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RESUMO

A adicdo nanomateriais com atividade antimicrobiana as superficies dentais
ou rigidas pode reduzir a formacdo de biofilmes microbianos, combater
doencas infecciosas neste sitio anatdmico e promover a melhoria da saude
bucal. As nanoparticulas de prata sdo agentes promissores no
desenvolvimento de alternativas para o tratamento e controle de doencas
infecciosas, portanto o presente trabalho, objetivou sintetizar e caracterizar
nanoparticulas de prata, avaliar a formacdo de biofilme de Candida sp. e
Streptococcus mutans da cavidade bucal de estudantes da Universidade
Estadual de Goias, avaliar a atividade das nanoparticulas de prata contra
biofilme de Candida sp. e avaliar a atividade de nanoparticulas de prata contra
a formacao de biofilmes de Streptococcus mutans em escovas dentais. Foram
sintetizadas nanoparticulas de prata utilizando a metodologia de Lee e Oh
(2015) na auséncia e presenca de hidroxido de aménio, nesta ordem AgNP(1)
e AgNP(2), com morfologias quase esféricas de 7,37 nm e 11,40 nm,
respectivamente. Foram identificadas seis leveduras do género Candida,
sendo 2 Candida albicans e 4 Candida krusei, e 8 Streptococcus mutans.
Tanto os isolados de Candida sp. quanto os de S. mutans foram capazes de
formar biofilme nos ensaios de biomassa total e na quantificagdo dos micro-
organismos viaveis aderidos nos microtubos e nas escovas dentais. Todas as
leveduras avaliadas foram inibidas pelas nanoparticulas de prata. Tanto
AgNP(1) como AgNP(2) inibiram as leveduras Ck7; Ck8; Ck11 e Ck12 com as
menores concentragdes de 15,11 pg mL* para AgNP(1) e de 15,42 ug mL*t
para AgNP(2). As leveduras mais resistentes as nanoparticulas foram Caz2,
Ca4 e CaATCC 10231, inibidas com as concentracdes de 60,46 ug mL* de
AgNP(1) e de 61,71 ug mL* de AgNP(2). Em relagdo a atividade fungicida,
ambas nanoparticulas necessitam de concentracfes oito vezes (8x) maiores
contra as C. krusei enquanto que para as C. albicans os valores das CMF
foram idénticos aos da CMI para a maioria das leveduras e o dobro para a
Ca4. As infeccdes causadas por bactérias formadoras de biofilme séo dificeis
de tratar, por isto a importancia da busca de inibidores de biofilme.

Palavras-chave: nanoparticulas; biofilme; microbiota oral; antibiofilme.
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ABSTRACT

The addition of nanomaterials with antimicrobial activity to dental or hard
surfaces can reduce the formation of microbial biofilms, combat infectious
diseases in this anatomical site and promote improved oral health. Silver
nanoparticles are promising agents in the development of alternatives for the
treatment and control of infectious diseases. The aim of this study was
therefore to synthesize and characterize silver nanoparticles, evaluate the
biofilm formation of Candida sp. and Streptococcus mutans biofilm formation
in the oral cavity of students at the State University of Goias, to evaluate the
activity of silver nanoparticles against Candida sp. biofilm, and to evaluate the
activity of silver nanoparticles against Streptococcus mutans biofilm formation
on toothbrushes. The results showed that silver nanoparticles were
synthesized without ammonium hydroxide AgNP(1) and in the presence of
ammonium hydroxide AgNP(2), with spherical morphologies of approximately
7.37 nm for AgNP(1) and 11.4 nm for AgNP(2), active against the
microorganisms tested. Six yeasts of the genus Candida were identified, 2
Candida albicans and 4 Candida krusei, and 8 Streptococcus mutans. Both
the Candida and S. mutans isolates were able to form biofilms in the total
biomass tests and in the quantification of viable microorganisms adhered to
the microtubes and toothbrushes. All the yeasts evaluated were inhibited by
the silver nanoparticles. Both AgQNP(1) and AgNP(2) inhibited the yeasts Ck7,
Ck8, Ck11, and Ck12 with the lowest concentrations of 15.11 pg mL* for
AgNP(1) and 15.42 pg mL?* for AgNP(2).The yeasts most resistant to the
nanoparticles were Ca2, Ca4, and CaATCC 10231, that were inhibited at
concentrations of 60.46 pug mL* of AgNP(1) and 61.71 ug mL* of AgNP(2). In
terms of fungicidal activity, both nanoparticles required 8x higher
concentrations against C. krusei, while for C. albicans the MFC values were
identical to MIC for most yeasts and double for Ca4. Infections caused by
biofilm-forming bacteria are difficult to treat, hence the importance of searching
for biofilm inhibitors.

Keywords: nanoparticles; biofilm; oral microbiota; antibiofilm.
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APRESENTACAO

As nanoparticulas de prata tém uma ampla aplicacdo devido as suas
propriedades e podem apresentar atividades antimicrobianas para utilizacao
na saude e medicina com incorporacdo em antissépticos e desinfetantes, nos
revestimentos de cateteres e dispositivos médicos, em curativos e bandagens
e na estabilizacdo de cosméticos. Na odontologia podem ser encontradas em
produtos de higiene oral e no tratamento de canal, para reduzir o nimero de
caries e doencas gengivais. Na industria quimica e engenharia, as
nanoparticulas podem ser empregadas como materiais de revestimento de

superficies para reduzir a adesao e proliferacdo de micro-organismos.

A prata, em sua forma nanoparticulada, possui caracteristicas
morfolégicas como tamanho e forma que podem influenciar na acao
antimicrobiana. As nanoparticulas de prata liberam ions de prata (Ag*) que
possibilitam a desestabilizacdo da membrana celular, a inibicdo da replicacéo
do DNA e a formacdo de espécies reativas de oxigénio, interferindo em
processos metabolicos essenciais para a sobrevivéncia dos micro-
organismos. As nanoparticulas de prata podem penetrar e interferir na
estrutura do biofilme, tornando-o0s mais suscetiveis, dificultando a adesao dos
micro-organismos e a formacao de novas camadas de biofilme.

Neste contexto, o estudo da atividade nanoparticulas de prata na
formacao de biofiimes de Candida sp. e Streptococcus mutans em isolados
da cavidade oral fornece subsidios para o combate a micro-organismos

associados aos hiofilmes orais.

Nossos estudos, foram realizados no Laboratério de Quimica de
Materiais e Modelagem Molecular e no Laboratorio de Bioensaios da
Universidade Estadual de Goias, na linha de pesquisa de Desenvolvimento de
Produtos para Saude do Programa de P6s Graduacao em Ciéncias Aplicadas
a Produtos para Saude, mostraram a empregabilidade das nanoparticulas de

prata sintetizadas por reagdo alcOolica e sua atividade na formacédo de
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biofilmes de Candida sp. e Streptococcus mutans isolados da cavidade bucal

para avaliar a potencialidade no controle dos micro-organismos.

As nanoparticulas de prata foram sintetizadas em meios reacionais com
e sem hidréxido de ambnio e em seguida foram avaliadas contra isolados de
Candida sp. e Streptococcus mutans, para se verificar as atividades
antimicrobiana e contra a formacdo de biofiime. As duas nanoparticulas
sintetizadas apresentaram propriedades diferentes, impactaram nos micro-
organismos testados de forma distinta e demonstraram atividades que
denotam potencialidade para o desenvolvimento de novos tratamentos

antimicrobianos.

APLICABILIDADE

a) Ampliacdo do conhecimento a respeito do tamanho de nanoparticulas
de prata e sua acdo em biofiimes de Candida sp. e Streptococcus
mutans.

b) No desenvolvimento de tratamentos alternativos com novos
medicamentos possibilitando que as nanoparticulas de prata ajam
como carreadores juntamente com medicamentos no combate de
micro-organismos resistentes.

c) No estudo de novos materiais impregnados com nanoparticulas de

prata para uso principalmente na medicina e odontologia.

IMPACTOS SOCIAIS, ECONOMICOS E AMBIENTAIS

Nossos estudos trazem uma ampla possibilidade de uso das

nanoparticulas de prata principalmente na medicina e odontologia.

O uso de nanoparticulas de prata na medicina pode promover o

melhoramento de terapias medicamentosas antibacterianas. Enquanto que

18
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seu uso na odontologia pode contribuir na elaboracdo de produtos

odontologicos com acéao principalmente no biofilme oral.

Estas possibilidades podem causar grande impacto econdmico e social
no sentido da diminuicao de internacdes hospitalares causadas por infecgdes
ou resisténcia microbiana, bem como na reducéo de caries no caso do uso

odontologico.
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1. INTRODUCAO

Micro-organismos como o0 Streptococcus mutans colonizam as
superficies da cavidade bucal e formam biofilmes, que podem desenvolver
carie dentaria (ZAYED et al., 2021). A identificacdo de S. mutans e Candida
sp. pode ser realizada por técnicas de cultura microbiana e testes
bioguimicos).

As infeccBes causadas por bactérias e leveduras formadoras de
biofilme sado dificeis de tratar, por isso a importancia da busca de novos
inibidores de biofiime (SIDDIQUE et al., 2020). Portanto, a adicdo de
nanomateriais com atividade antimicrobiana as superficies de dispositivos
utilizados na cavidade bucal pode ser uma boa solucdo contra a formacao de
biofiimes (DORGHAM et al., 2022).

A atividade antibacteriana de metais como a prata depende de
caracteristicas como a sua superficie de contato. Uma area superficial de
contato maior das nanoparticulas permite ampla interacdo com micro-
organismos e moléculas organicas (HERNANDEZ-SIERRA et al., 2008).

As nanoparticulas de prata sdo agentes microbianos promissores no
desenvolvimento de alternativas para o tratamento e controle de doencas
infecciosas e apresentam vantagens como atividade de amplo espectro, baixo
potencial de inducao de resisténcia e atividade antibiofilme (TABARAN et al.,
2020; SANTOS et al., 2024).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata
sintetizadas em distintos meios reacionais contra leveduras do género

Candida e Streptococcus mutans isolados da cavidade bucal.

2.2. Objetivos Especificos
Capitulo 1 - Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de prata por meio

reducao de alcodlica.

Capitulo 2 — Avaliar a formacé&o de biofilme de Candida sp. e Streptococcus
mutans isolados da cavidade bucal de estudantes da Universidade Estadual
de Goias.

Capitulo 3 — Verificar a atividade de nanopatrticulas de prata contra biofilmes

de Candida sp. isoladas da cavidade bucal.

Capitulo 4 — Determinar o perfil de formacao de biofilme de Streptococcus
mutans isolados da cavidade bucal em escovas dentais.
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3. METODOS

Delineamento do Estudo
Os procedimentos metodoldgicos de cada capitulo que compdem esta

dissertacao estéo listados a seguir de forma resumida.

Capitulo 1

Sintese alcoodlica de nanoparticulas de prata em meio reacional na
auséncia e presenca de hidréxido de aménio conforme metodologia descrita
por LEE e OH, 2015. As nanoparticulas foram caracterizadas com a
determinacao da carga superficial, distribuicdo de tamanho dos agregados,
dispersdo do diametro hidrodindmico, tamanho das particulas e indice de
disperséo.

Capitulo 2

Formacao de biofilme de Candida sp. e Streptococcus mutans isolados
da cavidade bucal de estudantes da Universidade Estadual de Goias. Testes
bioguimicos foram realizados para a identificacdo fenotipica dos micro-
organismos, assim como o perfil da formacdo de biofilme com o estudo da
biomassa total e contagens dos micro-organismos viaveis associados ao

biofilme.
Capitulo 3

Avaliacdo da atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata
contra Candida sp. isoladas da cavidade bucal com a determinacdo da
concentragéo inibitéria minima (CMI) e concentragdo minima fungicida (CMF).
Além disso, foram realizados ensaios de formacéao de biofilme e avaliacéo da
atividade inibitéria das nanoparticulas contra leveduras associadas ao biofilme
com a determinacdo da concentracdo inibitéria da formacdo de biofilme
(CMIBso).
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Capitulo 4

O perfil da formacéo de biofilme de Streptococcus mutans isolados da
cavidade bucal foi avaliado em escovas dentais. Todos os isolados analisados
formaram biofilmes e foram classificados como formadores fortes. Portanto,
essas bactérias sao capazes de aderir e formar biofilmes nas escovas dentais.
Neste contexto, compreender o comportamento e as relacdes associadas ao
S. mutans sao essenciais para controle desse micro-organismo e

consequentemente, prevenir ou controlar a carie dentaria.
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4.1. Artigo 1

SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE PRATA POR
REDUCAO ALCOOLICA

Maria José Barbaresco, Luciana Rebelo Guilherme, Plinio Lazaro Faleiro

Naves
RESUMO

As nanoparticulas de prata séo promissoras alternativas para o desenvolvimento
de antimicrobianos, pois apresentam atividade contra bactérias, fungos e virus.
As caracteristicas morfolégicas das nanoparticulas de prata sdo elementos
cruciais para a sua atividade contra micro-organismos. O objetivo do estudo foi
sintetizar e caracterizar nanoparticulas de prata preparadas pelo método
alcoolico, com reducéo quimica da prata com etanol e polivinilpirrolidona (PVP),
sem hidréxido de amonio para a sintese de AgNP(1) e com adicdo de hidréxido
de amonio para a sintese de AgNP(2), conforme metodologia descrita por LEE
e OH, 2015. O sistema reacional foi mantido sob refluxo e sob agitagéo constante
por 4 h a 80°C. A caracterizacdo dos coloides formados foi realizada com
espectroscopia de absorcdo atOmica (AAS), espectroscopia eletrbnica de
absorcdo na regido do ultravioleta e visivel (UV-vis), potencial zeta,
espalhamento dinamico de luz (DLS), microscopia eletrbnica de transmissao
(MET), difracdo de area selecionada (SAED) e difracdo de raios X de p6. A
concentragdo de ions prata foi de 3870 ug mL* para AgNP(1) e de 3950 pug mL"
L para AgNP(2). Os espectros UV-vis apresentaram uma forte banda plasmdnica
centrada em 418 nm, para AgNP(1) e de 407 nm para a AgNP(2), confirmando
a presenca da formacdo de nanoparticulas de prata esféricas. Os coloides
apresentaram potencial zeta de -0,201 mV para AgNP(1) e de -1,784 mV para
AgNP(2). Os resultados para o DLS foram respectivamente de 154,2 nm
(IDn=0,32) e 108,3 nm (IDH=0,45) para AgNP(1) e AgNP(2). As micrografias de
MET/SAED, mostraram nanoparticulas de prata de formato esférico com estreita
distribuicdo de tamanhos 7,37 nm (IDvet=1,90) e 11,40 nm (IDmet=0,015) para a
amostra AgNP(1) e AgNP(2), respectivamente. As estruturas cristalinas para
ambas amostras foram cubicas de face centrada (CFC). Concluimos que a
sintese das nanoparticulas de prata AgNP(1) e AgNP(2) resultaram em
suspensdes coloidais alcoodlicas, estabilizadas por repulsdo estérica. Com
diferentes distribuicbes de tamanho, em que AgNP(1) é polidispersa e AgNP(2)
€ monodispersa. Essa diferenca pode ser atribuida a presenca do hidréxido de
amonio na sintese.

Palavras chave: sintese alcodlica; dispersdes coloidais; hidroxido de aménio.
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ABSTRACT

Silver nanoparticles are promising alternatives for the development of
antimicrobials, as they are active against bacteria, fungi and viruses. The
morphological characteristics of silver nanoparticles are crucial to their activity
against microorganisms. The aim of the study was to synthesize and characterize
silver nanoparticles prepared by the alcoholic method, with chemical reduction of
silver with ethanol and polyvinylpyrrolidone (PVP), without ammonium hydroxide
for the synthesis of AQNP(1) and with the addition of ammonium hydroxide for the
synthesis of AQNP(2), according to the methodology described by LEE and OH,
2015. The reaction system was kept under reflux and constant stirring for 4 h at
80°C. The colloids formed were characterized using atomic absorption
spectroscopy (AAS), electronic absorption spectroscopy in the ultraviolet and
visible (UV-vis) region, zeta potential, dynamic light scattering (DLS),
transmission electron microscopy (MET), selected area diffraction (SAED) and
powder X-ray diffraction. The concentration of silver ions was 3870 pg mL™? for
AgNP(1) and 3950 umLt for AgNP(2). The UV-vis spectra showed a strong
plasmonic band centered on 418 nm for AgNP(1) and 407 nm for AgNP(2),
confirming the presence of spherical silver nanoparticles. The colloids showed a
zeta potential of -0.201 mV for AgNP(1) and -1.784 mV for AgQNP(2). The DLS
results were 154.2 nm (IDw=0.32) and 108.3 nm (IDx=0.45) for AgNP(1) and
AgNP(2) respectively. The MET/SAED micrographs showed spherical silver
nanoparticles with a narrow size distribution of 7.37 nm (IDmer=1.90) and 11.40
nm (IDmet=0.015) for AgNP(1) and AgNP(2), respectively. The crystal structures
for both samples were face-centered cubic (CFC). We conclude that the
synthesis of AgNP(1) and AgNP(2) silver nanoparticles resulted in alcoholic
colloidal suspensions, stabilized by steric repulsion, but with different size
distributions, with AGNP(1) being polydisperse and AgNP(2) monodisperse. This
difference can be attributed to the presence of ammonium hydroxide in the
synthesis.

Key words: alcoholic synthesis; colloidal dispersions; ammonium hydroxide.
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4.1.1. INTRODUCAO

A nanotecnologia diz respeito a materiais e sistemas cujas estruturas e
componentes exibem propriedades e fenémenos fisicos, quimicos e/ou
biologicos significativamente novos e modificados devido a sua escala
nanométrica (DURAN, MATTOSO, MORAIS, 2006). A nanomedicina € um
campo da ciéncia que lida com a manipulacdo e fabricacdo de nanoparticulas.
Essas particulas sdo encontradas na faixa de 1 a 100 nm, juntamente com as
propriedades biomédicas Unicas que as diferenciam da forma elementar em
massa (RIBEIRO et al., 2018).

As nanoparticulas de prata sdo agentes microbianos promissores no
desenvolvimento de alternativas para o tratamento e controle de doencas
infecciosas (TABARAN et al., 2020). Sdo conhecidas por apresentarem
vantagens, tais como atividade de amplo espectro, baixo potencial de inducéo
de resisténcia e atividade antibiofiime (SANTOS et al.,, 2024). A atividade
antibacteriana dos metais, com prata, depende da sua superficie de contato.
Uma é&rea superficial de contato maior das nanoparticulas permite ampla
interac&o com micro-organismos e moléculas organicas (HERNANDEZ-SIERRA
et al., 2008).

O uso de nanoparticulas de prata envolve o aumento da superficie de
contato, o que € importante para os efeitos antibiofilme da prata (BRETT, 2006).
Dois aspectos relevantes das forcas eletrostaticas sdo predominantes na
nanotecnologia: as forcas de van der Waals e 0 movimento browniano. A medida
que as dimensfes diminuem, as forcas de atrito tornam-se de menor
importancia, enquanto a forca eletrostatica se torna mais importantes (DURAN
et al., 2019).

Embora existam diversificados métodos de produgcdo de nanoparticulas
de prata, duas rotas sdo as mais utilizadas: a sintese por redugcdo quimica
(tradicionalmente empregada) e a sintese biogénica ou biologica, desenvolvida
mais recentemente devido a sua rapidez, simplicidade e sustentabilidade.
Ambas as rotas sdo baseadas na reducéo de ions prata (Ag*) a Ag®, formando
as nanoparticulas de prata (DURAN et al., 2019). Nanoparticulas metélicas sdo

geralmente sintetizadas por meio de reacdes quimicas de oxidacao-reducéo,
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onde utilizam-se solventes organicos, como o etanol, ou borohidreto de sédio
como agentes redutores, além de tensoativos e polimeros como agentes
estabilizantes (DE BRITO et al., 2021). Os ions de Ag* podem ser reduzidos por
substancias organicas como o citrato de sédio, alcoois, carboidratos, acido
tartarico, acido ascorbico e outros (EVANOFF e CHUMANOV, 2005).

Existem evidéncias de que nanoparticulas de prata podem danificar
diretamente as membranas celulares das bactérias através da liberac&o de ions
de prata, seguida (individualmente ou em combinacdo) por aumento da
permeabilidade da membrana, perda da forga motriz do préton, induzindo a

destruicéo e interrupcéo da replicacio do DNA (DURAN et al., 2019).

Nanoparticulas de prata com tamanho médio de 25 nm podem ser
eficazes para controlar micro-organismos causadores da carie como
Streptococcus mutans e leveduras do género Candida, além disso, em baixas
concentracdes a prata pode evitar manchas nos dentes (BRETT, 2006).

