio no esmalte

e sua dissolucao durante os desafios cariogénicos [Delbem et al., 2010].

Apesar da associacdo TMP/F reduzir a produgdo de polissacarideos
extracelulares no biofiime dentario [Takeshita et al., 2015; Souza et al.,, 2017;
Cavazana et al.,, 2018], o TMPNa n&o tem demonstrado substancial atividade
antimicrobiana [Cavazana et al., 2018; Mendes-Gouvéa et al., 2018]. Apesar dos
estudos mostrarem que o TMPNa reduz a perda mineral das estruturas dentarias,
confirmada por estudo clinico em criangcas [Freire et al., 2016], este deve

obrigatoriamente estar associado ao fluoreto (200 a 1100 ppm F).

Estudos prévios, tém mostrado que supersaturar o meio com calcio pode
reduzir o efeito erosivo dos acidos [Lussi et al., 2011]. Assim, como o TMPNa
apresenta a capacidade de adsorver ao esmalte [Amaral et al., 2016; Amaral et al.,
2018; Nalin et al., 2021], de reduzir a penetracao dos acidos e melhorar a difusao de
calcio para o interior do esmalte [Takeshita et al., 2016; Gongalves et al., 2021],
funcionalizar o NaTMP com o célcio pode ajudar a fixar este ion, aumentar sua
disponibilidade na superficie dentaria e influenciar na atividade antimicrobiano do

composto.

Entretanto, nenhum estudo analisou se a substituigdo do sédio pelo calcio
na molécula do TMPNa, produziria um composto com atividade antimicrobiana
significativa ao TMP, sem a necessidade de associacdo de outros agentes
antimicrobianos. Com base no exposto, o objetivo deste estudo foi sintetizar e
avaliar a atividade do novo ciclotrifosfato (TMPCa) sobre indicadores de
metabolismo dos biofiimes estudados, viabilidade microbiana das espécies

incluidas, e estrutura destes biofilmes.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Sintese e caracterizacao do composto e formulagcao das

solugdes de tratamento
A sintese do composto foi realizada em uma coluna cromatografica (3
cm x 30 cm), e o composto foi caracterizado por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) e espectroscopia por energia dispersiva (EDS). Os compostos
de TMPCa foram utilizados em solugdes. As concentragbes dos compostos
adicionadas foram baseadas em estudos prévios realizados com trimetafosfato
de sodio [Takeshita et al., 2009; Manarelli et al., 2011].

2.2 Formacgao e tratamento dos biofilmes

Saliva artificial foi utilizada como meio de cultura, conforme descrito por
Lamfon et al. [2003] e modificado por Cavazana et al. [2018], de acordo com a
seguinte composig¢ao para 1 L de agua deionizada: 2 g de extrato de levedura
(Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), 5 g de peptona bacteriolégica (Sigma-Aldrich), 4 g
de sacarose (Sigma-Aldrich), 1 g de mucina (Sigma-Aldrich), 0,35 g de NacCl
(Sigma-Aldrich), 0,2 g de CaCl, (Sigma- Aldrich) e 0,2 g de KCI (Sigma-Aldrich). O
pH da solugéo foi ajustado com NaOH para 6,8.

Para esse estudo, foram utilizadas as seguintes cepas de referéncia da
American Type Culture Collection (ATCC): S. mutans ATCC 25175 e C. albicans
ATCC 10231. Culturas dos microrganismos mantidas a -70 °C em glicerol foram
semeadas em Agar Sabouraud Dextrose (ASD; Difco, Le Pont de Claix, Francga),
para C. albicans, e cultivadas por 24 horas a 37 °C. Culturas de S. mutans foram
semeadas em Agar Infusdo de Cérebro e Coracéo (BHI Agar; Difco) e incubadas em
5% de CO, a 37 °C por 24 horas. Para C. albicans, uma algcada obtida das placas de
ASD foi suspensa em 10 mL de caldo Sabouraud Dextrose (Difco) e incubada a 37
°C durante a noite, sob agitacdo de 120 rpm. Colbnias de S. mutans foram
suspensas em 10 mL de BHI caldo (Difco) e incubadas estaticamente durante a
noite em 5% de CO, a 37 °C. Apos o periodo de incubagéo, as células fungicas e
bacterianas foram recuperadas por centrifugagdo a 8000 rpm, por 5 minutos, a 15
°C, e os pellets de células foram lavados duas vezes com 10 mL de solugéo salina