Os biofilmes de micro-organismos orais participam da formacao da carie
dental, tendo o Streptococcus mutans o principal micro-organismo causador
(YANG et al., 2021). As nanoparticulas de prata apresentaram forte atividade
antibacteriana contra S. mutans e isso pode embasar o desenvolvimento de
produtos comerciais como creme dental e enxaguatério bucal que incorporam
nanoparticulas (NORA et al., 2021).

Neste trabalho, realizamos as sinteses alcodlicas de nanoparticulas de
prata em meios reacionais na auséncia e na presenca de hidroxido de amdnio
conforme metodologia previamente descrita (LEE e OH, 2015). Em seguida, as
propriedades opticas, estruturais, de estabilidade quimica e morfolégica das

nanoparticulas sintetizadas foram caracterizadas.

4.1.2. METODOLOGIA

4.1.2.1 Sintese das nanoparticulas de prata

A sintese das nanoparticulas de prata foi realizada utilizando o método de

reducédo alcoolica proposto por LEE e OH, 2015. O método consiste na reducéo
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dos ions Ag* na solucédo de nitrato de prata (AgNO3) na qual o etanol anidro atua
como solvente e como agente redutor para a formacao das particulas de prata.
A polivinilpirrolidona (PVP) foi utilizada como agente estabilizante e o hidréxido
de amonio (NH4OH) foi adicionado para influenciar no tamanho e na
concentracdo das nanoparticulas formadas.

O sal de nitrato de prata (AgNOs3) (4,5 mmol, 99,9%, Sigma-Aldrich, Brasil)
e o PVP (4,5 mmol), Mw 10.000, (CeHsNO)n, (99%, Vetec Quimica®) foram
preparados separadamente com a dissolugéo dos respectivos precursores em
50 mL de etanol (p.a.). No processo de sintese preparou-se 0,76 g de AgNOs
solubilizados em 50 mL de etanol (p.a.) e 0,5 g de PVP em 50 mL de etanol (p.a.)
com o auxilio de placa aquecedora. As duas partes do sistema foram colocadas
em refluxo e agitagcdo magnética constante por 4 h a 80°C.

Para avaliar a influéncia do hidroxido de amdénio (NH4OH) (26%,
Dinamica®) no processo sintético, foi adicionado 0,3 mL de hidréxido de amonio
ao sistema em refluxo quando atingiu a temperatura de 80 °C.

Formaram-se assim, a nanopatrticula de prata AgQNP(1) no meio reacional
sem hidroxido de amdnio e AgNP(2) sintetizada em meio reacional com hidroxido

de amobnio, conforme Figura 1 a seguir.

Figura 1: Sintese etandlica das nanoparticulas de prata.

AgNO, (89,5 mmol.L") Refluxo,
+ 80°C

PVP (89,5 mmol. L)

Solugées etandlicas 4h

-
°

Refluxo,

A Refluxo, a
AgNO, (ssf mmol.L") 80°C 80°C

AgNP(2)

PVP (89,5 mmol. L)

SolugBes etandlicas 30 min 3ne Coldide castanho
30 min

Fonte: os autores
Legendas: AgNP(1): nanoparticula de prata; ANP(2): nanoparticula de prata em meio

reacional amoniacal.

Os experimentos foram feitos a fim de demonstrar a distribuicdo de
tamanhos diferentes e verificar a influéncia deste parametro na atividade

bioldgica.
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4.1.2.2 Caracterizagcdo das nanoparticulas de prata

As propriedades Opticas, estruturais, de estabilidade quimica e
morfoldgica das nanoparticulas de prata foram caracterizadas pelas seguintes
técnicas: espectroscopia de absorcao atdmica (AAS), espectroscopia eletrénica
de absorcdo na regido do ultravioleta e visivel (UV-vis), potencial zeta e
espalhamento dinamico de luz (DLS), microscopia eletrbnica de transmissao
(MET) e difracdo de elétrons de area selecionada (SAED) e difracao de raios X
(DRX).

A) Espectroscopia de absorcédo atomica (AAS):

O teste de absorgédo atomica foi realizado na empresa FUNMINERAL,
situada em Goiania-GO. Realizou-se inicialmente a abertura das dispersoes
coloidais das nanoparticulas de prata sintetizadas. Em dois tubos de ensaio
contendo 5 mL de agua destilada em cada tubo, adicionou-se respectivamente
100 pL de cada amostra a ser testada, e 100 pL de acido nitrico (HNOz3)
concentrado. Os dois tubos com as amostras preparadas foram mantidos em
manta aquecedora a 100°C com ebulicdo por 10 minutos. Foi observada a
mudanca na coloracdo das amostras para transparente, indicando a abertura
das amostras. Transferiu-se o volume do tubo de ensaio para um balédo
volumétrico de 25 mL, completando o volume com &gua deionizada.
Aproximadamente 1 mL das amostras diluidas foram utilizadas para a leitura no

espectrofotdometro de absorcdo atdmica AAnalyst 400 da Perkin Elmer.

B) Espectroscopia eletronica de absorgéo na regido do ultravioleta e

visivel (UV-vis):

A andlise de espectroscopia eletrbnica de absorcdo na regido do
ultravioleta e visivel (UV-vis) foi realizada no Centro de Analises, Inovacao e
Tecnologia da Universidade Estadual de Goias (CAITEC-UEG). Os espectros
eletrdnicos das amostras foram obtidos a partir de solugdo alcodlica em um
espectrofotometro Ultravioleta/visivel 5100 Metash. O experimento varreu a
regido de 300 nm a 800 nm, utilizando-se de cubetas de quartzo de 1,0 cm de
caminho optico. Foi utilizado o etanol como solugéo branco. As absorbancias

foram normalizadas utilizando o programa estatistico OriginPro 2015.
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C) Potencial zeta e espalhamento dinamico de luz (DLS):

Os experimentos de potencial zeta e espalhamento dinamico de luz (DLS)
foram realizados com 2 mL de etanol como solvente para diluicdo das amostras,
nas proporcoes de 100 pL de cada amostra. Foi utilizado o aparelho ZETASIZER
PRO BLUE UNIT, marca MALVERN PANALYTICAL do CAITEC-UEG.
Aproximadamente 1 mL das amostras preparadas anteriormente foi transferido
para uma célula em forma de U de poliestireno Malvern do potencial zeta, em
seguida estabilizou-se a temperatura a 25 °C e um angulo fixo de 173° equipado

com laser de 50 mW em 533 nm e um correlacionador automatico digital.

D) Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) e Difracdo de
Elétrons de Area Selecionada (SAED):

Uma aliguota de cada amostra dispersa em etanol foi gotejada em uma
tela de cobre recoberta com filme de carbono de 400 mesh. Ap6s a secagem as
amostras, estas foram analisadas no microscopio eletrénico de transmissao
(MET) da marca JEM-2100 (Jeol, Toquio, Japdo) equipado com EDS, Thermo
scientific, operando em 200 Kv. do Laboratorio Multiusuario de Microscopia de
Alta Resolucdo da Universidade Federal de Goias (LABMIC-UFG).

Padrdes de difracdo de elétrons de areas selecionadas (SAED),
mostrando a cristalinidade das nanoparticulas e a distancia entre os planos
cristalinos, também foram obtidos junto as imagens de MET. A Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET) forneceu micrografias, as quais foram
analisadas com o software Image J para a medicdo dos diametros das

nanoparticulas de prata.

E) Difragao de raio X (DRX):

Amostras dos dois coloides foram impregnadas em superficies de
microplaca de poliestireno (Cralplast, Cral, Cotia, Sdo Paulo, Brasil) que foram
analisadas pelo DRX. Os difratogramas de DRX foram adquiridos em um
difratdmetro de marca SHIMADZU modelo DRX-6000, localizado na Central de

Analise Multiusuario do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias
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(CAM-UFG), utilizando radiagdo CU Ka (k=1,54°A), operando a 40 Kv e 20 mA,
passo de 0,05° e varredura no intervalo de 26 de 5° a 80°, com velocidade de

varredura de 1° por minuto.

4.1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Duas nanoparticulas de prata foram obtidas: AgNP(1) sintetizada com
PVP e sem adicdo de hidréxido de amonio no meio reacional e AgNP(2)
sintetizada com adicdo de PVP e de hidroxido de aménio no meio reacional. O
hidroxido de amo6nio aumenta a conversdo de ifons Ag* em atomos Ag°,
acelerando a reacéo de oxidacéo do alcool. A quantidade de Ag® formado afetou
o tamanho e a distribuicdo das nanoparticulas de prata.

A concentracdo de ions de prata foi de 3870 ug mL! para AgNP(1) e de
3950 pug mL? para AgNP(2), conforme mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Concentracdo dos ions prata nas nanoparticulas sintetizadas

Amostras Concentracdo (ug mL™?)
AgNP(1) 3870
AgNP(2) 3950

Fonte: Dados da pesquisa

A obtencdo de nanoparticulas coloidais de prata passa pela formacéo de
alta densidade de nucleos no inicio do processo. A adicdo do etanol como agente
redutor ao nitrato de prata foi necesséaria para formar um grande numero de
nanoparticulas simultaneamente, diminuindo a concentracdo total de ions
disponiveis. Apenas uma fracdo dos ions de prata € reduzida a metal, mesmo

guando se usa um excesso de reagente redutor (GORUP et al., 2011).

Foi possivel observar na espectroscopia eletronica de absorcéo na regiao
do ultravioleta visivel (UV-vis), uma forte banda plasmonica centrada em 418 nm
e 407 nm, para AgNP(1) e AgNP(2), respectivamente (Figura 2). As bandas séo

muito similares no que diz respeito ao comprimento de onda maximo, em torno
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de 420 nm, caracteristico de nanoparticulas de prata. A oscilagdo ressonante
da densidade de elétrons presentes na superficie das AgNP resulta na formacao
da ressonancia plasmoénica de superficie observada a 420 nm, principal

caracteristica da formacao de nanoparticulas de prata (RIBEIRO et al., 2023).

Figura 2. Espectro de absorbancia no UV-vis para AGNP(1) e AgNP(2).

10 - —— AgNP(1)
—— AgNP(2)

-w

Absorbancia Normalizada (u.a.)

0,6 1 (L 2
e
0,4 -
0,2
0’0 B T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 800

Comprimento de Onda / nm

Fonte: Dados da pesquisa

Dispersfes de nanoparticulas de prata apresentam o fenémeno de
ressonancia plasmoénica de superficie (RPS) e sdo de coloracdo observada
amarela, podendo ser monitoradas por UV-vis. Nanoparticulas de diferentes
tamanhos e formas exibem diferentes fendmenos de RPS e, consequentemente,
absorvem luz de diferentes comprimentos de onda (A) (LEE et al., 2015). As
bandas de RPS observadas entre 422 nm e estabilizadas a 430 nm apés a
reagdo completa, denotam sinteses de nanoparticulas de prata bem sucedidas
de forma esférica (PATIL e CHOUGALE 2021). Deste modo, os resultados

obtidos sugerem que as nanoparticulas de prata sejam esféricas.
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Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados da carga superficial, estado
de agregacéao e diametro hidrodinamico, das nanoparticulas de prata feita pelas
analises de potencial zeta, espalhamento dinamico de luz (DLS) e indice de

dispersédo do diametro hidrodinamico (IDn).

Tabela 2. Potencial zeta, espalhamento dinamico de luz (DLS) e indice de dispersao diametro
hidrodinamico (IDn)

Amostras  Potencial zeta DLS indice de disperséo do
(mV) (nm) diametro hidrodinamico
(IDr)
AgNP(1) -0,201 mV 154,2 nm 0,32
AgNP(2) -1,784 mV 108,3 nm 0,45

Fonte: Dados da pesquisa

E possivel observar nas Figura 3A, que as amostras de nanoparticulas de
prata apresentaram valores préximos a 0 mV na determinac¢ao do potencial zeta,
de -0,201 mV para AgNP(1) e de -1,784 mV para AgNP(2), o que sugere que a
estabilidade coloidal das amostras ocorre principalmente por meio do
impedimento estérico (repulsédo estérica) causado pelo capa de PVP formada
como estabilizante. Apesar do potencial zeta possuir carga nula, as dispersdes

coloidais encontram-se estaveis ap0s quase dois anos de sua sintese.

Figura 3. A) Potencial zeta (mV) B) Didmetro hidrodinamico (nm)
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Fonte: Dados da pesquisa

Em estudo semelhante usando polivinilpirrolidona (PVP) como agente
estabilizador nas reac¢des envolvendo alcool, foram encontrados resultados de
potencial zeta de -5,6 mv, proximo a zero, semelhantes ao encontrado no nosso
trabalho. A capa de PVP disperso em alcool formado sugere um valor negativo
de potencial zeta, resultado da transferéncia de elétrons e da densidade de carga
da superficie (BEHERA e RAM, 2015).

A carga superficial das AgNP é definida pela presenca de moléculas
carregadas negativa ou positivamente em seu revestimento, o que é uma
propriedade relevante para a estabilidade das nanoparticulas. A carga negativa
gera repulsividade entre as particulas e uma baixa constante de forca entre elas,
impedindo a formacado de agregados (LEITE et al.,2012). Os resultados obtidos
neste trabalho, demonstram potencial zeta préximo a zero, o que indica, ao
contrario do trabalho anteriormente citado, que se formaram agregados
conforme foi apresentado pelos resultados do DLS (Tabela 2) e esquematizado

na Figura 4.
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Figura 4. Esquema representativo de agregados de AgNP.

jons Ag*

AgNP-PVP

Agregados de AgNP

Fonte: os autores
Legendas: Ag*= ions de prata; PVP= polivinilpirrolidona

Os resultados obtidos no DLS foram de 154,2 nm para a AgNP(1) e de
108,3 nm para a AgNP(2) (Tabela 2), entende-se que as nanoparticulas de prata
sintetizadas podem estar envoltas em um agregado conforme os resultados de
DLS (Figura 3B). As amostras neste trabalho, mostram distribuicdo pouco
homogéneas dos diametros hidrodindmicos, isso pode ser observado na Figura

3B, que mostra conjuntos de diferentes distribuicdes de tamanho.

A AgNP(1) apresentou uma distribuicdo de tamanho maior, e portanto
contém mais ions prata envoltos no aglomerado em comparacédo a AgNP(2). O
DLS é util para medicao do tamanho e distribuicdo das nanoparticulas em meios
aquosos ou fisiolégicos, depende da interacdo da luz com as particulas e as
medicdes sao feitas na faixa de 2-500 nm (MURDOCK et al., 2008). A medicéo
do tamanho depende do nucleo metalico das nanoparticulas e de quais
substancias estdo adsorvidas nas superficies, como estabilizadores, por
exemplo (PATIL e CHOUGALE 2021).

Os indices de dispersédo do diametro hidrodinamico (IDw) representam a
distribuicdo de tamanho e didmetro hidrodinamico de 0,32 nm para AgNP(1) e
de 0,45 nm para AgNP(2) (Tabela 2). Como padréao ISO 22412:2017, temos que
um IDx inferior a 0,07 pode ser atribuido para amostras monodispersas de
particulas esféricas, para amostras com valores menores que 0,4, as particulas

sdo consideradas homogéneas. Ja para amostras com valores maiores que 0,4,
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sdo pouco homogéneas. Valores maiores que 1 sédo atribuidos a amostras

heterogéneas.

As propriedades fisico-quimicas das AgNP como tamanho na faixa de
43,4 a 120,6 nm (DLS) e de 21,8 a 35,8 nm (MET), morfologia esférica e regular
e potencial zeta negativo, podem estar relacionadas a atividade antifungica, pois
melhoram a interacdo com alvos biolégicos e a biocompatibilidade (RIBEIRO et
al., 2023). Varios estudos demonstram o poder antimicrobiano das AgNP para
bactérias e fungos (BOCATE et al., 2019; HWANG et al., 2012).

A boa dispersibilidade das nanoparticulas de prata em varios solventes é
atribuida ao involucro de PVP, que independente da polaridade do solvente,
pode exibir um efeito de impedimento estérico. A estabilizacdo estérica ocorre
devido a adsorcédo do PVP na superficie da particula (LUO et al., 2014 e SALIH
et al., 2019), como realizado na utilizagdo do PVP na sintese deste trabalho.

A Figura 5 apresenta as micrografias obtidas por microscopia eletronica
de transmissdo (MET). Foram observados formatos esféricos para ambas as
nanoparticulas. Nos histogramas da Figura 6, sdo apresentadas a distribuicao
dos didmetros das particulas com estreita distribuicdo de tamanhos de 7,37 nm
para AgNP(1) e de 11,40 nm para AgNP(2). Destas micrografias obteve-se
também o indice de dispersdo (IDwver) do didmetro das nanoparticulas de 1,90
para AgNP(1) o que significa que as nanoparticulas estdo em meio heterogéneo
e polidisperso. A mesma andlise foi feita para AQNP(2), IDmer = 0,0149, sendo
muito inferior quando comparado com o valor para AgNP(1), € considerado que
as nanoparticulas de prata AQNP(2) sdo homogéneas e monodispersas. (Figuras
5 e 6).

Figura 5. A) Imagem de Micrografia Eletrénica de Transmissdo (MET) de AgNP(1) B) Imagem
de Micrografia Eletronica de Transmisséo (MET) de AgNP(2).
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 6. Histograma de distribuicdo de tamanho de nanoparticulas. A) AgNP(1) B) AgNP(2)

A)

400

Contagem

200

B)

100

n=302

Contagem

T T T T T 0

0 40 & 8 5 10
Diametro da particula (nm) Diametro da particula (nm)

Fonte: dados da pesquisa

Legenda: AgNP(1) = nanoparticula de prata; AQNP(2)= nanoparticula de prata em meio
reacional de amonio; d= didmetro da particula IDwer= indice de dispersdo da microscopia

eletrénica de transmissao n= nimero de particulas contadas;

As AgNP podem ser sintetizadas por diferentes métodos e suas atividades

antifangicas e antibacterianas foram correlacionadas ao seu tamanho, formato e

modificagdes de superficie, dentre as diferentes caracteristicas das particulas, o

tamanho e a forma influenciam suas propriedades antimicrobianas; particulas

pequenas (menores que 10 nm) que apresentam formato esférico sdo mais

eficazes contra microrganismos (FONSECA et al., 2022). As propriedades de

transferéncia da carga de elétrons também sao afetadas por diferentes tipos de

AgNP. O papel do tamanho e da forma das nanoparticulas de prata implica
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diretamente na potencializagéo do efeito celular baseado em nanoparticulas de
prata (QING et al., 2018).

Por meio das andlises de SAED foi possivel determinar as fases
cristalinas cubicas de face centrada das nanoparticulas, ndo havendo mistura de
fases cristalinas confirmadas pelos anéis de difragdo dos planos cristalinos.
Foram encontrados para AgNP(1) os planos cristalograficos de 111, 200, 220,
222 e 422 e para AgNP(2) planos cristalograficos de 200, 321, 422 e 433
(conforme carta cristalografica ICSD n° 00—-004-0783) (Figura 7).

Figura 7. Difracao de elétrons da area selecionada SAED das nanoparticulas de prata.
A) AgNP(1) e B) AgNP(2)

A) AgNP(1) B) AgNP(2)

5 1/nm

Fonte: dados da pesquisa

Os valores de d-spacing conhecidos representando o plano cristalogréafico

estao contidos nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Analise de d-spacing e planos cristalograficos para AgNP(1)

Anélise SAED
Yr 1/r r d-spacing Planos
2,692 1,346 0,742942 7,429421
9,295 4,6475 0,215169 2,151694 111

10,273 5,1365 0,194685 1,946851 200
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14,291 7,1455 0,139948 1,399482 220
17,29 8,645 0,115674 1,156738 222
23,665 11,8325 0,084513 0,84513 422
Fonte: Dados da pesquisa
Legenda: r = raio d-spacing = didmetro espacial
Tabela 4. Analise de d-spacing e planos cristalograficos para AgNP(2)
Anélise do SAED
Yar 1/r r d-spacing Planos

2.763 1.3815 0.723851

9.177 4.5885 0.217936 7.238509 200
10.868 5.434 0.184026 2.179361 321
14.517 7.2585 0.13777 1.840265 422
17.241 8.6205 0.116003 1.377695 433
2.763 1.3815 0.723851 1.160026 200

Fonte: Dados da pesquisa

Legenda: r = raio d-spacing = didmetro espacial
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4.1.4. CONSIDERACOES FINAIS

Duas nanoparticulas de prata foram sintetizadas e caracterizadas por
varias técnicas que indicaram que as nanoparticulas foram esféricas com
tamanhos semelhantes, com cargas superficiais quase nulas e formaram
aglomerados. Entretanto apresentaram diferencas significativas no indice de
disperséo, pois a AgNP(1) foi polidispersa enquanto a AgNP(2), sintetizada
em meio reacional de hidroxido de aménio, foi monodispersa e apresentou
distribuicdo de tamanho mais homogénea com menos formacdo de

agregados.

Baseando-se na observagdo do tamanho, forma, distribuicdo das
nanoparticulas, os coloides sintetizados possuiam propriedades fisico-

guimicas distintas.
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4.2. Artigo 2

FORMACAO DE BIOFILME DE Candida sp. E Streptococcus mutans
ISOLADOS DA CAVIDADE BUCAL DE ESTUDANTES DA
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE GOIAS

Maria José Barbaresco, Luciana Rebelo Guilherme, Plinio Lazaro Faleiro

Naves
RESUMO

Micro-organismos como o Streptococcus mutans e a Candida sp. formam
biofiimes e colonizam as superficies da cavidade bucal e podem ocasionar
problemas como a carie dentaria e outras doencas. O desenvolvimento do
biofime é um processo que ocorre com a fixacdo inicial das células as
superficies, producédo de polissacarideos extracelulares que resultam numa
fixacdo “irreversivel” firmemente aderida, na maturacdo da arquitetura
tridimensional e por fim na dispersdo de células individuais do biofilme. O
objetivo deste capitulo é determinar o perfil de formacdo de biofilme de
Streptococcus mutans e de leveduras do género Candida isoladas da
cavidade bucal de estudantes da Universidade Estadual de Goias e
pertencentes a colecédo de micro-organismos do Laboratorio de Bioensaios da
UEG. As espécies foram identificadas fenotipicamente e a formacédo de
biofilme foi estudada por meio da determinacdo da biomassa total e da
quantificacdo de células viaveis aderidas ao biofilme. Do total de 20 micro-
organismos avaliados, foram identificadas 2 Candida albicans, 4 Candida
krusei e 12 Streptococcus mutans, dos quais 8 foram selecionados para os
estudos de formacéo de biofilme, além das cepas padrdo Candida albicans
ATCC 10231 e Streptococcus mutans ATCC 700610. Todos 0s micro-
organismos foram capazes de formar biofiime. Dentre as leveduras, 4
(57,14%) foram formadoras fortes 2 (28,58%) moderadas e 1 (14,28%)
formadora fraca, enquanto que todos os S. mutans foram formadores fortes
de biofilme. O perfil de formacé&o de biofilme microbiano reforca a necessidade
de estudos posteriores para o controle dessa estrutura e de doencas
microbianas na cavidade bucal, além de reforcar a importancia da higiene oral
rotineira na manutencédo da salde humana.

Palavras chave: microbiota oral; biomassa; bactérias; leveduras.
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ABSTRACT

Microorganisms such as Streptococcus mutans and Candida sp. form biofilms
and colonize the surfaces of the oral cavity and can cause problems such as
dental caries and other diseases. Biofilm development is a process that occurs
with the initial attachment of cells to surfaces, the production of extracellular
polysaccharides that result in a firmly adhered “irreversible” attachment, the
maturation of the three-dimensional architecture and finally the dispersion of
individual biofilm cells. The aim of this chapter is to determine the biofilm
formation profile of Streptococcus mutans and yeasts of the genus Candida
isolated from the oral cavity of students at the State University of Goias and
belonging to the microorganism collection of the Bioassay Laboratory of the
State University of Goias. The species were identified phenotypically and
biofilm formation was studied by determining the total biomass and quantifying
the viable cells adhered to the biofilm. Twenty microorganisms were evaluated,
2 Candida albicans, 4 Candida krusei and 12 Streptococcus mutans were
identified, 8 of which were selected for biofilm formation studies, in addition to
the standard strains C. albicans ATCC 10231 and S. mutans ATCC 700610.
All the microorganisms were capable of forming biofilm. Among the yeasts, 4
(57.14%) were strong formers, 2 (28.58%) moderate and 1 (14.28%) weak
formers, while all the S. mutans were strong biofilm formers. The pattern of
microbial biofilm formation supports the need for further studies to control this
structure and microbial diseases in the oral cavity, as well as reinforcing the
importance of routine oral hygiene in maintaining human health.

Key words: oral microbiota; biomass; bacteria; yeasts.
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4.2.1. INTRODUCAO

A boca é fundamental para a alimentacgéo, fala, respiracao e esta ligada
a aparéncia social. Cuidar dos dentes deve ser um habito presente na rotina
de pessoas de todas as idades. A saude bucal € frequentemente
comprometida por doencas como carie, lesbes inflamatorias, infecciosas,

cistos e tumores (JIN et al., 2016).

A cavidade bucal € colonizada por mais de 500 espécies de micro-
organismos, sendo habitualmente comensais ou em certas circunstancias
patogénicas, como ocorre nas infeccées que sdo provocadas por fungos ou
bactérias (SIMOES, FONSECA e FIGUEIRAL, 2013).

Fatores como higiene, habitos alimentares, colonizacdo bacteriana,
composi¢do da saliva, entre outros, influenciam o metabolismo das bactérias
sobre os dentes, modulando a atividade da carie (LEITES, PINTO e SOUSA,
2006). A disponibilidade de acucares estimula a microbiota bucal acidogénica
residente a proliferar e secretar acido latico que, por sua vez, induz a
dissolucdo dos tecidos dentérios duros, o que é conhecido como cérie
(ALMEIDA et al., 2017).

A candidiase pode estar presente como uma infec¢do cutanea, mucosa
ou de 6rgao profundo, que é causada por mais de 20 tipos de Candida sp.,
sendo C. albicans o mais comum. Estas sao leveduras patogénicas e estéo
presentes no microbioma oral normal. A candidiase oral resulta do
crescimento excessivo de Candida sp. nos hospedeiros, 0s sintomas incluem
manchas brancas na boca, lingua, garganta. (BHATTACHARYA, SAE-TIA e
FRIES, 2020).

A cérie dentaria pode ser definida como um sinal clinico do processo
de desmineralizacdo da superficie dentaria, causado pelo metabolismo de
biofilme bacteriano na presenca de agucar, principalmente a sacarose. A
dissolucéo da superficie dentaria € um processo quase sempre lento e, se ndo
houver alguma interferéncia, pode progredir até a destruicdo dentaria
(FEJERSKOV; NYVAD; KIDD, 2017).
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A levedura Candida albicans é um micro-organismo de interesse na
cavidade bucal, pois interage de forma robusta com outros micro-organismos
impactando na viruléncia de biofilmes polimicrobianos, promovendo cérie
dentaria induzindo a disbiose microbiana oral (QIAN et al., 2021). A
candidiase oral € um problema de salude publica, principalmente para
pacientes imunocomprometidos e usuarios de proteses, pois a adesao de
biofilmes e essa superficie pode funcionar como um reservatdrio fungico
(BRITO et al., 2020).

As bactérias do género Streptococcus sdo comumente encontradas na
cavidade oral. Sdo cocos Gram-positivos, anaerobios facultativos, se
organizam em cadeias curtas, e sao divididos em trés categorias de acordo
com sua capacidade de induzir hemodlise: estreptococos a-hemoliticos
(também conhecido como S. viridans), estreptococos p-hemoliticos e
estreptococos nado hemoliticos (também conhecido y-hemoliticos). Séo
classificados de acordo com suas propriedades bioquimicas e genéticas
(SARAVIA, 2010) e as espécies mais predominantes na cavidade oral séo S.
salivarius, S. sanguinis, S. mutans, S. sobrinus, S. oralis, S. mitis e S. gordonii
(ZHOU & LI, 2020).

O Streptococcus mutans € o principal agente etioldgico da cérie,
desempenhando um papel essencial na formacgédo de estruturas complexas
funcionais na mucosa oral e no esmalte dentario (WANG et al., 2020). E uma
bactéria Gram-positiva, anaerdbia facultativa, que produz acidos organicos,
0s quais desmineralizam o esmalte e a dentina causando a cérie dentaria apés
formar biofilmes na superficie do dente (CHAMLAGAIN et al., 2024).

Do ponto de vista microbiolégico, a carie dental € provocada por
bactérias com alta similaridade fenotipica classificadas como estreptococos
do grupo mutans e fazem parte desse grupo: Streptococcus mutans, S.
sobrinus, S. rattus, S. ferus, S. cricetus e S. macacae, as quais pertencem aos
sorotipos aos sorotipos a, b, ¢, d, e, f, g, ou h de S. mutans (ZHOU & LI, 2020).
Das espécies citadas, 0 S. mutans e S. sobrinus apresentam potencial

cariogénico em humanos.
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As outras espécies sao encontradas em animais e, se estao presentes
em humanos, ndo parecem ser altamente cariogénicas (MALTZ et al., 2016).
Os S. mutans sdo bactérias anaerdbias facultativas, a maioria cresce no ar,
sendo estimulados pelo aumento de CO2. Sdo catalase negativos e oxidase
negativos, propriedade que, juntamente com a coloracéo de Gram, diferencia

0s estreptococos das espécies de Neisseria (KONEMAN et al., 2017).

Micro-organismos como o0 Streptococcus mutans colonizam as
superficies da cavidade bucal e formam biofilmes, que podem sofrer
maturacdo e desenvolvimento de cérie dentaria (ZAYED et al., 2021). O
biofime microbiano na cavidade bucal constitui-se de comunidades
complexas e distintas, que estdo propensas a alteracfes locais e quimicas,
fisicas ou imunolégicas (NUNES, GARCEZ, RIBEIRO, 2015). O
estabelecimento de biofilme polimicrobiano é um importante fator na
patogenia, pois proporciona prote¢cao aos micro-organismos associados, que,
ao fermentarem os carboidratos disponiveis reduzem o pH local e intensificam
a perda mineral (MALTZ et al., 2016).

Biofilmes sdo comunidades altamente estruturadas de micro-
organismos conectados a uma superficie ou a outros micro-organismos,
formando agregados envoltos por uma matriz extracelular de polissacarideos,
proteinas e glicoproteinas e acidos nucleicos (CORIOLANO et al., 2021).
Inicialmente, os micro-organismos interagem para a formacao do biofilme e
expressam genes em resposta as condi¢cdes bucais como o pH, oxidacao,

nutrientes e presenca de superficies solidas (RODRIGUES, 2019).

O desenvolvimento de um biofilme € um processo de cinco etapas:
fixacdo inicial das células a superficie, producdo de polissacarideos
extracelulares (EPS) resultando numa fixagéo “irreversivel” mais firmemente
aderida, desenvolvimento inicial de arquitetura do biofilme, maturacdo da
arquitetura do biofilme, e por fim disperséo de células individuais do biofilme
(STOODLEY, SAUER, DAVIES e COSTERTON, 2002).
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A associacdo entre S. mutans e C. albicans baseia-se em seus
mecanismos de viruléncia e caracteristicas bioquimicas, bem como as
caracteristicas enddgenas e fatores exdégenos que fazem com que o
hospedeiro forneca um ambiente bucal que favorece a agédo de ambos os
micro-organismos (BARBIERI et al., 2007).

Essa levedura tem capacidade de colonizar a mucosa bucal e
superficies de préteses, e € relatada como causa frequente de infeccbes
orofaringeas com potencial cariogénico, sendo encontrada em 10% de dentes
cariados sem S. mutans (AAS et al., 2008; PEREIRA et al., 2018; HILLER et
al., 2011; MARTIN et al., 2011).

A caracterizacdo de um isolado bacteriano desconhecido é realizada
testando sistemas enzimaticos que séo caracteristicos de cada espécie.
Desta forma, pode-se detectar alterac6es no pH produzidas pela utilizacdo de
substratos quimicos ou mudancas de cor produzidas por subprodutos
especificos. A selecdo de conjuntos apropriados de caracteristicas
diferenciais permite a identificacdo de cada grupo de bactérias (KONEMAN et
al., 2017).

Nesse contexto, o objetivo deste capitulo é determinar o perfil de
formacao de biofilme de Streptococcus mutans e de leveduras do género
Candida isolados da cavidade bucal de estudantes da Universidade Estadual
de Goids. Nosso estudo contribui no ambito do controle de doencas
microbianas na cavidade bucal, além de reforcar questdes relacionadas a

importancia da higiene oral rotineira na manutencéo da satude humana.

4.2.2. METODOLOGIA

4.2.2.1 Manutenc&o dos micro-organismos

Foram selecionados 20 micro-organismos isolados da cavidade bucal
de discentes da UEG (Comité de Etica em Pesquisa da UEG, parecer

n°3.604.978) e pertencentes a cole¢cdo de micro-organismos do Laboratorio
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de Bioensaios do Centro de Pesquisa e Pos graduacéo (LabBio - CPPG) da
UEG.

Aliquotas dos isolados foram descongeladas a temperatura ambiente
e posteriormente foram repicadas por estriagdo em Agar Sabouraud Dextrose
acrescido de Cloranfenicol (ASDC, FirstLab®, Parand) e em Agar Mitis
Salivarius (AMS, Isofar®, Rio de Janeiro) acrescido de bacitracina e sacarose
(AMS-BS, conforme anexo 1). As placas foram incubadas a 37°C por 48h em

jarra de microaerofilia.

Apoés a incubacéo, 3 a 5 colonias isoladas e tipicas foram transferidas
para tubos com caldo infusdo cérebro e coracéo (Brain Heart Infusion - BHI,
Kasvi®, Parand) com 20% de glicerol que foram incubados por 24 a 48h.
Aliquotas de 500 pL do caldo crescido foram transferidas para microtubos
Eppendorf, que em seguida foram armazenados em refrigerador a 8°C
durante sete dias e congelados em freezer a - 20°C para manutencédo dos
micro-organismos para as proximas etapas do estudo (SILVA; COSTA;
RECHE, 2008).

4.2.2.2 Identificacao fenotipica de Candida sp.

As coldnias isoladas em ASDC foram analisadas microscopicamente a
partir de esfregacos em laminas coradas pelo método de Gram, utilizando o
Kit de Coloracdo de Gram (NewProv®, Parand), para fornecer informacoes

sobre a morfologia microscopica dos micro-organismos.

Aliquotas dos isolados de Candida sp. foram retiradas do freezer e
descongeladas a temperatura ambiente. Em seguida, foram repicadas em
ASDC e as placas foram incubadas a 35,5°C por 72h. As leveduras crescidas
no ASDC foram semeadas em meio cromogénico (CROMONEW CANDIDA,
Newprov®) para a identificacdo presuntiva das espécies de Candida sp.
através de observacao visual da coloracdo formada apds a incubacédo em

condicdes aerbbias a 35,5°C por 72 h.
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As espécies de Candida foram identificadas com base nos aspectos
morfolégicos das colénias no meio cromogénico e microscopicos com a

coloragéo de Gram (Figura 1).

Figura 1. Identificacao fenotipica de Candida sp.

Morfologia colonial
Analise da morfologia microscopica
- Coloragao de Gram

Reativagao : l
das leveduras Agar Sabouraud
Repique em agar
Cromo New
Candida
Candida albicans Candida krusei

Fonte: os autores

4.2.2.3. Identificacao fenotipica de Streptococcus mutans

As colbnias bacterianas isoladas em AMS-BS foram analisadas
macroscopicamente e microscopicamente a partir de esfregacos em laminas
e corados pelo método de Gram, utilizando o kit de coloracdo de Gram
(NewProv®, Parand), para fornecer informacdes sobre a morfologia das

bactérias.

Aliguotas dos isolados dos estreptococos do grupo mutans foram
retiradas do freezer e descongeladas a temperatura ambiente. Em seguida,
os isolados foram repicados em AMS-BS e as placas foram incubadas em
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jarra de microaerofilia com o auxilio de uma vela, a 37°C por 72h para

crescimento dos micro-organismos.

ApOs a incubacao, o aspecto macroscopico das coldnias foi avaliado
com auxilio de um contador de col6nias (MARCONI®, S&o Paulo) e as col6nias
com aspecto liso, brilhante, levemente elevadas e arredondadas, pegajosas,
semelhante a uma gota e\ou aspecto multilocular parecido com vidro moido,
com centro elevado e cor azul escura que ao toque, duras e quebradicas
foram selecionadas para a identificagcdo presuntiva como Streptococcus
mutans (SARAVIA, 2010; ZHOU & LI, 2020).

O meio AMS-BS ¢ acrescido de sacarose que potencializa ainda mais
os carboidratos fermentaveis, enquanto o acréscimo do antibiético bacitracina,
inibe a sintese de &cido teicdico, sendo ativo contra muitas bactérias Gram
positivas (SARAVIA, 2010).

A identificacdo presuntiva dos Streptococcus mutans foi realizada a
partir da andlise das coldnias tipicas, da analise microscépica com a coloracao
de Gram, teste de catalase, producdo de hemdlise em agar sangue, beta-
glucuronidase em agar cromogeénico, fermentacéo de manitol e sorbitol e teste
PYR (Figura 2) (KONEMAN et al., 2017; ZHOU & LI, 2020).

O teste de catalase foi realizado com a colocacgéo de colbnias isoladas
sobre uma lamina de vidro contendo uma gota de perdxido de hidrogénio
vol.10 para a observacéo visual da reacédo de desprendimento de Oz, caso a
amostra fosse catalase positiva. Foram considerados como estreptococos as
amostras que nao desprenderam gas, sendo portanto, catalase negativa. A
enzima catalase é encontrada em alguns micro-organismos e participa da
conversao de peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio, sendo observado o

desprendimento ou ndo de oxigénio pela formacéo de bolhas.

Para avaliacdo da hemolise, foram realizados repiques dos
estreptococos em meio Agar sangue de carneiro (bioMérieux®, Rio de
Janeiro). As placas foram replicadas por estriagdo com alca bacterioldgica e
incubadas em aerobiose na estufa a 37°C por 72h para observacao da

hemolise. O aspecto tipico das colbnias dos estreptococos do grupo mutans
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no agar sangue € o de hemodlise parcial (alfa hemolise) ou de nenhuma

hemolise (gama).

A producéo de beta-glucuronidase foi verificada em meio cromogénico
Strep-B (bioMérieux®, Rio de Janeiro) que foi repicado com os isolados e
incubado em microaerofilia a 37°C por 72h. As amostras foram consideradas
positivas quando as colbnias crescidas no meio apresentaram a coloracao
azul. O meio Strep-B contém substratos cromogénicos que identificam a
presenca da enzima beta-glucuronidase e permite a identificacdo das
diferentes espécies de estreptococos, principalmente o Streptococcus

agalactiae, que quando positivo, possui coloracdo azul.

Os testes de fermentagcédo do manitol e sorbitol foram realizados com o
repique dos estreptococos em caldo tioglicolato de sédio com os agucares
separados e incubacdo dos tubos a 37°C por 72h. A turvacdo na porcao

inferior do tubo indicou a fermentacéo de cada acucar.

O teste PYR foi realizado com a transferéncia de uma aliquota do caldo
crescido dos isolados para um disco de papel do teste PYR (ProBac do
Brasil®, Sdo Paulo) previamente umedecido com agua destilada. Apds 5
minutos uma gota do reagente PYR foi acrescido e foi observado se havia

reacdo com o substrato em até 1 minuto de exposicéo.

A leitura do teste é colorimétrica, sendo a coloracdo vermelha para
teste positivo e coloracdo amarela para teste negativo. O teste é baseado na
hidrolise da L-pyrrolidonyl-beta-naphtylamide e destina-se a identificacdo dos
Streptococcus spp. A hidrélise do L-pyrrolidonyl-beta-naphtylamide através da
enzima L-pyroglutamyl-aminopeptidase foi verificada através da reacdo do
reagente PYR com a beta-naphtylamide livre, que formou uma Base de Schiff

de coloracéo vermelha.

Figura 2. Identificacéo fenotipica de Streptococcus mutans
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Fonte: os autores

4.2.2.4. Ensaios de formagéo de biofilme microbiano
Determinacao da biomassa total dos biofilmes

O ensaio de biofilme foi baseado na metodologia descrita por Zayed et
al. (2021), com algumas modifica¢des. Inicialmente, na primeira etapa, os
in6culos de S. mutans e de Candida sp. foram ativados em AMS-BS e ASDC,
respectivamente. As placas foram colocadas em estufa a 37°C por 72 horas,

em jarra de microaerofilia.

Apoés a incubacéo, o ensaio foi realizado da mesma forma tanto para
S. mutans como para Candida sp. Ent&o, foram dissolvidas 3 a 5 colonias em
5000 pL de solucao fisiologica estéril (SFE) e em seguida, a densidade do
inoculo foi ajustada com a escala 0,5 de McFarland até a obtencdo da
turvacdo correspondente e apdés a homogeneizacdo em vortex (Biomixer,
ALFA MARE Instrumentos Cientificos e Médicos LTDA, Brasil), foram
transferidos 500 pL dos inéculos ajustados para tubos de ensaio com 4500 pL

de Caldo infusé@o de cérebro coragéo adicionado com 2% de sacarose (BHIS).
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Em microplacas de poliestireno de fundo plano com 96 pocos, foram
aliquotados 200 pL do caldo BHIS contendo os inéculos ajustados e foi
colocados por linha nos pocos da microplaca de 1 até 8, sendo cada linha um
tipo de indculo dos micro-organismos. As colunas 9 e 10 dos pocos das
microplacas, foram preenchidas somente o BHIS, ou seja, controle ndo
inoculado (CNI). As microplacas foram inoculadas em microplacas prontas

com os indculos na estufa & 37 °C por 48 h (Figura 3).