(0,85% NaCl). A quantidade de células fungicas foi ajustada para uma concentragao
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de 107 células/mL em saliva artificial com auxilio de uma Camara de Neubauer e um
microscopio oOptico, enquanto a quantidade de células bacterianas foi ajustada
espectrofotometricamente para uma concentracdo de 10 células/mL em saliva
artificial [Cavazana et al., 2018]. A cada 24 h a saliva artificial era renovada.

Os biofilmes foram formados no fundo dos pogos de placas de
microtitulagdo. Para isso, a suspensdo microbiana (1 x 107 células/mL C. albicans +
1 x 108 células/mL S. mutans) foi adicionada aos pogos e as placas, incubadas a 37
°C por 72 horas. Posteriormente, os biofilmes pré-formados (72 horas) foram
tratados duas vezes no 1° dia (10:00 e 16:00 horas) por 1 minuto e mais uma vez no
dia seguinte (10:00) (totalizando biofilmes de 96 horas). Assim, cada biofilme foi
exposto aos respectivos tratamentos por um total de trés vezes [Cavazana et al.,
2018]. Os biofilmes foram tratados com solugdes contendo 0,5 ou 1% de CaTMP ou
TMP, associados ou ndo com 1100 ppm F. Saliva artificial foi considerada como
controle negativo (CTL), e uma solugdo de 1100 ppm F (1100F) foi considerada
como controle positivo. Desta forma, o trabalho incluiu seis grupos experimentais:
controle negativo (CTL); 1100 ppm F (1100F); 1% TMP (1%TMP); 1% TMP
combinado com F (1%TMP/F); 1% TMPCa (1% TMPCa); 1%TMPCa combinado com
F (1%TMPCalF).

2.3 Viabilidade microbiana

A viabilidade microbiana foi avaliada pela quantificacdo de células
cultivaveis, realizada pela contagem das unidades formadoras de colénias (UFCs)
[Sampaio et al., 2022]. Para isso, no final do periodo experimental descrito acima,
os biofilmes formados nas placas de 96 pogos foram lavados com solugao salina e
raspados dos pocos. Na sequéncia, as suspensdes de biofilmes foram
vigorosamente agitadas em vortex por 1 minuto e, entdo, passaram por diluicdes
decimais seriadas (em solugdo salina), sendo posteriormente plaqueadas em
CHROMagar Candida (CHROMagar, Paris, Franga) e BHI Agar suplementado com
anfotericina B (7 pg/mL; Sigma-Aldrich), para a contagem de C. albicans e S.
mutans, respectivamente. Apds 24-48 horas de incubagdo a 37 °C, foi realizada a

contagem do numero de UFCs.
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2.4 Avaliacao de indicadores de metabolismo de biofilme
2.4.1. Quantificagao da biomassa total

A biomassa total dos biofilmes foi quantificada através do ensaio de
coloragédo com cristal violeta (CV) [Cavazana et al., 2019; Sampaio et al., 2022].
Desta forma, apds o periodo de formacido de biofiime e tratamentos, o meio de
cultura foi aspirado e as células nao aderidas foram removidas por meio da lavagem
com solugao salina. Em seguida, os biofilmes foram fixados com 200 pL de metanol
(99% v/v) (Sigma-Aldrich), o qual foi removido depois de 15 minutos de contato. As
placas de 96 pocgos contendo os biofilmes secaram na temperatura ambiente e 200
uL de CV (1% v/v) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) foram adicionadas a cada
poco e as placas incubadas por 5 minutos. Os pogos foram entdo lavados
suavemente com agua deionizada, e 200 pL de acido acético (33% V/v)
(Sigma-Aldrich) foram adicionados para liberar e remover a coloragéo dos biofilmes.
A solucéo obtida foi transferida para nova placa de microtitulacdo de 96 pogos. A
absorbancia das solugdes obtidas foi lida em um leitor de placa de microtitulagao
com comprimento de onda de 570 nm. A absorbancia final foi padronizada de

acordo com a area dos pogos (absorbancia/cm?).