Na segunda etapa, apés incubacdo por 48 h, as microplacas foram
processadas com duas lavagens com 300 pL de SFE 0,9%, em lavadora
automatica de microplacas (Aquari®, Brasil) para a remocao das células nédo
aderidas. Logo, foram adicionados 200 pL de etanol 98% em todos 0S pogos
da microplaca que foi mantida sob incubacéo a TA durante 20 minutos, depois

o etanol foi descartado e a microplaca secada invertida por 5 minutos a TA.

Em seguida, foram adicionados 200 L de cristal violeta 0,1% em todos
0S pocos, e as microplacas foram mantidas na TA por 20 minutos. A
microplaca foi lavada na lavadora automatica de microplacas (Aquari®, Brasil)
por 2 vezes com 300 pL de SFE 0,9%, e a microplaca vertida por 5 minutos.
Apos, foi colocado 200 uL de &cido acético 33% em cada poco, por 20 minutos
e a microplaca foi levada para leitura das densidades Opticas a 600nm
(DOsoonm) em espectrofotbmetro de microplacas (Spectramax® Parading,
EUA) (Figura 4).

O experimento foi realizado em triplicata, as leituras das DOsoonm foram
anotadas e as médias e desvios padrédo foram obtidas no editor de planilhas
Google Sheets. As leituras das DOsoonm permitiram classificar a formagao de
biofilme nas categorias forte, moderada e fraca, de acordo com a féormula a

seguir na Tabela 1.

Tabela 1. Classificagdo dos isolados testados quanto a capacidade de formacéo de

biofilme.
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Leitura das DOeoonm Classificagdo da Formagéo de

Biofilme
DOwa = 2*DOcni Fraca
2*DOcni < DOwma < 4*DOcni Moderada
DOwma > 4*DOcni Forte

Fonte: Zayed e colaboradores (2021). Legenda: DOwma = densidade 6ptica dos micro-
organismos aderidos; DOcni =densidade Optica do caldo ndo inoculado.

Figura 3. Preparacado e processamento da microplaca para o ensaio da determinacao da
biomassa total dos biofilmes de Candida sp. e Streptococcus mutans.
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Fonte: os autores

Quantificacéo das leveduras viaveis aderidas ao biofilme

Na primeira etapa, os isolados foram repicados conforme descrito
anteriormente para a identificacdo fenotipica, mas em &agar CPS elite
(bioMérieux®, Rio de Janeiro) a 37 °C durante 72 h. Apds a incubacgédo, 3 a5
colonias crescidas foram dissolvidas em 5000 pL de SFE e a densidade do
in6culo foi ajustada com a escala 0,5 de McFarland. Em seguida, 100 uL dos

in6culos foram transferidos para dois microtubos com 900 pL de BHIS cada.
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O primeiro microtubo foi incubado a 35,5 °C por 48 h para quantificacédo
das células aderidas ao biofilme e o segundo microtubo foi processado para
quantificacdo das células planctdnicas no inéculo inicial em até 20 minutos

apos a inoculagdo em BHIS (Figura 4).

Figura 4. Processamento para a quantificacdo das leveduras associadas ao biofilme
maduro de 48h (1) e das leveduras plancténicas no indculo inicial (2)

@ = Estufaa @
35,5°C/48 h = (1) PARAO
! BIOFILME
100 pL do
j \I‘I(')!ulcl (1) 900 pL de
ajustado BHIS 1000pL de BHIS +
Escala de 0,5 indculo ajustado
de McFarland :
J l li Apés 20 @ — (2) PARAO
i INOCULO
Candida sp. em 3 a5 colonias em 5000pL SFE + minutos | [NOCULO.
ASDC 5000pL SFE in6culos Bty

ajustados

(2)900 L de 1000pL de BHIS +
BHIS inéculo ajustado

Fonte: os autores

Nos ensaios de formacdo de biofilme, os microtubos foram
processados com a remocao asséptica dos caldos crescidos apos as 48 h de
incubacédo, lavagem por 3 vezes em SFE e desprendimento das células
aderidas com sonicagdo por 5 minutos e homogeneizagdo em vortex
(Biomixer, ALFAMARE Instrumentos Cientificos e Médicos LTDA, Brasil) por
30 segundos, diluicdo e plagueamento para contagem do numero de

leveduras associadas ao biofilme maduro (Figura 5).

Figura 5. Quantificacao das leveduras viaveis associadas ao biofilme maduro de 48h.
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Fonte: os autores

O indculo inicial foi quantificado com a diluicdo e plagueamento das

células planctbnicas em suspensdo em BHIS em até 20 minutos da
preparacao inicial dos microtubos (Figura 6).

Figura 6. Quantificacdo de leveduras plancténicas viaveis no indculo inicial.
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Fonte: os autores
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Quantificacdo dos Streptococcus mutans viaveis associados ao biofilme

em escovas dentais

Para este ensaio foram selecionados 9 Streptococcus mutans, 0s
isolados Sm1, Sm4, Sm5, Sm6, Sm7, Sm10, Sm1l e Sm12 e o S. mutans
ATCC 700610. Foram feitos repiques das aliquotas congeladas em agar CPS
elite (bioMérieux®, Rio de Janeiro) para a confirmacgédo da pureza e em tubos
de ensaio com 4,5 mL de caldo BHIS que foram incubados em microaerofilia
a 37°C por 72 h.

Apds o crescimento, os caldos foram homogeneizados em vortex
(Biomixer, ALFAMARE Instrumentos Cientificos e Médicos LTDA, Brasil) por
30 seg e 1,5 mL foi transferido para tubo Falcon com 13,5 mL de BHIS com
uma escova estéril. Apos a transferéncia, os tubos foram homogeneizados por
30 seg e incubados a 37 °C por 48 h para o crescimento do biofilme aderido

Nna escova.

Apés a incubacdo, a escova foi removida do caldo e lavada por 2 vezes
em 15 mL de SFE para remocao das bactérias nao aderidas ao biofilme. Em
seguida a escova foi transferida para um terceiro tubo Falcon com 15 mL de
SFE que foi submetido a sonicacdo em banho ultrassénico (ECOSONICS,
MODELO Q3.8/40A) durante 5 minutos a temperatura ambiente seguido de
agitacado em vortex (Biomixer, ALFAMARE Instrumentos Cientificos e Médicos
LTDA, Brasil) por 30 seg para o desprendimento dos S. mutans associados
ao biofilme. A escova foi descartada e a SFE remanescente foi diluida e
plaqueada para contagem do numero de células viadveis associadas ao
biofilme maduro (Figura 7).

Figura 7. Quantificacdo dos S. mutans vidveis associados ao biofime em escovas dentais.
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Fonte: os autores

4.2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificadas seis leveduras do género Candida, sendo 2
Candida albicans, 4 Candida krusei, além da cepa-padrdo Candida albicans
ATCC 10231. Também foram isoladas, 12 amostras sugestivas de
estreptococos do grupo mutans, das quais 8 permaneceram no estudo, sendo

identificadas como Streptococcus mutans.

As leveduras apresentaram coldnias grandes, esféricas,
esbranquicadas a amareladas, opacas, com centro levemente mais
escurecido que as bordas e cheiro caracteristico de pao (fermentacéo). Por
meio da coloracdo de Gram, os isolados de Candida sp. apresentaram
aspectos morfologicos sugestivos de leveduras. Os resultados obtidos na
leitura visual das placas com o meio CROMONEW Candida demonstraram
gue os isolados Ck7, Ck8, Ckll e Ckl12 foram identificados como Candida
krusei, devido a coloracdo roxa com borda esbranquicada. As demais
leveduras Ca2, Ca4 e CaATCC 10231 foram identificadas como Candida
albicans, tendo em vista a coloragdo verde (Tabela 2).

A utilizacdo de meio cromogénico apresenta algumas vantagens como

resultados rapidos, facil identificagdo e custo beneficio, pois em uma mesma
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placa é possivel identificar mais de uma espécie de Candida sp. Devido a

presenca de substratos cromogénicos que liberam croméforos especificos no

meio de cultura, de acordo com as reagfes enzimaticas do micro-organismo

especifico é possivel fazer a identificacdo por meio da leitura visual das

colénias que apresentam diferentes coloracoes,

(CROMONEW CANDIDA, NEWPROV 2022).

Tabela 2. Identificacéo fenotipica das leveduras do género Candida

conforme a espécie

Cod ID

Agar Cromonew Candida

Morfologia Macroscopica

Imagens

Morfologia
microscoépica

Ca2

Ca4d

Ck7

Ck8

Colbnias verdes grandes,
brilhosas e de superficie lisa

Colbnias verdes grandes,
brilhosas e de superficie lisa

Colbnias roxas, com borda
esbranquicada, brilhosas, de
superficie lisa e grandes

Colodnias roxas, com borda
esbranquicada brilhosas, de
superficie lisa e grandes

Levedura

Levedura

Levedura

Levedura

Levedura

Resultados
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Colbnias roxas, com borda

Ck11 esbranquicada brilhosas, de Levedura
superficie lisa e grandes
Colbnias roxas, com borda
Ckl12  esbranquicada, brilhosas, de Levedura
superficie lisa e grandes
CaATCC Colbnias verdes brilhosas, Levedura

de superficie lisa e grandes

Fonte: Dados da pesquisa Legendas: Cod. ID.: cédigo de identificacéo; Ca: Candida
albicans; Ck: Candida krusei; Ca ATCC: Candida padrédo pela American Type Culture
Collection

As espécies das bactérias do género Streptococcus foram identificadas
em meio diferencial agar mitis salivarius acrescido de bacitracina e sacarose
(AMS-BS). Os aspectos morfolégicos das colbnias permitiram a identificagdo
e o0 isolamento de Streptococcus mitis (Streptococcus viridans) e
Streptococcus salivarius (estreptococos ndo hemoliticos), conforme as

instrugcdes do fabricante evidenciadas anteriormente (Tabela 3).

Portanto, foram isoladas 12 amostras sugestivas de Streptococcus, das
quais 8 permaneceram no estudo, sendo identificadas pela espécie como S.

mutans conforme Tabela 3 de descri¢édo fenotipica.

Tabela 3. Identificacé@o fenotipica de bactérias do género Streptococcus
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Cod ID

Agar Mitis Salivarius Bacitracina Sacarose

Morfologia Macroscépica

Imagem

Morfologia
microscépica

Sml

Colobnias isoladas pequenas,
aspecto brilhante, com
centro elevado azul escuro e
bordas irregulares

Cocos Gram +, de
cadeias curtas e
médias

Sm4

Colbnias isoladas pequenas,
aspecto brilhante, com
centro elevado azul escuro e
bordas irregulares

Cocos Gram +, de
cadeias curtas e
médias

Smb5

Colbnias isoladas pequenas,
aspecto brilhante, com o
centro elevado azul escuro e
bordas irregulares

Cocos Gram +, de
cadeias curtas e
médias

Sm6

Colobnias isoladas pequenas,
aspecto brilhante, com o
centro elevado azul escuro e
bordas irregulares

Cocos Gram +, de
cadeias curtas e
médias

Sm7

Colbnias isoladas pequenas,
aspecto brilhante, com o
centro elevado azul escuro e
bordas irregulares

Cocos Gram +, de
cadeias curtas e
médias
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Colbnias isoladas pequenas,
aspecto brilhante, com o
centro elevado azul escuro e
bordas irregulares

Sm10

Cocos Gram +, de
cadeias curtas e
médias.

Colobnias isoladas grandes,
com aspecto encapsulado
Smll transparente brilhante, com o
centro elevado azul escuro e
bordas irregulares

Cocos Gram +, de
cadeias curtas e
médias

Colbnias isoladas grandes,
com aspecto encapsulado
Sml12 transparente brilhante, com o
centro elevado azul escuro e
bordas irregulares

Cocos Gram +, de
cadeias curtas e
médias

Colobnias isoladas grandes,
com aspecto encapsulado
transparente brilhante, com o
centro elevado azul escuro e
bordas irregulares

SmATCC
700610

Cocos Gram +, de
cadeias curtas e
médias

Fonte: Dados da pesquisa Legendas: Cod. ID.: cédigo de identificagdo; Sm: Streptococcus

mutans; +: positivo.

Os Streptococcus mutans cresceram em AMS-BS com colonias

isoladas de aspecto brilhante, com o centro elevado e arredondado, de borda

irregular, de cor azul escuro, ao toque é incrustada e quebradica. Ao

microscoépio foram identificados pela coloracdo Gram, cocos Gram-positivos,

com células roxas de cadeias curtas ou médias.
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Sao catalase negativos, indicando que nao produz bolhas de oxigénio
guando exposto ao peroxido de hidrogénio, fato que contribui na diferenciacéo
de outros tipos de Streptococcus como o S. gordonii e 0 S. sanguinis, bem
como para Staphylococcus, que sao catalase-positivos. (KOVACS,
FAUSTOFERRI & QUIVEY, 2017).

Em meio agar sangue de carneiro produziram hemodlise tipo alfa,
indicando Streptococcus viridans. O teste de B-glucuronidase usando meio
cromogénico Strep-B é efetivo para Streptococcus agalactiae. Seu uso para
S. mutans resultou no crescimento de colonias isoladas azuis, sugerindo a
presenca da enzima. A producao de B-glucuronidase por essa bactéria, pode
estar envolvida na hidrélise de certos compostos organicos, contribuindo para

processos metabdlicos e possivelmente afetando o ambiente bucal.

O Streptococcus mutans pela acdo da enzima glicosiltransferase
sintetiza polimeros de a-glucana intracelular e extracelular, soltvel e insolavel
(glucano) utilizando a sacarose como fonte de carbono. A maioria das cepas
de S. mutans fermentam manitol e sorbitol, para produzir &cido (ZHOU & LI,
2020). Os resultados positivos obtidos, mostraram que através da turvagao

do caldo tioglicolato de sddio, os S. mutans fermentaram manitol e sorbitol.

O teste PYR é um ensaio padrdo para a identificacdo presuntiva de
estreptococos B hemoliticos do grupo A e enterococos, sendo para estes teste
positivo. O substrato utilizado para o teste PYR €& a L-naftilamida-B-
naftilamida. Este composto é hidrolisado por uma enzima aminopeptidase
bacteriana especifica. Hidrélise do substrato por esta enzima libera B-
naftlamida livre, que €& detectada pela adicio de N, N
dimetilaminocinamaldeido. Este reagente de deteccao acopla-se a naftilamida
para formar uma base de Schiff vermelha, sinalizando o teste-positivo

(KONEMAN et al., 2017).

Caso isso ndo ocorra, a coloracdo resultante € amarela e o teste é
negativo, indicando Streptococcus alfa hemoliticos, como os resultados

obtidos neste estudo. Os resultados de todos os testes realizados para o
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isolamento, identificacdo e caracterizacdo de S. mutans estdo sintetizados na

tabela 4 a seguir.

Tabela 4. Testes de identificagéo fenotipica de S. mutans

Streptococcus mutans

Testes Sml1 Sm4 Sm5 Sm6 Sm7 Sml0 Smll Sml2
Catalase - - - R - . - -
Hemolise a a a a a a a a

B-glucuronidase + + + + + + + +

+
+
+
+
+
+
+
+

Manitol / Sorbitol
Teste PYR - - - - - - - -

Fonte: Dados da pesquisa Legendas: Sm: Streptococcus mutans; -: negativo; +: positivo;
a: alfa.

Na avaliacdo da capacidade de formacao do biofilme, as cepas foram
quantificadas com o método de cristal violeta conforme citado anteriormente
e todas as leveduras foram capazes de formar biofilme nas condicdes

testadas.

As leveduras foram classificadas quanto ao perfil de formacdo de
biofilme em 4 (57,15%) formadoras fortes - Ca4, Ck7, Ck8, Ckl1; 2 (28,57%)
formadoras moderadas - Ca2 e Ck12 e 1 (14,28%) formadora fraca - CaATCC
(Tabela 5).

Os isolados Ck7, Ckl11l, Ca4 e Ck8 obtiveram as maiores DOesoonm de
2,811+0,361, 2,005+0,688, 1,422+0,492 e 1,044+0,175, respectivamente. Por
outro lado, CaATCC (0,232+0,082), Ck12 (0,433+0,104) e Ca2 (0,626+0,179)

foram as leveduras com menor biomassa associada ao biofiime.

Nos ensaios de contagem das leveduras associadas aos biofilmes foi
observado que o numero de leveduras presentes nos inoculos iniciais foi, em
média, de 6,11E+05 ufc mL1. Apds a incubacdo dos biofilmes por 48 h e o
processamento das amostras para a determinacédo das leveduras associadas
aos biofilmes, os isolados Ck8 (2,48E+06), Ck7 (2,39E+06), Ck11 (9,37E+05),
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Ca2 (4,70E+05) e Ck12 (3,95E+05) apresentaram as maiores contagens, e
Ca4 (8,90E+04) e CaATCC (2,43E+04), as menores.

Tabela 5. Formacao de biofilme de Candida sp.

DOeoonm
Contagens (ufc mL™?)
Candida
S Média + DP Classificacdo Média +DP
+
Ca2 0,626 +0,179 Moderada 4,70E+05 + 5,66E+04
Ca4 1,422 +0,492 Forte 8,90E+04 * 6,36E+04
Ck7 2,811 +0,361 Raile 2,39E+06 + 1,79E+06
Cks 1,044 £0,175 ROTIE 2,48E+06 + 4,66E+06
Cki11 2,005 +0,688 RIS 0,37E+05 + 1.34E+06
Ck12 0,433 +0,104 Moderada 3,05E+05 + 2,00E+05
CaATCC 0,232 +0,082 Rldcd 2,43E+04 + 1,55E+03
CNI 0,075 + 0,007 : -

Fonte: Dados da pesquisa Legendas: DOsoonm: Densidade dptica de 600 nm; DP: desvio
padrédo; Ca: Candida albicans; Ck: Candida krusei; ATCC: American Type Culture
Collection; CNI: Controle n&o inoculado.

A correlacao entre a biomassa total e a contagem do numero de células
viaveis associadas ao biofilme de Candida sp. foi positiva para a maioria dos
isolados. Entretanto, para os isolados Ca4, Ckll e CaATCC foi observada
uma menor contagem de leveduras sem que fosse observado o0 mesmo grau
de diminuicdo da biomassa total, conforme figura 8. A escova dental sofre
deposicao e proliferagdo de micro-organismos em suas cerdas durante seu

uso.

Figura 8. DOsoonm biomassa total de biofilme de C.albicans e C. krusei
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Fonte: Dados da pesquisa Legendas: Ca: Candida albicans; Ck: Candida krusei; ATCC:
American Type Culture Collection; CNI: Controle ndo inoculado.

Na cavidade oral, pode ocorrer uma coadesdo entre C. albicans e
bactérias orais, sendo crucial para a colonizacao e persisténcia de C. albicans.
Nesse sentido, a um interesse, em se concentrar no papel da coagregacao de
C. albicans com S. mutans durante a adeséao as superficies dentarias, pois, a
uma hipoétese da associacao entre S. mutans e C. albicans que € baseada em
seus mecanismos de viruléncia e caracteristicas bioguimicas, assim como em
fatores do hospedeiro que fornecem um ambiente bucal que favorece a agao
dos micro-organismos em questdo (METWALLI et al., 2013).

Os isolados de S. mutans foram selecionados quanto a sua producao
de biofilme pelo método de placa de microtitulagdo, que fornece uma medicéo

precisa da formacao de biofilme por micro-organismos (ZAYED et al., 2021).

A avaliacdo do perfil de formacgéao forte de S. mutans testados, sugere
0 quao aderente esse micro-organismo é em superficies sélidas como o dente
ou as cerdas das escovas. Todos os S. mutans na cavidade oral formam
biofilmes que aderem as superficies dos dentes (MELOK et al., 2018). A
escova dental sofre deposicao e proliferagcdo de micro-organismos em suas
cerdas durante seu uso. Foi demonstrado a correlagdo entre a carga
microbiana nas escovas de dente e o estado dentario do paciente (ROCHA,

2022). Fato este que corrobora com os resultados obtidos, confirmando que
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todos os Streptococcus mutans foram formadores fortes de biofilme (Tabela
6).

Os maiores formadores de biofilme foram Sm1 e Sm12 com DOsoonm
de 3,290+0,414 e 3,234+0,432, respectivamente. Os S. mutans Smll
(2,734+0,445) e Sm5 (2,993+0,367) foram as bactérias com as menores
leituras, apesar da diferenca nao ser significativa a ponto de mudar o status

de formadores fortes.

Nos ensaios de contagem das bactérias associadas aos biofilmes,
foram observadas turvacdes caracteristicas de crescimento microbiano nos
tubos com BHIS e escovas apés a incubacdo. Apds o processamento das
escovas, os isolados Sm10 (8,47E+07), Sm7 (7,23E+07) e Sm6 (7,18E+07)
apresentaram os maiores valores de contagem de bactérias. As menores
contagens bacterianas foram observadas para Smll (1,45E+07), Sm12
(2,03E+07) e Sm1 (2,54E+07).