2.4.2. Avaliagao da atividade metabdlica das células dos biofilmes

A atividade metabdlica dos biofiimes foi avaliada através do ensaio de
reducdo do XTT (2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)
carbonyl]-2Htetrazolium hydroxide; Sigma-Aldrich) [Sampaio et al., 2022], apdés o
terceiro tratamento do biofilme. Este ensaio se caracteriza pela conversao do XTT
para formazan e inclui citocromo P450 em bactérias. Para isso, os biofilmes foram
lavados com solugdo salina e, posteriormente, 200 uL de uma solugdo de 150 mg
XTT/L e 10 mg de metassulfato de fenazina/L foram adicionados em cada poco. As
placas ficaram incubadas a 37 °C no escuro, com agitacdo de 120 rpm. Apds 3
horas, 200 uL do sobrenadante foram transferidos para pog¢os de novas placas de
microtitulacdo de 96 pogos e a absorbancia lida a 490 nm. Os valores de

absorbancia foram padronizados por unidade de area dos pogos (absorbancia/cm?).
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2.5 Avaliacao da estrutura do biofilme por microscopia eletronica
de varredura (MEV)

Para analise estrutural dos biofiimes por MEV, os biofilmes foram
formados em placas de microtitulagdo de 24 pocos. Apds formacao e tratamentos,
os biofilmes foram fixados com exposigdo ao Etanol em diferentes concentracdes
(70% por 10 min, 95% por 10 min, e 100% por 20 min, seguido por 20 min de
secagem). Em seguida, o fundo dos pogos das placas foi destacado com lamina de
bisturi estéril, e os biofilmes foram recobertos com ouro. Apds recobrimento, os
biofiimes foram analisados em microscépio (S-360 microscope, Leo, Cambridge,
MA, EUA) [Sampaio et al., 2022].

2.6 Analise estatistica

Os dados foram analisados quanto a normalidade (teste de Shapiro-Wilk)
e homogeneidade (teste de Barlett), e entdo foram submetidos a ANOVA, seguido
pelo teste post-hoc de Student-Newman-Keuls. A analise estatistica foi conduzida
utilizando o software SigmaPlot 12,0 (Systat Software Inc., San Jose, CA, EUA),
adotando p<0,05. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, em trés ocasides

diferentes (n=9).
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3 RESULTADOS

Através das imagens obtidas pelo MEV, foi possivel observar granulagdes
pequenas e regulares para todos os grupos analisados (i.e., TMP e TMPCa) (Figura
1). Pelos espectrogramas obtidos pela técnica de EDS, foram observados picos de
Na a 1,04 keV para o TMP, além de picos de O e P comuns aos dois compostos.
Houve também a presenca de picos a 3,69 e 4,00 KeV caracteristicos de Ca para o
composto TMPCa (Figura 1).

Figura 1 - Fotomicrografia de microscopia eletrénica de varredura das amostras de
TMP (A) e TMPCa (C) e respectivos histogramas de EDS (B e D)

TMP
P
% Massa:
P: 22,30
Na: 34,60
0O: 43,10
162 262 362 462
Energia (KeV)
TMPCa
% Massa:
P: 20,38
Ca: 23,53
P 0: 55,78
Ca
Jor

158 2,58 358 458
Energia (KeV)

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

Nenhum tratamento foi capaz de reduzir as UFCs de C. albicans em
comparacgao ao CTL. Além disso, observou-se que 1%TMPCa levou a UFCs deste

microrganismo significativamente maiores que o grupo 1100F (Figura 2A). Nenhum
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tratamento levou a reducgdes significativas nas UFCs de S. mutans em comparacéao

ao grupo CTL, sendo todos os grupos semelhantes entre si (Figura 2B).