Tabela 6. Formacao de biofilme de Streptococcus mutans.

DOeoonm
Contagens (ufc mL™?)
S. mutans Média =+ DP Classificacao Média =+ DP

Sml 3,290 +0,414 Forte 2,54E+07 + 6,60E+06
Sm4 3,156 £0,310 Forte 6,43E+07 + 1,73E+07
Sm5 2,993 +0,367 Forte 5,46E+07 + 5,22E+07
Sm6 3,085 +0,413 Forte 7,18E+07 + 5,85E+07
Sm7 3,094 +0,384 Forte 7,23E+07 + 2,17E+07
Sm10 3,106 + 0,380 Forte 8,47E+07 + 4,68E+07
Smll 2,734 £0,445 Forte 1,45E+07 = 1,07E+07
Sml2 3,234 +0,432 Forte 2,03E+07 + 7,02E+06
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SMATCC 1,721 +£0,125 Forte 5,25E+06 + 2,05E+06

CNI 0,112 +0,007 - o G

Fonte: os autores

Legendas: DOgoonm: Densidade optica de 600 nm; DP: Desvio padrdo; Sm: Streptococcus

mutans; CNI: Controle nao inoculado

A correlagcdo entre a biomassa total dos biofilmes e a contagem do

numero de células viaveis aderidas de S. mutans em escovas dentais, esta

apresentada na Figura 9. A comparacdo entre os resultados de ambas

técnicas demonstrou correlacdo entre elas para a maioria dos isolados.

Entretanto, para os isolados Sml, Sm1l e Sm12 foi observada uma menor

contagem de bactérias sem que fosse observado o mesmo grau de diminui¢ao

da biomassa total.

Figura 9. Correlagdo entre biomassa total dos biofilmes e contagem de células associadas

3,500
3,000
2,500
2,000
1,500
1,000
0,500
0,000

para S. mutans

O
& S

® Biomassa total (DO620nm)
= Contagem de células viaveis associadas ao biofilme (ufc mL-1)

Fonte: os autores

9,00E+07
8,00E+07
7,00E+07
6,00E+07
5,00E+07
4,00E+07
3,00E+07
2,00E+07
1,00E+07
0,00E+00

Legendas: DOe20nm: Densidade optica de 620 nm; Sm: Streptococcus mutans; ATCC

American Type Culture Collection

72

Resultados



As escovas dentais mantém micro-organismos viaveis em suas cerdas,
como predominio de cocos Gram-positivos que podem causar
periodontopatias aos seus usuarios (PINTO, PAIVA e PIMENTA, 1997). A
observacédo do crescimento de colbnias isoladas de S. mutans nas cerdas de
escovas confirmou que devemos adotar cuidados relacionados ao

armazenamento e higiene das escovas dentais.

A escovacao dentaria é importante na promog¢ao da manutencéo saude
bucal. A diversidade metabdlica e a capacidade de adaptacdo a stresses
ambientais sdo caracteristicas fundamentais dos micro-organismos da boca.
As bactérias orais existem como células plancténicas (de vida livre), ou como
células sésseis (como biofilmes). As células planctbnicas sao importantes
para a rapida proliferacdo e propagacado dos micro-organismos para novos
territdrios, enquanto que as células sésseis caracterizam a cronicidade
(TRENTIN et al., 2013).

A biomassa total € a quantidade de matéria organica presente no
biofilme formado por bactérias, é revelada pela reacédo que envolve o cristal
violeta e o exopolissacarideo desse biofilme. Os biofilmes sdo compostos por
uma populacdo de células microbianas que estdo aderidas entre si e a
superficie solida. Essas células microbianas estdo embutidas em uma matriz
extracelular viscosa, composta por substancias extracelulares como

exopolissacarideos, proteinas e lipidios (DAVE et al., 2016).

Um dos papeis fisiolégicos caracteristicos do exopolissacarideo é a
formacao de biofilme sobre o substrato sélido. Exopolissacarideos exibem um
comportamento semelhante a cola; portanto, esses polissacarideos integram
a maior parte do processo de formacéao do biofilme no substrato sélido (RANA,
UPADHYAY, 2020).

A adesdo bacteriana em superficies abidticas inanimadas, como
plasticos e metais, € o primeiro estagio na formacéao reversivel de biofilmes,
sendo mediada por interacdes fisico-quimicas néo especificas com receptores
superficiais bacterianos (DUNNE, 2002). Interacfes fisicas diretas entre
células individuais medeiam arranjos arquitetdnicos do biofilme e fornecem
proximidade espacial para comunicagdo quimica e cooperacdo metabdlica
(DIAZ, VALM, 2020).
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Bactérias em biofilmes constituem populacbes heterogéneas com
variada taxa de crescimento. A heterogeneidade dos biofilmes depende de
parametros fisicos e quimicos, como as condigdes ambientais as quais estdo
expostos e a atividade metabdlica das bactérias dentro dos biofilmes
(STEUART, FRANKLIN, 2008).

4.2.4. CONSIDERACOES FINAIS

A identificacdo das leveduras com o meio cromogénico Cromonew
Candida, evidenciou que os isolados sdo Candida albicans e Candida krusei.
Enquanto para a identificacdo de bactérias em meio agar mitis salivarius
(AMS-BS) foi confirmado isolados de Streptococcus mutans, fato provado
pelos testes de coloracdo Gram, catalase, hemolise, beta-glicuronidase,

fermentacao de manitol e sorbitol e teste PYR.

A identificacdo das diferentes espécies de estreptococos do grupo
mutans, presentes em amostras de saliva ou de biofilme, inicialmente é
baseada no reconhecimento das diferencas morfolégicas das colonias que se
desenvolveram no meio de cultura seletivo (SARAVIA, 2010). Identificar e
isolar os micro-organismos permite a compreensao morfologica, fato que é

importante para o tratamento correto de infec¢des.

Tanto os isolados de Candida sp. quanto os de S. mutans foram
capazes de formar biofilme nos ensaios de biomassa total e na quantificacédo

dos micro-organismos viaveis aderidos nos microtubos e nas escovas dentais.

Os resultados da quantificacdo da biomassa total através do método
cristal violeta se correlacionaram com os das contagens de bactérias viaveis
aderidas as escovas para a maioria dos isolados. Deste modo, concluimos
que o perfil de formacao de biofilme dos Streptococcus mutans em escovas
dentais reforca a necessidade de estudos complementares para o

desenvolvimento dessa estrutura.
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4.3. Artigo 3

ATIVIDADE ANTIBIOFILME DE NANOPARTICULAS DE PRATA CONTRA
Candida sp. ISOLADAS DA CAVIDADE BUCAL

Maria José Barbaresco, Jodo Salviano Simdes Chagas da Silva, Francisco
Nunes de Souza Neto, Luciana Rebelo Guilherme, Plinio L4zaro Faleiro
Naves

Resumo

O biofilme de Candida sp. é de dificil controle devido a fraca penetracao e
inespecificidade dos antifiingicos contra 0s micro-organismos associados a
esta estrutura. Diferentes nanoparticulas séo investigadas devido ao potencial
antimicrobiano e nesse contexto, o presente estudo avalia a atividade
antibiofilme de nanoparticulas de prata contra Candida isoladas da cavidade
bucal. As nanoparticulas de prata foram sintetizadas com duas sinteses
etandlicas distintas e caracterizadas por UV-vis, AAS potencial zeta, DLS,
MET/SAED. Posteriormente, foram avaliadas contra a formacéo de biofilme
pelas leveduras com a determinacdo da Concentragcdo Minima Inibitéria
(CMI), Concentracdo Minima Fungicida (CMF) e da Concentragcdo Minima
Inibitéria da Formacao de Biofilme (CMIBso). Foram obtidas nanoparticulas
esféricas, com tamanho homogéneo, préximo a monodispersdo e com
estabilidade coloidal devido a capa de PVP. A nanoparticula AgNP(1)
apresentou a concentracédo de prata de 3870 pg mL* e maior didametro que a
AgNP(2) que apresentou 3950 pg mL* de ions prata. Ambas nanoparticulas
foram ativas contra as leveduras e apresentaram atividade antibiofilme. Todas
as leveduras formaram biofilme e AgNP(1) inibiu a formacé&o de biofilme com
concentracées entre 7,55 e 60,46 ug mL* e AgNP(2) entre 7,71 e 30,80 ug
mL1. A nanoparticula AgNP(2), sintetizada em meio reacional com hidréxido
de amonio, foi a mais efetiva e inibiu a formacéo de biofilme de todas as
leveduras com concentragfes subinibitorias. As nanoparticulas de prata foram
ativas contra a formacdo de biofilme de C. albicans e C. krusei e podem
representar alternativas inovadoras e complementares ao arsenal antifiingico
disponivel.

Palavras-chave: biofilme; leveduras; AgNP; Candida krusei; Candida
albicans; antifungico.
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Abstract

Candida sp. biofilms are difficult to control due to poor penetration and the lack
of specificity of antifungal drugs against the associated microorganisms.
Different nanoparticles have been investigated for their antimicrobial potential
and in this context, the present study evaluates the antibiofilm activity of silver
nanoparticles against Candida isolated from the human oral cavity. The silver
nanoparticles were synthesized using two different ethanolic syntheses and
characterized by UV-vis, AAS zeta potential, DLS, MET/SAED. Subsequently,
they were evaluated against biofilm formation by yeasts by determining the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Minimum Fungicidal Concentration
(MFC) and Minimum Biofilm Formation Inhibitory Concentration (MBICso).
Spherical nanoparticles were obtained, with a homogeneous size, close to
monodispersion and with colloidal stability due to the PVP coating. The
AgNP(1) nanoparticle had a silver concentration of 3870 pg mL* and was
larger in diameter than AgNP(2), which had 3950 pug mL* of silver. Both
nanoparticles were active against yeasts and showed antibiofilm activity. All
the yeasts formed biofiims and AgNP(1) inhibited biofilm formation at
concentrations between 7.55 and 60.46 ug mL* and AgNP(2) between 7.71
and 30.80 pg mLt. The AgNP(2) nanoparticle, which was synthesized in an
ammonium hydroxide reaction medium, was the most effective and inhibited
the biofilm formation of all the yeasts at subinhibitory concentrations. Silver
nanoparticles were active against the biofilm formation of C. albicans and C.
krusei and can represent innovative and complementary alternatives to the
available antifungal arsenal.

Keywords: biofilm; yeast; AgNP; Candida krusei; Candida albicans,
antifungal.
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4.3.1 INTRODUCAO

Apesar das leveduras do género Candida coexistirem na microbiota
humana normal das mucosas e da pele, sédo agentes etiologicos de infecgbes
da cavidade oral, trato gastrointestinal, respiratorio e urogenital. Isso decorre
devido ao fato de que, sob certas condi¢cdes, aumentam a afinidade as
mucosas do que a pele e comportam-se como patogénicas (MARAK E
BIRANTHABAIL, 2018; SAHAL E BILKAY, 2018).

Desta forma, as infec¢gBes causadas por Candida sp. estdo associadas
a fatores como a diminuicdo da imunidade, disturbios enddcrinos, lesdes de
tecidos moles, ma higiene bucal, terapia prolongada com antibiéticos,
hormonios e outros. A variedade de manifestagdes clinicas da candidiase oral
reflete a diversidade das inimeras condi¢des pré-determinantes (MOREIRA
et al., 2001).

A candidiase orofaringea € a infeccdo oral mais prevalente em
pacientes imunocomprometidos, associada principalmente a Candida
albicans, contudo h& evidéncias apontam para um papel significativo das
bactérias da mucosa na transi¢ao de C. albicans de comensal para patogénica
(BERTOLINI et al., 2021).

Além disso, a candidiase oral foi descrita como processos infecciosos
mistos fangico-bacterianos, nos quais interacbes especificas com certas
bactérias podem promover a transicao fungica de comensal para patogénico
(XU et al., 2014). Candida albicans foi detectada em lesdes envolvendo a raiz
do dente - céarie radicular. A colonizacdo por C. albicans aumentou a
cariogenicidade do biofilme na cavidade oral, alterando a ecologia microbiana,
levando a um biofilme polimicrobiano com maior acidogenicidade e
aumentando a desmineralizacdo dentéria e a gravidade da carie (QIAN et al.,
2021).

A capacidade de formar biofilmes é um relevante fator na viruléncia de
algumas espécies de Candida, pois aumenta a resisténcia aos tratamentos

antifingicos, limitando a penetragdo de substancias através da matriz e
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protegendo as células das respostas imunes do hospedeiro (MALINOVSKA,
CONKOVA e VACZI, 2023).

Antifangicos eficazes contra C. albicans na forma planctdnica, podem
nao ser eficazes contra C. albicans associadas a biofilmes ainda que
concentracfes mais elevadas podem aumentar a eficacia contra biofilmes,
podem causar efeitos colaterais graves ao hospedeiro, como danos renais ou
hepéticos (LOHSE et al., 2018).

Nanoparticulas de prata tém recebido atencdo como materiais
antibiofilme devido a suas potentes atividades antibacterianas (GEISSEL et
al., 2022). O mecanismo de interacdo das nanoparticulas de prata com
biofilmes bacterianos, € um determinante significativo da patogenicidade.
Vérios estudos tém demonstrado que as nanoparticulas de prata causam
estresse oxidativo, disfuncao proteica, ruptura de membrana e danos ao DNA,
levando a morte microbiana, também podem alterar a adeséo de células para

impedir a formagé&o de biofiime (MORE et al., 2023).

As nanoparticulas de prata possuem atividade contra leveduras
resistentes aos antifingicos disponiveis (YIN et al., 2020). A adicdo de
nanomateriais com atividade antimicrobiana as superficies dentais para inibir
a formacdo de biofimes € outra interessante linha de investigacao
(DORGHAM et al., 2022).

Nesse contexto, o presente trabalho objetivou avaliar a atividade
antibiofilme de nanoparticulas de prata contra leveduras do género Candida

isoladas da cavidade bucal.

4.3.2 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo experimental de carater quantitativo no qual
foram avaliadas sete leveduras identificadas como 4 Candida krusei e 2
Candida albicans isoladas da cavidade bucal de voluntarios (Comité de Etica
em Pesquisa da UEG - parecer n°3.604.978) e a cepa padrao Candida
albicans ATCC 10231 pertencentes a colecdo de micro-organismos do
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Laboratério de Bioensaios do Centro de Pesquisa e Pds-Graduacao (LabBio-
CPPG) da Universidade Estadual de Goias.

4.3.2.1 Sintese e caracterizagdo das nanoparticulas

As dispersdes coloidais de prata foram sintetizadas por meio da
reducdo alcoolica de prata e caracterizadas de acordo com a metodologia
descrita por LEE e OH, 2015. Brevemente, a uma solucao alcodlica de nitrato
de prata (AgNOs3) foi adicionada uma solucao alcoolica de polivinilpirrolidona
(PVP) como agente estabilizante, apdés 4h de aquecimento obteve-se o
coloide AgNP(1). O coloide AgNP(2) foi preparado nas mesmas condicoes,
diferindo apenas pela adi¢cdo de 0,3 mL de hidréxido de amdnio apos 4h de

sintese.

A caracterizacdo das dispersGes coloidais foi realizada com a
confirmacdo das propriedades Opticas das nanoparticulas de prata em
espectrofotdmetro ultravioleta/visivel 5100 (Metash, Shanghai, China), com a
determinacdo da concentragcdo dos ions prata por meio de absorcéo atbmica
com espectrofotdbmetro AAnalyst 400 (Perkin Elmer, Shelton, Connecticut,
USA). A verificacdo da carga elétrica e estabilidade coloidal, a determinacéo
da distribuicdo do tamanho das amostras e a avaliagdo do diametro
hidrodinamico dos &tomos de prata de dentro dos agregados foram realizadas
por andlise do potencial zeta, espalhamento dinamico de luz (DLS) e indice
de dispersdo (IDv) no equipamento Zetasizer pro Blue unit (Malvern
panalytical, Malvern, Reino Unido). As caracteristicas morfolégicas foram
examinadas por microscopia eletrénica de transmissdo com um microscépio
eletrbnico de transmissao (MET) equipado com EDS, Thermo scientific,
operando em 200 Kv (JEM-2100, Jeol, Tokyo, Japan).

Os resultados foram organizados no aplicativo Google Sheets (Google,
Mountain View, Califérnia, EUA) e permitiram a construcdo de graficos e
analises estatisticas no OriginPro 8.5 (Originlab, Northampton, EUA). As
imagens obtidas na MET foram analisadas com ImageJ do (National Institutes
for Health, Bethesda, EUA).
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4.3.2.2 Ensaio de formacéao de biofilme

A formagéo de biofilme foi avaliada com a detec¢éo da biomassa total
pelo método do cristal violeta descrito por Zayed et al. (2021), com algumas
modificacbes e com a contagem do numero de leveduras associadas ao
biofilme. Os indculos leveduriformes foram obtidos com a suspensdo de
colénias crescidas em solucao fisioldgica estéril (SFE) e ajuste da turbidez
com a escala 0,5 de McFarland. Posteriormente, foram transferidos 500 pL
dos in6culos para tubos contendo 4500 pL de caldo infusdo de cérebro e
coracao bovino adicionado de 2 % de sacarose (BHIS), em seguida 200 pL
dos in6culos foram transferidos assepticamente para microplacas de
poliestireno de 96 pocos com fundo plano (Cralplast, Cral, Cotia, Sdo Paulo,

Brasil) que foram incubadas a 35,5 °C por 48 h.

Apos a incubacéo, as microplacas foram processadas com a remocao
do caldo com crescimento total, lavagem dos pocos, fixagcéo dos biofilmes com
etanol 96° e coloracdo com cristal violeta a 0,1 %. Depois as densidades
opticas (DOs20nm) dos biofilmes aderidos foram lidas em espectrofotdmetro de
microplacas (Multiskan FC, Thermo Scientific, USA). O valor médio das
DOes20nm oObtidas nos pocos controle ndo inoculados foi utilizado como
referéncia para a classificacdo da formacéo de biofilme em forte, moderada,
fraca ou ndo formadora. Todas as leveduras foram testadas em triplicatas
independentes totalizando 24 pocos e os resultados obtidos foram

organizados como médias e desvios padrao.

A quantificacdo das leveduras viaveis associadas aos biofilmes foi
determinada com incubacdo de 100 pL dos inoculos das leveduras em
microtubos Eppendorf com 900 pL de caldo BHIS a 35,5 °C por 48 h. Em
seguida, os microtubos foram processados com a remogdo asséptica dos
caldos crescidos apos as 48 h de incubacéo, lavagem por 3 vezes em SFE e
desprendimento das células aderidas com sonicacdo por 5 minutos e
homogeneizacdo em vortex (Biomixer, ALFAMARE Instrumentos Cientificos

e Médicos LTDA, Brasil) por 30 segundos, diluicdo e plaqueamento para
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contagem do numero de leveduras associadas ao biofilme maduro. Todas as
leveduras foram testadas em triplicatas independentes e os resultados obtidos

foram organizados como médias e desvios padréo.

4.3.2.3 Atividade antimicrobiana das nanoparticulas

As leveduras foram submetidas ao teste de microdiluicdo em caldo
para a determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) e da
concentracdo minima fungicida (CMF) das nanoparticulas com adaptacao do
método preconizado pelo Clinical and Laboratory Standard Institute para
testes de susceptibilidade antimicrobiana (WAYNE, 2018). As nanoparticulas
de prata foram diluidas em microplacas de fundo redondo (Olen, China) nas
concentragdes de 1548 a 12,10 ug mL* para AgNP(1) e de 1580 a 12,34 ug
mL-1 para AgNP(2).

As suspensdes das leveduras foram preparadas com a dissolucéo de
colbnias isoladas tipicas em SFE e a densidade dos inéculos foi ajustada com
a escala 0,5 de McFarland. Apés o ajuste, foi realizada a diluicdo de 1:10 em
caldo BHIS e em seguida, 20 pL dos indculos foram transferidos para os pocos

das microplacas.

A CMI foi determinada por meio da leitura visual da menor
concentracdo do extrato capaz de inibir o crescimento leveduriforme apés
incubacéo a 35,5 °C por 48 h. A CMF foi definida como a menor concentracao
dos extratos capaz de inibir a recuperacdo de leveduras viaveis apds a
transferéncia de 100 yL do caldo BHIS dos poc¢os sem turvacdo detectavel
para placas com agar CPS (Biomérieux, Brasil) apos a incubacéo das a 35,5
°C por 48 horas. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas

independentes e os valores da CMI e CMF foram obtidos.
4.3.2.4 Atividade das nanoparticulas contra a formacao de biofilme

A atividade das nanoparticulas de prata contra a formacao de biofilme
das leveduras foi avaliada conforme descrito anteriormente no ensaio de
biomassa total do biofilme (ZAYED et al., 2021). As concentragdes de 967,50
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a 7,55 yg mLt de AgNP(1) e de 987,50 a 7,71 ug mL* de AgNP(2) foram
testadas em microplacas de fundo plano (Cralplast, Cral, Cotia, Sdo Paulo,
Brasil) e as DOes20nm dos biofilmes formados na presencga das concentracdes
das nanoparticulas foram comparadas com controles ndo tratados e as
menores concentracdes capazes de inibir ao menos 50% a formacédo de
biofilme foram consideradas como Concentracdo Minima Inibitéria da
Formacé&o de Biofilme (CMIBso) (MARTINEZ et al., 2021).