Figura 2 - Valores médios das contagens de unidades formadoras de coldnias para
Candida albicans (A) e Streptococcus mutans (B) em biofilmes mistos de
Streptococcus mutans e Candida albicans. Barras denotam os desvios
padroes das médias. Letras distintas denotam diferengas significativas
entre os grupos. CTL = controle negativo; 1100F = 1100 ppm F; 1%TMP =
1% TMP; 1%TMP/F = 1% TMP combinado com F; 1%TMPCa = 1% TMPCa;
1%TMPCa/F = 1%TMPCa combinado com F (ANOVA, teste de
Student-Newman-Keuls, n=9)

Log,, CFU/cm?

CTL 1100F 1%TMP 1%TMPIF 1%TMPCa 1%TMPCa/F CTL 1100F 1%TMP 1%TMPIF 1%TMPCa 1%TMPCalF

Grupos Grupos

B
Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

O grupo 1%TMPCal/F apresentou a maior produgao de biomassa, sem
diferenga significativa, entretanto, do grupo 1%TMPCa (Figura 3A). Biofilmes
tratados com TMP, com ou sem F, apresentaram produgao de biomassa semelhante
as observadas para os grupos CTL e 1100F. Com relacédo a atividade metabdlica
dos biofilmes, observou-se que o grupo 1% TMPCa apresentou os maiores valores,
seguido do grupo 1% TMPCa/F (Figura 3B).

Figura 3 - Valores médios de producao de biomassa total (teste do cristal violeta) (A)
e atividade metabdlica (teste do XTT) (B) de biofilmes mistos de
Streptococcus mutans e Candida albicans. Barras denotam os desvios
padroes das médias. Letras distintas denotam diferengas significativas
entre os grupos. CTL = controle negativo; 1100F = 1100 ppm F; 1%TMP =
1% TMP; 1%TMP/F = 1% TMP combinado com F; 1%TMPCa = 1% TMPCa;
1%TMPCa/F = 1%TMPCa combinado com F (ANOVA, teste de
Student-Newman-Keuls, n=9)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

A andlise estrutural por MEV revelou que os biofilmes tratados com solugdes
contendo F apresentaram uma tendéncia de menor quantidade de matriz
extracelular em relagdo as suas contrapartes sem F. No entanto, apesar dessas
diferengas na matriz extracelular, os biofilmes mantiveram a estrutura caracteristica,
com aglomerados de cocos e hifas, independentemente da presenca de F ou do

composto analisado (Figura 4).

Figura 4 - Imagens de microscopia eletrénica de varredura de biofilmes mistos de
Streptococcus mutans e Candida albicans. Aumento de 1.00 k; Barras: 10
pm. CTL = controle negativo; 1100F = 1100 ppm F; 1%TMP = 1% TMP;
1%TMP/F = 1% TMP combinado com F; 1%TMPCa = 1% TMPCa;
1%TMPCal/F = 1%TMPCa combinado com F

1%TMPCa

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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4 DISCUSSAO

A suplementagcao de produtos fluoretados com sais de fosfato contendo
calcio demonstrou ser uma alternativa na redugao da perda do esmalte em modelos
de carie in vitro [Emerenciano et al., 2024; Zaze et al., 2014]. Recentemente, foi
demonstrado que a sintese de um novo composto proveniente do TMP aumentou o
efeito anticarie de dentifricios sem fluoreto suplementados com TMPCa [Peres,
2023]. A presenca de fosfato de calcio levaria a sua maior precipitacdo sobre a
superficie dental, potencializando o efeito contra a formacédo de lesdo de carie;
entretanto, aspectos microbiolégicos como a composigao microbiana, metabolismo
e matriz extracelular de biofiimes, ndo foram explorados naquela ocasido. No
presente estudo, o CaTMP, associado ou nado ao F, exerceu influéncia significativa
no metabolismo, estrutura e composicao microbiana do biofilme analisado.