4.3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Duas nanoparticulas de prata diferentes foram obtidas: AgNP(1) e
AgNP(2) com adicdo de hidroxido de ambnio no meio reacional. A sintese
alcodlica foi realizada com hidréxido de aménio com o objetivo de estabilizar
o tamanho e distribuicdo das nanoparticulas formadas. As caracteristicas das

nanoparticulas sintetizadas estdo mostradas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteriza¢do das nanoparticulas de prata

Caracteristicas AgNP(1) AgNP(2)
Concentragao de ions prata (ug mL™) 3870 3950
Propriedades 6pticas das nanoparticulas 418 407

de prata - comprimento de onda (nm)

Carga elétrica e estabilidade coloidal -0,201 -1,784
(mV)
Distribuicdo de tamanho dos agregados 154,2 108,3
(nm)
Diametro hidrodinamico dos atomos de 0,32 0,45

prata de dentro dos agregados (nm)

Tamanho das nanoparticulas (nm) 7,37 11,40

Forma das nanoparticulas Esférica Esférica
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indice de Dispersédo do MET 1,90 0,015
Polidisperso  Monodisperso

Cristalinidade Cubico de Cubico de face
face centrada centrada
Fonte: Dados da pesquisa

A concentragédo dos ions prata encontrada foi de 3870 yg mL! para
AgNP(1) e de 3950 ug mL* para AgNP(2).

Nos resultados obtidos por UV-vis foi possivel observar uma forte
banda plasménica centrada em 418 nm para AgNP(1) e 407 nm para AgNP(2),
caracteristico de nanoparticulas de prata esféricas e de coloracdo amarela
(Figura 1).

Figura 1. Espectro de absorbancia no UV-vis para AgNP(1) e AgNP(2)

1,04 —— AgNP(1)
——AgNP(2)

-

Absorbéncia Normalizada (u.a.)

0,6 + |jiilL 2
-
0,4 1
0.2 +
0.0 T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 800

Comprimento de Onda / nm

Fonte: Dados da pesquisa

As nanoparticulas de prata apresentaram valores proximos a 0 mV na
determinacao do potencial zeta (-0,201 mV para AgNP(1) e -1,784 mV para
AgNP(2)), como mostra a figura 2B. Sugerindo que a estabilidade coloidal das

amostras ocorre principalmente, por meio do impedimento estérico (repulséo
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estérica) causado pela presenca do PVP que atua como estabilizante. Um
valor de potencial zeta de = 30 mV, é geralmente aceito como o limite de
estabilidade (VAZQUEZ-MUNOZ, BOGDANCHIKOVA e HUERTA-
SAQUERO, 2020). Neste caso a estabilidade coloidal ocorreu devido a capa
de PVP formada.

Figura 2. A) Potencial zeta (mV) B) Didmetro hidrodinamico (nm)

A B
AgNP(1)
—— AgNP(2)
-~ Tt - r . 1~ 1+~ 1 - 1 AL B A B L BRI
150 -100 -50 O 50 100 150 1 10 100 1000 10000
Zeta potential (mV) Diametro hidrodinamico (nm)

Fonte: Dados da pesquisa

A distribuicdo de tamanho detectada pelo DLS, demonstrou que a
AgNP(1) teve o tamanho de 154,2 nm e que a AgNP(2), 108,3 nm e que as
nanoparticulas de prata podem estar envoltas em um agregado. Os indices
de dispersao dos diametros hidrodinamicos (IDn) foram de 0,32 e 0,45 nm
para AgNP(1) e AgNP(2), respectivamente. Esses resultados demonstraram

que as distribuicbes de tamanho do didmetro hidrodindmico s&o homogéneos.

A analise obtida por MET mostrou tamanho de 7,37 nm para AgNP(1)
e 11,40 nm para AgNP(2) (Figura 3). Portanto, foram obtidas nanoparticulas
de prata esféricas.

Figura 3. Fotomicrografia eletrénica de transmissdo (MET) de A - AQNP(1) e B - AgNP(2).
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Fonte: Dados da pesquisa

O indice de dispersdao (IDmer) de 1,90 para AgNP(1) indica
polidispersao acentuada desta particula, enquanto que, 0,015 para AgNP(2)
indica monodispersdo. As AgNP que possuem monodispersédo estao dentro
de um tamanho populacional Unico e principal, como ocorre com a AgNP(2)
sendo mais homogéneas (VAZQUEZ-MUNOZ, BOGDANCHIKOVA e

HUERTA-SAQUERO, 2020).

Figura 4. Histograma de distribuicdo de tamanho de nanoparticulas A) AgNP(1) e
B) AgNP(2).
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Fonte: Dados da pesquisa

Nanoparticulas de prata preparadas por diferentes métodos

apresentam diferentes niveis de atividade antifungica, dependendo do seu

88

Resultados



tamanho, morfologia e modificacdo de superficie (KIM et al., 2009). As
nanoparticulas metalicas tém uma alta relacao superficie-volume, que orienta
a capacidade desse material de interagir com a membrana dos micro-
organismos para induzir sua agao. As duas teorias mais comumente aceitas
sdo a morte por contato direto por danos a membrana celular e desativacéao
de proteinas causada pela liberacdo de ions Ag* (ABDULRAHMAN et al.,
2020).

A influéncia de propriedades fisico-quimicas das AgNP que
apresentaram tamanhos na faixa de 43,4 a 120,6 nm (DLS) e de 21,8 a 35,8
nm (MET), morfologia regular esférica, com potencial zeta negativo, pode
estar relacionada a atividade antifungica, melhorando a interacdo com alvos
biologicos e a biocompatibilidade (RIBEIRO et al., 2023).

Por meio das andlises de SAED foi possivel determinar as fases
cristalinas cubicas de face centrada das nanoparticulas, ndo havendo mistura
de fases cristalinas confirmadas pelos anéis de difragdo dos planos cristalinos.
Foram encontrados para AgNP(1) os planos cristalogréaficos de 111, 200, 220,
222 e 422 e para AgNP(2) planos cristalograficos de 200, 321, 422 e 433
(conforme carta cristalografica ICSD n° 00-004-0783) (Figura 5).

Figura 5. Difracao de elétrons da &rea selecionada SAED das nanoparticulas de prata.
A) AgNP(1) e B) AgNP(2)

A) AgNP(1) B) AgNP(2)

5 1/nm

Fonte: dados da pesquisa

Todas as leveduras foram capazes de formar biofilme nas condi¢bes

do ensaio. As leveduras C. krusei Ck7, C. krusei Ck11, C. albicans Ca4 e C.
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krusei Ck8 obtiveram as maiores leituras de DOs20nm € foram classificadas
como formadoras fortes. C. albicans Ca2 e C. krusei Ck12 foram classificadas
como formadoras moderadas e C. albicans ATCC 10231 foi identificada como

formadora fraca (Figura 6).

A biomassa total detectada pelo cristal violeta € a quantidade de
exopolissacarideo presente no biofilme microbiano. Portanto, os biofilmes sé&o
compostos por uma populacdo de células microbianas aderidas entre si e a
superficies soélidas, mas que sdo embebidas pela matriz extracelular viscosa
auto-produzida (DAVE et al., 2016).

Figura 6. DOs20nm dos biofilmes das leveduras detectadas pelo método do cristal violeta.
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Fonte: Dados da pesquisa Legendas: DOes20nm - Densidade Optica de 620 nm, Ca - Candida
albicans, Ck - Candida krusei, ATCC - American Type Culture Collection e CNI - Controle
ndo inoculado.

Na contagem das leveduras associadas aos biofilmes foi observado
que os isolados C. krusei Ck8 (2,48 x 10°), C. krusei Ck7 (2,39 x 10°), C. krusei
Ck11 (9,37 x 10°), C. albicans Ca2 (4,70 x 10°) e C. krusei Ck12 (3,95 x 10°)
apresentaram as maiores contagens enquanto que C. albicans Ca4 (8,90 x
10%) e C. albicans ATCC 10231 (2,43 x 10%), as menores. Apenas a C. albicans
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Ca4 néo apresentou correlacdo entre a biomassa total do biofiime e a

contagem de células viaveis associadas ao biofilme (8,90 x 10* ufc mL™%).

Previamente, C. albicans ATCC 10231 foi identificada como produtora
forte de biofilme (SACHIVKINA et al., 2023) enquanto que em outro trabalho,
a mesma levedura apresentou DOssonm = 0,175 nm e contagens de células
viaveis de 2,30 x 108 ufc mL* (ATIENCIA-CARRERA, 2022). Entretanto, em
nosso trabalho, a mesma cepa apresentou as menores leituras (DOs3onm =
0,232 nm), contagem de 2,43 x 10* ufc mL? e quando comparada com as
leveduras isoladas da cavidade bucal, teve menor capacidade de formar
biofilmes. Essa diferenca entre os resultados pode ser devida a diferentes

condicBes metodologicas empregadas nos estudos.

A avaliacdo do perfil de formacdo de biofiime é determinante no
prognéstico das infeccbes por Candida, essa habilidade pode estar
relacionada ao aumento de mortalidade, pois impacta na resisténcia das
leveduras e os processos infecciosos leveduriformes associados aos biofilmes
tém mortalidade quase duas vezes maior que infeccfes plancténicas (TSAY
et al., 2020).

Os biofilmes de Candida sédo formados por uma mistura material
extracelular e de células de levedura e hifas que sédo fundamentais para o seu
desenvolvimento. A transicao de leveduras para hifa contribui para a viruléncia
geral das células de Candida e pode constituir um alvo significativo para o
desenvolvimento de medicamentos antifangicos (SHARECK e BELHUMEUR,
2011).

Todos os fungos passam pelos mesmos estagios gerais de fixacao,
adeséo, desenvolvimento e disseminagdo, a cinética desse processo varia
dependendo da espécie (MOHANTA et al., 2023). A capacidade das
leveduras de Candida de proliferar e estabelecer biofiimes também é
influenciada por sua interagcdo com a homeostase e variagdo do hospedeiro
(mudancas de pH da mucosa ou alteragcbes nutricionais) e pelo estado do
sistema imunoldgico do hospedeiro (CHANDRA e MUKHERJEE, 2015;
LOHSE et al., 2018).

91

Resultados



Candida krusei pertence ao grupo dos agentes etioloégicos da
candidiase, embora ndo seja isolada com tanta frequéncia como as outras
espécies de Candida, causa infec¢cdes com relevancia no ambiente clinico
devido a sua resisténcia intrinseca ao fluconazol (GOMEZ-GAVIRIA e MORA-
MONTES, 2020).

Os resultados da atividade antifangica das nanoparticulas sao
apresentados na tabela 2. Todas as leveduras foram inibidas pelas
nanoparticulas. As leveduras C. krusei foram as mais sensiveis, sendo
inibidas por AgNP(1) com CMI = 15,11 ug mL* e AgNP(2) com CMI = 15,40
ug mL1, enquanto que as C. albicans foram mais resistentes com CMI = 60,46
g mL? de AgNP(1) e CMI = 61,70 ug mL* de AgNP(2).

Em relacdo a atividade fungicida, ambas nanoparticulas necessitaram
de concentracdes 8x maiores que as CMI contra as C. krusei enquanto que
para as C. albicans os valores das CMF foram idénticos aos da CMI para a
maioria das leveduras e o dobro para a C. albicans Ca4.

Tabela 2. Atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata contra as leveduras

AgNP(1) AgNP(2)
(hg mL™) (ng mL™)
Leveduras cMI CMF CMI CMF
C. albicans Ca2 60,46 60,46 61,70 61,70
C. albicans Ca4 60,46 120,93 61,70 61,70
C. krusei CKk7 15,11 120,93 15,40 123,43
C. krusei Ck8 15,11 120,93 15,40 123,43
C. krusei Ck11 15,11 120,93 15,40 123,43
C. krusei Ck12 15,11 120,93 15,40 123,43
C. albicans ATCC 10231 60,46 60,46 61,70 61,70
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Fonte: Dados da pesquisa
Legenda: CMI - Concentracéo Minima Inibitéria, CMF - Concentracdo Minima Fungicida;
AgNP(1) - nanoparticula de prata e AQNP(2) - nanoparticula de prata sintetizada em meio
reacional com hidréxido de amdnio

Nanoparticulas de prata podem danificar diretamente as membranas
celulares das bactérias através da liberac@o de ions de prata e ocasionar o
aumento da permeabilidade da membrana, a perda da forga motriz do proton

e induzir a interrupcéo da replicacdo do DNA (DURAN et al., 2019).

Contra leveduras, as nanoparticulas de prata produzem espécies
reativas de oxigénio (ROS) que atuam na parede celular e na interrupcéo da
replicacdo do DNA (RADHAKRISHNAN et al., 2018; DURAN et al., 2019). A
atividade antifingica da nanoparticula de prata esta associada a inducéo de
apoptose disfuncional mitocondrial por meio do aumento de estresse
oxidativo, geracdo de ROS, especialmente de radicais hidroxila (HWANG et
al., 2012).

Além disso, foi observado aumento dos niveis endégenos de ROS em
cerca de 73% na presenca da concentragdo subinibitoria (5 pg/mL) de AQNP
e em quase mais que o dobro em 40 pg/mL (CMIlgo) das AgNP, demonstrando
gue as nanoparticulas de prata induziram a formacdo de ROS e exerceram
efeito antifingico. O tratamento com nanoparticulas de prata também alterou
a morfologia da superficie, a ultraestrutura celular, o microambiente da
membrana, a fluidez da membrana, o contetdo de ergosterol e a composi¢ao
de &cidos graxos, principalmente o acido oleico (RADHAKRISHNAN et al.,
2018).

A atividade das AgNP contra leveduras foi verificada em um trabalho
prévio, no qual AgNP de tamanhos na faixa de 43,4 a 120,6 nm, carga
negativa e presenca de revestimento em sua superficie apresentaram
atividade antifungica, com CMI entre 1,25 a 40 pM, contra isolados clinicos de
Candida albicans, Candida krusei, dentre outras (KAISER et al., 2023).

Nossos resultados indicaram que as nanoparticulas foram esféricas
com tamanhos semelhantes, com cargas superficiais quase nulas e formaram

aglomerados. Entretanto apresentaram diferengas significativas no indice de
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disperséo, pois a AgNP(1) foi polidispersa enquanto a AgNP(2), sintetizada
em meio reacional de hidroxido de amoénio, foi monodispersa e apresentou
distribuicAo de tamanho mais homogénea com menos formacdo de
agregados, tais diferencas podem explicar a acdo homogénea obtida para

AgNP(2) na concentracdo minima fungicida (CMF).

A eficiéncia antimicrobiana das nanoparticulas depende dos métodos
de sintese, do tamanho e formato (triangular, bastonete e esférico) das
nanoparticulas formadas (KOROGLU et al., 2016). De forma complementar,
a taxa de liberacdo de nanoparticulas metalicas esta relacionada a sua
composicao quimica, estrutura, nacleo metalico, revestimento de superficie e

condi¢bes ambientais, como pH e forca ibnica (DE SOUZA, 2022).

A parede celular da C. albicans € uma estrutura dindmica que €
modulada para gerar formas elipticas e tubulares que definem uma ampla
gama de morfologias nas quais esse fungo pode crescer (DA SILVA DANTAS
et al., 2016). Sua composicdo quimica, apesar de nao estar totalmente
esclarecida, € composta por uma camada esquelética interna amorfa de
B(1,3)- e B(1,6)-glucano e quitina; e outra uma camada fibrilar externa, que se
acredita ser dominada por proteinas de parede celular altamente manosiladas
de tamanhos que podem variar entre 40-60nm (LENARDON et al., 2020).

As alteracdes morfoldégicas da superficie observadas nas células
fungicas podem ser ocasionadas devido ao dano na parede celular e na
membrana celular. E possivel que os efeitos exercidos por AgNP na parede
celular e na membrana celular possam alterar o estado fisico e, portanto, a
fluidez da membrana. A deplecao de ergosterol apés o tratamento com AgNP
também é apontada como responsavel pela sensibilidade das células
fungicas, a integridade da membrana e suas mudancas no microambiente
celular (RADHAKRISHNAN et al., 2018).

Nas Figuras 7 e 8 sdo apresentados os impactos das concentracdes
das nanoparticulas de prata na formacdo de biofilme das leveduras. A
atividade inibitoria da formacdo de biofime pelas nanoparticulas foi
concentracéo-dependente. A maior atividade da AgNP(1) foi detectada a partir
de 60,46 pug mL1, exceto para C. albicans Ca2 e C. albicans Ca4. A AgNP(2)
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apresentou maior atividade a 61,70 ug mL?' contra todas as leveduras,

entretanto a partir de 15,40 ug mL* inibiu a formacéao de biofilme.

Figura 7. Densidade 6ptica dos biofilmes das leveduras na presenca de concentracfes de

AgNP(1).
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Fonte: Dados da pesquisa
Legendas: DOs20nm - Densidade Optica a 620 nm, CNT - Controle néo tratado, Ca - Candida
albicans, Ck - Candida krusei, ATCC - American Type Culture Collection e CNI - Controle
nao inoculado

Figura 8. Densidade 6ptica dos biofilmes das leveduras na presenca de concentragdes de

AgNP(2).
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Fonte: Dados da pesquisa
Legendas: DOs20nm - Densidade Optica a 620 nm, CNT - Controle ndo tratado, Ca - Candida
albicans, Ck - Candida krusei, ATCC - American Type Culture Collection e CNI - Controle
n&o inoculado
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As nanoparticulas de prata atuam de maneira sinérgica e potencializam
compostos ativos contra biofilmes, permitindo o uso mais eficiente de
antimicrobianos (MOHANTA et al., 2023). Exercem um efeito inibitorio contra
biofilmes fungicos danificando a parede celular principalmente por distor¢ao e
ruptura da superficie externa da parede celular fungica, causando um
aumento das ROS e da producdo de radicais hidroxila, que tambéem

contribuem para danos a membrana celular. (ATRIWAL et al., 2021).

A inibicdo da formacéo de biofilme da AgNP(1) variou entre 7,55 e
60,46 ug mL*. As leveduras mais sensiveis foram as C. krusei Ck7 e Ck11
com CMIBso = 7,55 pug mL1. C. albicans Ca2 e Ca4 foram as mais resistentes
com CMIBso = 60,46 pg mL1. A atividade antibiofiime da AgNP(2) ficou
compreendida entre 7,71 e 30,80 pug mL*. As C. krusei foram as mais
sensiveis com CMIBso = 7,71 ug mL* e a C. albicans Ca4 foi a mais resistente
com CMIBso = 30,80 ug mL* (Tabela 3).

Tabela 3. Concentracdo Minima Inibitéria da Formacéo de Biofilme (CMIBso) das
nanoparticulas de prata contra leveduras

AgNP(1) AgNP(2)
(Mg mL1) (Mg mL™?)
Leveduras  cMmiBs, CMI  relagdo  CMIBso CMI  relagéo
CMIBso/CMI CMIBso/CMI

C. albicans Ca2 60,46 60,46 1x 15,40 61,70 0,25x
C. albicans Ca4 60,46 60,46 1x 30,80 61,70 0,5x
C. krusei Ck7 755 1511 0,5x 771 15,40 0,5x
C. krusei Ck8 30,23 15,11 2X 771 15,40 0,5x
C. krusei Ck11 755 1511 0,5x 7,71 15,40 0,5x
C. krusei Ck12 1511 15,11 1x 771 15,40 0,5x

C. albicans ATCC 30,23 60,46 0,5x 15,40 61,70 0,25x
10231

Fonte: Dados da pesquisa
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Ambas as nanoparticulas inibiram a formacdo de biofilme pelas
leveduras analisadas. Apesar das concentracdes dos ions prata serem
semelhantes entre as duas nanoparticulas, fatores como os tamanhos das
particulas, a distribuicdo de tamanho dos aglomerados e o raio hidrodinadmico

podem ter influenciado nos resultados encontrados.

A relacdo entre a CMIBso e a CMI da nanoparticula AgNP(1) foi
diferente entre as leveduras, pois a formacéao de biofilme foi inibida por metade
da CMI para as leveduras Ck7, Ckl11l e Ca ATCC 10231. Entretanto, a mesma
relacdo foi igual para as C. albicans Ca2, Ca4 e C. krusei Ck12, sendo
necessaria a mesma concentracdo de AgNp(1) para inibir tanto o crescimento
guanto a formacdo de biofilme pelas leveduras. O mesmo efeito nao foi
observado contra C. krusei Ck8, pois a formacao de biofilme s6 foi inibida com
2x CMLI.

A AgNP(2) apresentou uma relagdo CMIBso/CMI mais homogénea
entre as leveduras, pois a formacéo de biofilme foi inibida por 1/2 CMI para
Ca4, Ck7, Ck8, Ck11 e Ck12 e por 1/4 CMI para Ca2 e Ca ATCC 10231.

Apesar da atividade inibitéria de ambas nanoparticulas ter sido mais
intensa contra C. krusei do que C. albicans, a inibicdo da formacéo de biofilme
da AgNP(2) foi mais homogénea entre as leveduras testadas, isto pode ser
explicado devido sua monodisperséo de 0,15 por IDwveT.

Nanoparticulas menores tendem a apresentar maiores efeitos
microbicidas devido a maior area de superficie em contato com o micro-
organismo (DURAN et al., 2019). As dimensdes reduzidas das AgNP
desempenham um papel crucial na penetracdo mais efetiva na célula,
influenciando na permeabilidade seletiva da membrana. Uma vez em contato
com o0 meio intracelular, as AgNP atuam reduzindo determinadas fungdes
metabdlicas, desaceleram suas atividades vitais e levam a danos celulares
(YIN et al., 2020).

As interagBes entre nanoparticulas de prata e o biofilme podem ser

descritas pelos mecanismos sequenciais de transporte das nanoparticulas
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para a interface biofilme-fluido, fixacdo a superficie do biofilme e migracéo
para dentro do biofilme (FULAZ et al., 2019).

Interacdes entre biofilmes de Candida e nanoparticulas de prata devem
levar em consideracao fatores como o tipo de sintese, o tamanho e a carga
das nanoparticulas formadas e interacbes especificas das espécies de
Candida que compdem o biofilme. A alteracdo induzida por AgNP observada
em alvos celulares pode potencialmente afetar a resisténcia a medicamentos,
a patogénese e a viruléncia de patdégenos fungicos (RADHAKRISHNAN et al.,
2018).

A etapa inicial de penetracdo na matriz EPS €& controlada
principalmente pelo tamanho das AgNP, enquanto as interagbes com
componentes da matriz EPS séo governadas pelas propriedades da superficie
das AgNP, como a carga e o0s grupos funcionais. Quando as AgNP entram em
contato com um ambiente contendo moléculas organicas, um revestimento
semelhante a uma corona é formado na superficie da nanoparticula de prata
e a natureza desta corona influencia as interacdes AgNP-biofilme (FULAZ et
al., 2019).

4.3.4 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho avaliou a atividade das nanoparticulas de prata na
formacéao de biofilmes por leveduras isoladas da cavidade bucal. Verificamos
atividade fungistatica e fungicida e que as duas nanoparticulas nao
apresentaram diferencas significativas de atividade antifangica (CMI e CMF).

As interacdes entre as nanoparticulas de prata e 0s micro-organismos
dependem de suas caracteristicas fisico-quimicas, como tamanho
hidrodindmico, carga de superficie, agregacao e disponibilidade de taxa de
liberacdo de prata ibnica (VAZQUEZ-MUNOZ, BOGDANCHIKOVA e
HUERTA-SAQUERO, 2020).

As concentracdes da AgNP(1) que foram inibitorias da formacdo de

biofilme foram iguais ou semelhates as CMI, portanto esta nanoparticula
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impactou a formacéao de biofilme devido a inibicdo do crescimento, ndo devido
a uma atividade antibiofilme propriamente dita. Entretanto, a nanoparticula
AgNP(2) sintetizada em meio reacional com hidroxido de aménio foi ativa
contra a formag&o de biofilmes de C. albicans e C. krusei, sendo capaz de

atuar com concentracdes subinibitérias.

A morfologia esférica, a distribuicdo de tamanho dos aglomerados, a
carga superficial quase nula, e principalmente a monodispersdo das
nanoparticulas de prata AQNP(2), afetaram o0 modo como elas interagem com
a matriz extracelular dos biofilmes. A atividade inibitéria se deve ndo apenas
ao tamanho em nanoescala mas também a sua grande propor¢cdo homogénea
dos tamanhos de particulas. Elas podem aumentar a permeabilidade das
membranas celulares, produzir espécies reativas de oxigénio e interromper a
replicacdo do &cido desoxirribonucleico liberando ions de prata (YIN et al.;
2020).

Nanoparticulas de prata perturbam a integridade do biofilme ao
interagir com a matriz polimérica extracelular, DNA, lipideos e proteinas dos
biofilmes, tais interacbes dependem de forcas coloidais, bem como de
interag@es biofisico-quimicas dindmicas (QAYYUM e ASAD, 2016; NEL et al.
2009). Estudos recentes sugerem que o0 processo de producao e entrega da
matriz extracelular fornece um alvo terapéutico util para biofilmes de vérias
espécies de fungos (MASSEY et al., 2023).

O entendimento de como as nanoparticulas de prata interagem com
biofilmes, levam ao desenvolvimento de novas abordagens no tratamento de
infecgbes fungicas orais, incluindo inovadoras possibilidades de formulagdes
de medicamentos, melhorando a eficacia de doencas causadas por Candida.
Estes fatores, salientam a importancia dos estudos com nanoparticulas de
prata e sua interacdo com biofilmes, como alternativa futura no combate a

infec¢gdes fungicas resistentes.
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4.4. Artigo 4

PERFIL DA FORMACAO DE BIOFILME DE Streptococcus mutans
ISOLADOS DA CAVIDADE BUCAL EM ESCOVAS DENTAIS

Maria José Barbaresco, Justino Carlos Baptista, Jodo Salviano Simdes
Chagas da Silva, Reuber Mendes Rocha, Luciana Rebelo Guilherme, Plinio

Lazaro Faleiro Naves

RESUMO

Os Streptococcus mutans sdo encontrados na saliva, colonizam as superficies
da cavidade bucal e formam biofilmes. Essas bactérias sdo os principais
agentes etiologicos da cérie dental e sdo classificadas de acordo com suas
propriedades bioquimicas e genéticas. A higieniza¢cdo com escovas dentais €
uma das principais medidas na manutencdo da saude da cavidade bucal,
contudo escovas dentais contaminadas podem servir como reservatério para
inoculacdo de micro-organismos patogénicos. Neste contexto, o presente
estudo avalia o perfil de formacéo de biofime de S. mutans isolados de
voluntarios humanos através da deteccdo da biomassa total dos biofilmes
bacterianos em microplacas de poliestireno e da contagem das bactérias
viaveis associadas aos biofilmes em escovas dentais. Todos os isolados
foram capazes de formar biofilme e foram classificados como formadores
fortes. Os isolados que apresentaram as maiores contagens de células viaveis
aderidas as cerdas das escovas foram o Sm10 (8,47x107), Sm7 (7,23x107) e
Sm6 (7,18x107) ufc mL. Por outro lado, 0 S. mutans ATCC 700610 teve a
menor contagem (5,25x10°). Desta forma, os resultados encontrados
demonstram que os Streptococcus mutans sao capazes de se aderir e formar
biofilmes nas escovas dentais e que comportamento e as relacdes associadas
ao S. mutans sdo essenciais para controle dessas bactérias e da carie
dentaria.

Palavras-chaves: microbioma oral; placa bacteriana; carie dentaria.

ABSTRACT

Streptococcus mutans are found in saliva, colonize the surfaces of the oral
cavity and form biofilms. These bacteria are the main etiological agents of
dental caries and are classified according to their biochemical and genetic
properties. Toothbrush hygiene is one of the main measures for maintaining
the health of the oral cavity, but contaminated toothbrushes can serve as a
reservoir for the inoculation of pathogenic microorganisms. In this context, the
present study evaluates the biofilm formation pattern of S. mutans isolated
from human volunteers by detecting the total biomass of bacterial biofilms on
polystyrene microplates and counting the viable bacteria associated with
biofilms on toothbrushes. All the isolates were able to form biofilms and were
classified as strong biofilm producers. The isolates with the highest counts of
viable cells adhered to the brush bristles were Sm10 (8.47x107), Sm7
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(7.23x107) and Sm6 (7.18x107) CFU mL™*. On the other hand, S. mutans ATCC
700610 had the lowest count (5.25x10°). Thus, the results show that
Streptococcus mutans are capable of adhering to and forming biofilms on
toothbrushes and that the behavior and relationships associated with S.
mutans are essential for controlling these bacteria and dental caries.

Keywords: oral microbiome; bacterial plaque; dental caries.
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4.4.1 INTRODUCAO

O equilibrio nas funcdes do microbioma oral é crucial para a
manutencdo da saude bucal. A higienizacdo com escova e fio dental
asseguram a limpeza de todas as superficies dos dentes, controlando a
formacdo de biofilmes que desencadeiam doencas periodontais e caries
(MENEZES et al., 2020).

Entretanto, as escovas dentais sofrem deposicdo e proliferacdo de
micro-organismos em suas cerdas durante seu uso. Foi demonstrado a
correlacdo entre a carga microbiana nas escovas de dente e o estado dentario
do paciente (ROCHA et al., 2022).

Além disso, escovas dentais contaminadas podem servir como
reservatérios para inoculacdo de micro-organismos ou como vetores na
transmissao de um individuo para outro, o que é muito comum em familias de
baixa renda (RODRIGUES et al., 2009).

Fatores como higiene, habitos alimentares, colonizacdo bacteriana,
composicao da saliva, dentre outros influenciam o metabolismo das bactérias
sobre os dentes e podem modular a atividade microbiana no processo carioso
(LEITES, PINTO e SOUSA, 2006). A disponibilidade de acucares estimula a
microbiota bucal acidogénica residente a proliferar e secretar acido latico que,
por sua vez, induz a dissolucdo dos tecidos dentarios duros, o que é
conhecido como céarie (ALMEIDA et al., 2017).

Micro-organismos como o0 Streptococcus mutans colonizam as
superficies da cavidade bucal e formam biofilmes, que podem sofrer
maturacdo e desenvolvimento de céarie dentaria (ZAYED et al.,, 2021). A
concentracdo de S. mutans € elevada na saliva de pacientes com carie
dentaria. Varios fatores relacionados ao ambiente bucal contribuem para o
estabelecimento e multiplicacdo desse micro-organismo (BARBIERI et al.,

2007).

Os S. mutans séo cariogénicos, capazes de se aderir a superficies
sélidas, colonizar e sobreviver as condi¢des &cidas da cavidade oral. Vérios

fatores tém papel significativo na producdo de biofilme relacionado ao S.
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mutans como a ingestdo e metabolismo de carboidratos, aciduricidade e
acidogenicidade (LEMOS et al., 2018).

Biofilmes sdo comunidades altamente estruturadas de micro-
organismos conectados a uma superficie ou uns aos outros que formam
agregados envoltos por uma matriz extracelular de polissacarideos, proteinas
e glicoproteinas e acidos nucleicos (DE LACERDA CORIOLANO et al., 2021).

O presente trabalho tem como objetivo estudar o perfil de formacao de
biofilme de S. mutans, com a avaliagcdo da biomassa total e da aderéncia de

micro-organismos viaveis nas cerdas de escovas dentais inoculadas.

4.4.2 METODOLOGIA

Oito estreptococos isolados de voluntarios, mais a cepa padrao
Streptococcus mutans ATCC 700610 pertencentes a cole¢cdo de micro-
organismos do Laboratorio de Bioensaios (Comité de Etica em Pesquisa da
UEG, parecer n°3.604.978) foram reativados em placas com Agar Mitis
Salivarius Bacitracina (AMSB) (AMS, Isofar®, Rio de Janeiro) que foram
incubadas em anaerobiose a 37 °C por 72 h. O aspecto colonial foi analisado
com lupa e em seguida foi realizada a analise do aspecto microscépico com
a coloracao Gram. A identificagcéo presuntiva dos S. mutans foi finalizada com
os testes bioquimicos de producédo de catalase, teste PYR (ProBac do Brasil®,
Sédo Paulo, hemdlise em agar sangue (bioMérieux®, Rio de Janeiro), beta-
glucuronidase em agar cromogénico (bioMérieux®, Rio de Janeiro) e
fermentacdo de manitol e sorbitol (Biotec reagentes analiticos, Brasil)
(KONEMAN et al., 2017).

A formagé&o de biofilme foi avaliada com a determinacdo da biomassa
total em microplacas de poliestireno de fundo plano (Cralplast, Brasil) corada
com cristal violeta (ZAYED et al., 2021) e pela contagem das células viaveis

aderidas as cerdas de escovas inoculadas.

Para a determinacdo da biomassa total dos biofilmes, as bactérias
foram reativadas em agar ChromID CPS (bioMérieux®, Rio de Janeiro) e apds
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a incubacéo, colonias tipicas foram dissolvidas em solucéo fisiologica esteéril
(SFE) e a densidade foi ajustada com a escala 0,5 de MacFarland. Em
seguida, 500 yL da solugdo bacteriana foram transferidos para 4500 pL de
caldo BHI com 2 % de sacarose (BHIS) (Kasvi, Espanha). Posteriormente,
200 pL dos in6culos foram transferidos para microplacas de poliestireno de

fundo chato e estas foram incubadas a 35,5 °C por 48 horas.

ApoOs a incubacédo, as microplacas foram processadas com a remocao
do crescimento, lavagem, fixacao, coloracdo dos pog¢os com cristal violeta e
leitura das DOes20nm €m leitor de microplacas (Multiskan FC, Thermo Scientific,
USA). Os resultados foram organizados com o calculo das médias e dos

desvios padrao (Figura 1).

Figura 1 - Ensaio de formacao de biofilme

colénias

500 pL indeulo 200 L inéeulos 3
- ajustado por poco Incubago
r] Escala 0,5
L) U McFarland L 47 °C oor 48
por

S.mutans SFE BHIS

|

PROCESSAMENTO DA
MICROPLACA
+ Lavagem
» Fixagdo ETANOL
2 441 » Coloragcdo CRISTAL VIOLETA 0,1%
Espectrofotémetro + Eluigdo ACIDO ACETICO 33%

Leitura das DOgagnm

+ Ba-CNI = biofilme -

+ Classificagdo

Fonte: os autores

Legenda: Ba: Bactérias aderidas; CNI: Controle ndo inoculado

Para os ensaios de contagem das bactérias associadas aos biofilmes
aderidos as escovas, as amostras congeladas de S. mutans foram reativadas
em agar CPS e em caldo BHIS a 37 °C por 72 h. Apés esta etapa, 1,5 mL dos
caldos crescidos foram homogeneizados e transferidos para tubos Falcon

com 13,5 mL de BHIS e escovas que foram incubados a 37 °C por 48 h.

Apoés a incubacéo, as escovas foram transferidas para outros tubos

Falcon com 15 mL de SFE para lavagem e desprendimento das bactérias nao
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aderidas, em seguida as escovas foram transferidas para outro Falcon com
SFE para sonicacao por 5 minutos e agitacdo em vortex por 30 segundos para
desprendimento dos micro-organismos associados ao biofilme. Apds
agitacdo, a escova foi descartada e a SFE foi diluida e plaqueada para a
contagem e determinacdo das unidades formadoras de coldnias por mililitro
(ufc mL1) (Figura 2).

Figura 2 - Contagem de Streptococcus mutans viaveis aderidos nas escovas

|

5. Incubagdo Lavagem ol
» em SFE ‘
Smuians BHIS 37°C por 48h SFE + escova Sonicagéo \ =
crescido com o inéculo 5 min an
em BHIS ‘
+ Diluigdes seriadas de w7/
100 pL
Contagem das + Plagueamento das Descarte
colénias em = diluigdes em CPS [ — = L —
ufc mL-" + Incubagdo em \ = x
microaerofilia a 37°C SFE +
por 48h inéculos

desprendidos

Fonte: os autores

4.4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram considerados como S. mutans, 0s estreptococos que cresceram
como colbnias azuis escuras incrustadas, brilhantes e com aparéncia de vidro
moido crescidas em AMSB e com 0 aspecto microscopico de cocos Gram

positivos isolados e aos pares (Figura 3).

Figura 3 - Aspectos do S. mutans ATCC 700610
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Fonte: os autores
Legenda: A: Morfologia colonial em Agar Mitis Salivarius Bacitracina e B: Morfologia

microscopica (1000x) com a coloragdo de Gram

Os testes bioquimicos realizados com o0s seguintes resultados:
catalase negativa, alfa hemdlise, beta-glucuronidase positiva, fermentacéo de
manitol e sorbitol e teste Pyr negativo. Todos os 9 S. mutans formaram
biofilme, sendo todos classificados como formadores fortes de biofilme
(Tabela 1).

Tabela 1 - Formag&o de biofilme de Streptococcus mutans

DOs620nm
Bactérias Média +DP Classificacao
S. mutans Sm1l 3,290 +0,414 Forte
S. mutans Sm4 3,156 *0,310 Forte
S. mutans Sm5 2,993 *0,367 Forte
S. mutans Sm6 3,085 +0,413 Forte
S. mutans Sm7 3,094 +0,384 Forte
S. mutans Sm10 3,106 + 0,380 Forte
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S. mutans Sm11l 2,734 + 0,445 Forte

S. mutans Sm12 3,234 +0,432 Forte
S. mutans ATCC 700610 1,721 +0,125 Forte
CNI 0,112 + 0,007 -

Fonte: os autores
Legenda: DOg2onm: Densidade Optica de 620 nm; DP: Desvio padrao; CNI: Controle ndo

inoculado; ATCC: American Type Culture Collection.

Os isolados Sm1 e Sm12 obtiveram as maiores leituras de densidades
Opticas de 3,234+0,414 e 3,290+0,432, respectivamente. Por outro lado, 0 Sm
ATCC 700610 foi a bactéria com as menores leituras de densidade 6ptica

(1,721+0,125), portanto as que formaram menos biofilme.

Nos ensaios de contagem das bactérias associadas aos biofilmes,
foram observadas turvacdes caracteristicas de crescimento microbiano nos

tubos com BHIS e escovas apds a incubacéao (Figura 4).

Figura 4 - Aspecto macroscoépico das escovas inoculadas com S. mutans nos ensaios de

formacéo de biofilme

Fonte: os autores
Legenda: A: ApGs a incubacéo a 37 °C por 48h em caldo BHIS B: Detalhe das
microcolbnias bacterianas aderidas as cerdas em solucéo fisioldgica estéril e C: Aspecto

macroscopico dos biofilmes de S. mutans aderidos as cerdas.

Apds o processamento das escovas, os isolados Sm10 (8,47x107),
Sm7 (7,23x107) e Sm6 (7,18x107) apresentaram 0s maiores valores de
contagem de bactérias. As menores contagens bacterianas foram observadas
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para a cepa SmATCC 700610 (5,25x10°). Os isolados com as menores
contagens foram Sm11 (1,45x107) e Sm12 (2,03x107) (Tabela 2).

Tabela 2 - Contagem do nimero de Streptococcus mutans viaveis associados ao biofilme

em escovas dentais

N° de bactérias associadas ao

biofilme (ufc mL™?)

Bactérias Média +DP
S. mutans Sm1 2,54x107 + 6,60x10°
S. mutans Sm4 6,43x107 +1,73x10’
S. mutans Sm5 5,46x107 +5,22x107
S. mutans Smé6 7,18x107 +5,85x10’
S. mutans Sm7 7,23x107 +2,17x107
S. mutans Sm10 8,47x107 + 4,68x10’
S. mutans Sm11 1,45x107 + 1,07x10’
S. mutans Sm12 2,03x107 +7,02x10°
S. mutans ATCC 700610 5,25x108 + 2,05x106
CNI -

Fonte: os autores
Legenda: UFC mL*; unidades formadoras de colbnias por mililitro; DP: Desvio padrédo; CNI:
Controle nado inoculado; ATCC: American Type Culture Collection; NHC: N&o houve

crescimento.

A comparacdo entre os resultados de ambas técnicas demonstrou
correlagcao entre elas para a maioria dos isolados. A cepa Sm ATCC 700610
apresentou uma menor contagem de bactérias e uma menor biomassa total.

Entretanto, para os isolados Sm11, Sm12 foi observada uma menor contagem
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de bactérias sem que fosse observado o0 mesmo grau de diminuicdo da

biomassa total (Figura 5).

Figura 5 - Determinacao do biofilme bacteriano - Biomassa total e Contagens das bactérias

viaveis associadas

3,500 1 9,00E+07
3,000 8,00E+07

7,00E+07
2,500 6,00E+07
2,000 5,00E+07
1,500 4 00E+07
1,000 3,00E+07

2,00E+07
0,500 1,00E+07
0,000 0,00E+00

Sm1 Sm4 Sm5 Smé Sm7 Sm10  Sm11 Sm12 Sm
ATCC

m Biomassa total (DO620nm)

B Contagem de células viaveis associadas ao biofilme (ufc mL-1)

Fonte: os autores

Neste estudo, identificamos presuntivamente o principal causador da
carie dentaria - 0 Streptococcus mutans - através de técnicas de cultura
microbiana e testes bioquimicos. Posteriormente, realizamos os ensaios de

determinacao do perfil de formacédo de biofilme de S. mutans.