A exposi¢cdo do TMPCa nos biofilmes leva a niveis mais altos de calcio
(Ca) e fosforo (P), o que poderia influenciar substancialmente em parametros de
metabolismo dos biofilmes [Lynch, 2004]. A capacidade dos microrganismos dentro
dos biofiimes de detectar alteragbes nos componentes do meio € uma tarefa
importante que permite que os patdégenos se ajustem de forma eficiente ao
ambiente, desencadeando assim a expressdao de genes responsaveis pela
viruléncia e resisténcia [Islam, 2020]. Os tratamentos com altas concentragdes de
Ca, conforme demonstrado anteriormente [Cavazana et al., 2021], podem ter
induzido alteragdes celulares, resultando na lise celular e na liberagdo de material
genético que pode ser competente para a sobrevivéncia em um ambiente com alto
teor de Ca. Além disso, o excesso de Ca afeta a formacgao de hifas, resultando na
formagcdo de pseudo-hifas e diminuicdo da Vviruléncia deste fungo e
consequentemente interferir nos componentes da matriz extracelular.

A tolerancia ao Ca pode desempenhar um papel crucial em bactérias
cariogénicas [Astasov-Frauenhoffer et al., 2017], uma vez que este ion altera o
metabolismo celular dos microrganismos e sua capacidade de detectar e responder
a concentragdo ambiental, um aspecto crucial da patogénese bacteriana [Rosch et
al., 2008]. A rigidez estrutural para a protegcdo do ambiente externo e o controle da
regulacdo génica e adsor¢cao de nutrientes sao fungbes importantes da matriz

extracelular [Hobley et al., 2015]. A sacarose consiste em um componente essencial
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para a producdo de matriz extracelular, afetando assim o crescimento do biofilme
[Tomé et al., 2017], e por isso foi adicionada a saliva no presente estudo.

Especificamente aos indicados de metabolismo e composicdo microbiana
dos biofilmes estudados, padrées semelhantes aos do presente estudo também
foram apresentados por Cavazana et al., [2023], avaliando o efeito de solugbes de
CaGP em biofilmes de duplas espécies. Na ocasido, os autores observaram que as
solugdes contendo caélcio (i.e., CaGP) levaram a uma maior produ¢cédo de biomassa
e atividade metabdlica que o controle negativo (saliva artificial). O tratamento com
calcio aumenta a quantidade de calcio ligado a superficie microbiana no biofilme
dentario [Leitdo et al., 2018]. O calcio interage com proteinas de superficie e forma
pontes iGnicas entre macromoléculas carregadas negativamente, melhorando a
agregacao celular. A proximidade de células vizinhas é relatada como dependente
da ponte de calcio [Rose, 2000], e a presenca de Ca leva a conexao entre
moléculas [Korstgens, 2001]. Essa mudanga na composi¢cdo do biofilme pode
justificar o aumento na producdo de biomassa e metabolismo encontrado para os
biofiimes tratados com TMPCa, independentemente da presenca de F, em
comparagao com o grupo CTL. Sugere-se que a ligacdo de Ca e microrganismos
pode reter novos compostos, aumentando assim a biomassa do biofiime. Essa
hipétese esta em consonancia com os resultados quantitativos do presente estudo e
com os resultados obtidos por Cavazana et al. [2023], considerando que 0 aumento
na biomassa e metabolismo para o grupo contendo calcio nao foi acompanhado por
um aumento no numero de células. De fato, assim como para os resultados de
viabilidade microbiana, dados recentes nao publicados demonstraram que
tratamentos com TMPCa, especialmente combinado com F, foi capaz de diminuir a
expressdo de componentes da matriz extracelular de biofilmes de interesse
cariogénico.

Apesar dos resultados supracitados, algumas limitagdes inerentes ao
presente modelo de estudo devem ser mencionadas. E importante enfatizar que um
modelo de biofilme de dupla espécie nao representa totalmente a natureza
polimicrobiana encontrada no meio bucal. Além disso, deve-se ressaltar que o
presente protocolo ndo envolve variaveis hidrodindmicas semelhantes ao que ocorre
na boca. Apesar das limitacbes deste modelo de biofilme, entretanto, os resultados

obtidos forneceram dados adicionais sobre os mecanismos pelos quais o TMPCa
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pode interferir na dindmica da carie dentaria, estimulando novos estudos com este

ciclofosfato.
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5 CONCLUSAO
Com base no exposto, pode-se concluir que o TMPCa sintetizado,
especialmente quando combinado ao F, afetou a composi¢gdo e metabolismo dos

biofilmes analisados.
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