A biomassa total € a quantidade de matéria organica presente no
biofilme formado por bactérias e € revelada pela reacédo que envolve o cristal
violeta e o0 exopolissacarideo desse biofilme.

Os biofilmes s&o compostos por uma populacao de células microbianas
gue estdo aderidas entre si e a superficie sélida. Essas células microbianas
estdo embutidas em uma matriz extracelular viscosa, composta por
substancias extracelulares como exopolissacarideos, proteinas e lipidios
(DAVE et al., 2016).

Bactérias em biofilmes constituem populacdes heterogéneas com

variada taxa de crescimento. A heterogeneidade dos biofilmes depende de
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parametros fisicos e quimicos, como as condicfes ambientais as quais estao
expostos e a atividade metabodlica das bactérias dentro dos biofilmes
(STEWART e FRANKLIN, 2008).

InteracOes fisicas diretas entre células individuais medeiam arranjos
arquitetdnicos do biofilme e fornecem proximidade espacial para comunicagéo

guimica e cooperacao metabdlica (DIAZ e VALM, 2020).

Trabalhos prévios constataram que os S. mutans na cavidade oral
formam biofilmes aderentes as superficies dos dentes (MELOK et al., 2018).
Em nosso estudo, detectamos o predominio do perfil de formacéo forte de
biofilme pelos S. mutans, sugerindo o quao aderente esses micro-organismos
sdo em superficies sdlidas diferentes das dos dentes, como foram as cerdas

das escovas.

A adesdo bacteriana em superficies abidticas inanimadas, como
plasticos e metais, é o primeiro estagio na formacao de biofilmes. A adesao
primaria a superficies abioticas € considerada reversivel e € mediada por
interacdes fisico-quimicas ndo especificas com receptores superficiais
bacterianos (DUNNE, 2002).

A escovacéo dentdria é importante na promocédo da manutencao saude
bucal. A diversidade metabdlica e a capacidade de adaptacédo a estresses
ambientais sdo caracteristicas fundamentais dos micro-organismos da boca.
As bactérias orais existem como células plancténicas (de vida livre), ou como
células sésseis associadas a biofilmes. As células planctdnicas sao
importantes para a rapida proliferacdo e propagacdo dos micro-organismos
para novos territorios, enquanto que as células sésseis caracterizam a
cronicidade (TRENTIN et al., 2013).

As escovas dentais mantém micro-organismos viaveis em suas cerdas,
como predominio de cocos Gram-positivos que podem causar
periodontopatias aos seus usuarios (PINTO, PAIVA e PIMENTA, 1997).

A observacao do crescimento de colbnias isoladas de S. mutans nas
cerdas de escovas corrobora a importancia na adocdo de cuidados

relacionados ao armazenamento e higiene das escovas dentais.
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Os isolados da cavidade bucal foram identificados presuntivamente
com métodos fenotipicos e todos foram capazes de formar biofilmes
classificados como fortes em escovas dentais. Os Streptococcus mutans sao
capazes de se aderir e formar biofilmes nas escovas dentais e que
comportamento e as relagdes associadas ao S. mutans sao essenciais para

controle dessas bactérias e da carie dentaria.

A escovacao dental € um dos métodos mais utilizados na higiene bucal,
mas ao remover o biofilme microbiano e outros residuos, mas durante a
escovacgdo, as escovas sdo contaminadas com bactérias, sangue, saliva e

detritos orais e podem ser uma fonte de infecgédo (NAIK et al., 2015)

A escova de dentes é contaminada apds o0 primeiro uso e, com 0 uso
continuo, o nivel de contaminacdo aumenta. Condicfes como a umidade na
area de armazenamento, o uso de uma tampa de plastico, o formato da
escova de dentes e o tipo de cerdas tendem a aumentar a contaminacao
(KHAN et al., 2024).

Deste modo, concluimos que o perfil de formacdo de biofilme dos
Streptococcus mutans em escovas dentais reforca a necessidade de estudos

complementares para o desenvolvimento dessa estrutura.

115

Resultados



4.4.5 REFERENCIAS

ALMEIDA, A. K. et al. Doencga carie em portadores de diabetes mellitus: uma
revisdo narrativa da literatura. Oral Sciences, v. 9, n. 1, p. 18-23, jan./dez.
2017. Disponivel em:
https://portalrevistas.ucb.br/index.php/oralsciences/article/view/11131.
Acesso em: 22 abr. 2024.

BARBIERI, D. S. V. et al. Analysis of the in vitro adherence of Streptococcus
mutans and Candida albicans. Brazilian Journal of Microbiology, v. 38, p.
624-631, dez. 2007. DOI: https://doi.org/10.1590/S1517-
83822007000400009. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/bjm/a/8m5vYGy9JZjgzXjwGMYt6vn/?lang=en. Acesso
em: 18 abr. 2024.

CORIOLANO, D. L. et al. Antibacterial and antibiofilm potential of silver
nanoparticles against antibiotic-sensitive and multidrug-resistant
Pseudomonas aeruginosa strains. Brazilian Journal of Microbiology, v. 52,
p. 267-278, 2021. DOI: https://doi.org/10.1007/s42770-020-00406-X.
Disponivel em: https://link.springer.com/article/10.1007/s42770-020-00406-x.
Acesso em: 29 mar. 2024.

DAVE, S. R. et al. Microbial exopolysaccharide-an inevitable product for
living beings and environment. J Bacteriol Mycol Open Access, v. 2, n. 4,
p. 109-111, set. 2016. DOI: https://doi.org/10.15406/jbmoa.2016.02.00034.
Disponivel em: https://medcraveonline.com/JBMOA/microbial-
exopolysaccharide---an-inevitable-product-for-living-beings-and-
environment.html. Acesso em: 21 abr. 2024.

DIAZ, P. I.; VALM, A. M. Microbial interactions in oral communities mediate
emergent biofilm properties. Journal of Dental Research, v. 99, n. 1, p. 18-
25, 2020. DOI: https://doi.org/10.1177/0022034519880157. Disponivel em:
https://journals.sagepub.com/doi/abs/10.1177/0022034519880157. Acesso
em: 20 fev. 2024.

DUNNE JR, W. M. Bacterial adhesion: seen any good biofilms lately?.
Clinical microbiology reviews, v. 15, n. 2, p. 155-166, abr. 2002. DOI:
https://doi.org/10.1128/cmr.15.2.155-166.2002. Disponivel em:
https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/cmr.15.2.155-
166.20027?casa_token=zLGZM9W_Q9sAAAAA%3Ab3civiZwt5SleJOUfEWcV
1IMXHIYTeWobONfRSI2Pg45mUn8uoR9hxe3pLF1Ns9uIB65G_fVo2-fbTQ.
Acesso em: 26 mar. 2024.

KHAN, S. A. et al. An updated systematic review on toothbrush
contamination: An overlooked oral health concern among general population.
International Journal of Dental Hygiene, v. 22, n. 1, p. 95-105, 2024. DOI:
https://doi.org/10.1111/idh.12740. Disponivel em:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/idh.12740?casa_token=NHZW

116

Resultados


https://doi.org/10.15406/jbmoa.2016.02.00034
https://doi.org/10.1177/0022034519880157

2dk6QqQAAAAA%3AJILbWFpt7800LXX0ILT _vnXZvKthnHIroK3RFOErJGAA
NZyhtFW8ScR7uKMevordlg6fYNmyl8xfOw. Acesso em: 30 abr. 2024.

KONEMAN, E. W.; ALLEN, S. D.; JANDA, W. M.; SCHRECKENBERGER, P.
C.; WIN, W. C. The Gram-positive cocci part Il: streptococci, enterococci and
the ‘Streptococcus-like’ bacteria. Color atlas and textbook of diagnostic
microbiology. 5th. ed. New York: Lippincott; 1997. 577-649.

LEITES, A. C. B. R.; PINTO, M. B.; SOUSA, E. R. Aspectos microbiolégicos
da cérie dental. Salusvita, v. 25, n. 2, p. 239-52, 2006. Disponivel em:
https://secure.unisagrado.edu.br/static/biblioteca/salusvita/salusvita_v25 n2_
2006.htm. Acesso em: 28 abr. 2024.

LEMOS, J. A. et al. The Biology of Streptococcus mutans. Microbiology
spectrum, v. 7, n. 1, p. 10.1128/microbiolspec.gpp3-0051-2018, 2019. DOI:
https://doi.org/10.1128/microbiolspec.gpp3-0051-2018. Disponivel em:
https://journals.asm.org/doi/10.1128/microbiolspec.gpp3-0051-2018. Acesso
em: 18 abr. 2024.

MELOK, A. L.; LEE, L. H.; YUSSOF, S. A. M.; CHU, T. Green Tea
Polyphenol Epigallocatechin-3-Gallate-Stearate Inhibits the Growth of
Streptococcus mutans: A Promising New Approach in Caries Prevention.
Dentistry journal, v. 6, n. 3, p. 38, ago. 2018. DOI:
https://doi.org/10.3390/dj6030038. Disponivel em:
https://www.mdpi.com/2304-6767/6/3/38. Acesso em: 25 abr. 2024.

MENEZES, M. L. F. V. et al. A importancia do controle do biofilme dentério:
uma revisao da literatura. Revista Eletrénica Acervo Saude, n. 55, p.
€3698-e3698, ago. 2020. DOI: https://doi.org/10.25248/reas.e3698.2020.
Disponivel em: https://acervomais.com.br/index.php/saude/article/view/3698.
Acesso em: 27 mar. 2024.

NAIK, R. et al. Contaminated toothbrushes — potential threat to oral and
general health. Journal of family medicine and primary care, v. 4, n. 3, p.
444-448, jul. 2015. DOI: https://doi.org/10.4103/2249-4863.161350.
Disponivel em:
https://journals.lww.com/jfmpc/fulltext/2015/04030/Contaminated_tooth_brus
hes_potential_threat_to.33.aspx. Acesso em: 23 abr. 2024.

PINTO, E. D. R.; PAIVA, E. M. M.; PIMENTA, F. C. Viabilidade de
microrganismos anaerébios da cavidade bucal em escovas dentarias.
Periodontia, p. 8-12, jan./jun. 1997. Disponivel em:
https://pesquisa.bvsalud.org/portal/resource/pt/biblio-853592. Acesso em: 21
mar. 2024.

ROCHA, R. M. Associacao da quitosana e clorexidina contra formagéo
de biofilmes por estreptococos do grupo mutans e Candida sp. em
escovas dentais. 2022. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Aplicadas a
Produtos para Saude) - Campus Central - Sede: Anapolis - CET - Ciéncias
Exatas e Tecnologicas Henrique Santillo, Universidade Estadual de Goias,
Anapolis, 2022. Disponivel em: http://www.bdtd.ueg.br/handle/tede/1123.
Acesso em: 27 abr. 2024.

117

Resultados


https://doi.org/10.1128/microbiolspec.gpp3-0051-2018
https://doi.org/10.3390/dj6030038
https://doi.org/10.3390/dj6030038
https://doi.org/10.25248/reas.e3698.2020
http://www.bdtd.ueg.br/handle/tede/1123

RODRIGUES, A. P. N. Candida ssp. Em escovas dentais e eficacia de
antimicrobianos na sua desinfeccédo. 2009. Tese (Doutorado em
Biociéncias Aplicadas a Farmacia) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto, Universidade de Séao Paulo, Ribeirdo Preto, 2009. DOI:
https://doi.org/10.11606/T.60.2009.tde-25052009-124603. Disponivel em:
https://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/60/60135/tde-25052009-
124603/en.php. Acesso em: 25 mar. 2024.

STEWART, P. S.; FRANKLIN, M. J. Physiological heterogeneity in biofilms.
Nature Reviews Microbiology, v. 6, n. 3, p. 199-210, mar. 2008. DOI:
https://doi.org/10.1038/nrmicro1838. Disponivel em:
https://www.nature.com/articles/nrmicro1838. Acesso em: 10 abr. 2024.

ZAYED, S. M.; ABOULWAFA, M. M.; HASHEM, A. M.; SALEH, S. E. Biofilm
formation by Streptococcus mutans and its inhibition by green tea extracts.
AMB Express.v. 11, n. 1, p. 73, mai. 2021. DOI:
https://doi.org/10.1186/s13568-021-01232-6. Disponivel em:
https://link.springer.com/article/10.1186/s13568-021-01232-6#citeas. Acesso
em: 24 abr. 2024.

AGRADECIMENTOS

Ao mestrado em Ciéncias Aplicadas a Produtos para a Saude da UEG, e a
Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)

pela concessado de bolsa de mestrado a primeira e ao terceiro autores.

Contato dos autores/as:
Autor:
E-mail:

Manuscrito aprovado para publicagdo em: XX/XX/20XX

118
Resultados



https://doi.org/10.1038/nrmicro1838
https://doi.org/10.1038/nrmicro1838

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho que se relacionam com as
caracteristicas das nanoparticulas de prata sintetizadas AgNP(1) e AgNP(2),
sdo a morfologia esférica, a distribuicdo de tamanho dos aglomerados, a
carga superficial nula e principalmente a monodispersao da AgNP(2), que
pode corroborar com os resultados da acdo antibiofiime. Conseguimos
identificar e isolar Candida albicans, Candida krusei e Streptococcus mutans.
Todos os micro-organismos selecionados foram classificados quanto a
biomassa total e quantificados quanto as células viaveis aderidas nos
microtubos e nas escovas dentais. Todas as leveduras foram inibidas por
ambas nanopatrticulas de prata e ndo apresentaram diferencas significativas
de atividade antifungica (CMI e CMF). A nanoparticula AgNP(2) foi mais ativa
contra a formagé&o de biofilmes de C. albicans e C. krusei, sendo capaz de

atuar com concentrac¢des subinibitérias.

7

A nanotecnologia € usada no combate aos micro-organismos
resistentes. Estudar os parametros quimicos e biolégicos desta interacéo

pode resultar em novas tecnologias na producédo de medicamentos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A presenca de hidroxido de amonio direciona o crescimento regular das
nanoparticulas. As duas AgNPs sintetizadas foram quase esféricas, com
tamanhos e cargas superficiais semelhantes, formando aglomerados.
AgNP(1) foi polidispersa, enquanto a AgNP(2) foi monodispersa, com
distribuicdo de tamanho mais homogénea e menor formacao de agregados.

Todos os micro-organismos foram capazes de formar biofilmes. Os
isolados formaram mais biofilmes que as cepas-padrdo ATCC. O estudo da
formacao de biofiimes é crucial para a compreensdao do impacto dessa
estrutura no desenvolvimento de estratégias para o controle e prevencao de
infeccdes. A regularidade e o estado de agregacao das AgNPs influenciaram
sua atividade antimicrobiana. As duas nanoparticulas ndo apresentaram
diferengas significativas entre as atividades fungistatica e fungicida.
Entretanto, a AgNP(2) foi mais ativa contra a formagao de biofilme, possuindo
atividade antibiofilme com concentra¢des subinibitérias.

O forte perfil de formacdo de biofilme de Streptococcus mutans
isolados das escovas dentais analisadas, pode ser um indicador da dinamica
de colonizagédo bacteriana na cavidade bucal, do potencial patogénico e da

resisténcia a tratamentos, contribuindo para saude bucal geral.

Neste estudo a observacao do desenvolvimento de novas abordagens
no tratamento antimicrobiano com a nanotecnologia utilizada pode auxiliar no
entendimento da influéncia das propriedades fisico-quimicas das
nanoparticulas e suas interagbes com micro-organismos associados aos

biofilmes.
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ANEXOS

Anexo 1: Preparo de meios de cultura e solugdes
Meios de cultura, solucdes e reagentes:

Os meios do tipo “agar” foram preparados para adicionar entre 10 e 20 mL em
cada placa de Petri 50x10mm. As placas foram submetidas ao teste de esterilidade

em estufa a 37 °C por 48 h, seladas hermeticamente.

1. Agar Mitis Salivarius (AMS, Isofar®) acrescido de Bacitracina e Sacarose
(AMS-BS)

Para cada 1 Litro do meio de cultura AMSB usar:

THPLOSE. ... 10,0 g/L
Proteose peptonan®3 ... 5,0g/L
Proteose peptona .........ccoooiiiiiiii 5,0 g/L
GlICOSE .. 1,0 g/L
SACAIOSE ... e 50,0 g/L
Fosfato dipotassico ..., 4,0 g/L
AZULTIYPaNn ... 0,075 g/L
Agar bacterioldgico .............c.ceeiviiiiieiiiii 0,0008 g/L
PH a25°C
Telurito de potassio .......ccvvviiiiiiiiee 1%
Bacitracina ... 1%
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Para preparo de 1 L de meio AMSBS, foi utilizado um frasco com tampa
para autoclavacdo. Sao pesados em balanca analitica, 90,1 g de meio AMS, e
acrescenta-se 150 g de sacarose e 1 L de 4gua destilada. Homogeneizar o frasco
até completa dissolucdo. Faz-se a autoclavacdo com a tampa entreaberta a 125
°C por 15 minutos em pressdo de trabalho 1,5 kgf/cm?. Deixar a solucgédo
autoclavada pronta, sob fluxo laminar até a temperatura de 50 °C, e adicionar a
10 mL de bacitracina 1% com o auxilio do filtro milipore (0,22 pm) e 1mL de
telurito de potassio 1% (conforme descrito abaixo). Homogeneizar o frasco
novamente, e colocar o meio liguido em placas de Petri estéreis. Deixar
gelatinizar, e colocar na estufa a 37°C por 48h, para o teste de esterilidade do

meio. Armazenar o meio AMSBS pronto em geladeira.

2. Solucao de bacitracina 1%

Foram pesados 13,20 mg de bacitracina P.A. (Dr. Ehrenstorfer GmbH) em
balanca analitica e sob o fluxo laminar, assepticamente adiciona-se 40 mL de
agua destilada. Esta solucdo foi utilizada proporcionalmente a quantidade de
meio preparado (CAMPOS, 2006). Armazenar em tubo Falcon estéril, ao abrigo

da luz e sob refrigeracao.
3. Solucao de telurito de potassio 1%

Sob o fluxo laminar, foi medido em proveta, 20 mL solucédo de telurito de
potassio 1% (pronta para uso). Filtra-se a solu¢cdo com o auxilio de uma seringa
de 20 mL e filtro Millipore de 0,22 pm na ponta da seringa. Armazenar em tubo
Falcon estéril, ao abrigo da luz e sob refrigeracao.

4. Preparo de Agar Sabouraud Dextrose Cloranfenicol (ASDC)

Descrito como meio seletivo para Candida (Kasvi).

Para cada 1 L de agua destilada acrescentar 62,1 g de meio agar
Sabouraud Dextrose. Acrescentar 0,5 g de cloranfenicol em p6 para cada 1 L da
solugdo pronta. Pode levar o cloranfenicol para autoclavar. Homogeneizar o
frasco até completa dissolucdo. Faz-se a autoclavagdo com a tampa entreaberta

a 125 °C por 15 minutos em presséo de trabalho 1,5 kgf/cm?2. Deixar a solugdo

Anexos e Apéndices

124



autoclavada pronta, sob fluxo laminar até a temperatura de 50 °C. Colocar
aproximadamente 20 mL do meio pronto e autoclavado em placas de Petri, deixar

gelatinizar e armazenar sob refrigeragao para posterior uso.

5. Preparo do Caldo infusdo coracéo cérebro acrescido de glicerol 20%

Meio de cultura rico e ndo seletivo, utilizado para congelamento,
conservacao e viabilidade de micro-organismos nao seletivo das amostras de S.
mutans (Himedia).

Para cada 37 g de meio BHI em po, adicione 1 L de agua destilada.
Acrescentar 200 mL de glicerol para cada 1 L da solucdo de BHI pronta.
Homogeneizar o frasco até completa dissolugdo. Fazer aliquotas de 4500 pL em
tubos de ensaio com tampa. Faz-se a autoclavacdo com a tampa entreaberta a
125 °C por 15 minutos em presséo de trabalho 1,5 kgf/cm?. Deixar a solugéo a

temperatura ambiente e armazenar sob refrigeragéo para posterior uso.

6. Preparo do caldo infusdo coracdo cérebro acrescido de sacarose 2%
(BHIS)

Meio de cultura rico e ndo seletivo, utilizado para crescimento ndo seletivo
das amostras de S. mutans (Himedia). Para cada 37 g de meio BHI em po6,
adicione 1 L de agua destilada. Acrescentar 20 g de sacarose para cada 1 L da
solucao de BHI pronta. Homogeneizar o frasco até completa dissolugcéo. Fazer
aliquotas de 4500 pL em tubos de ensaio com tampa. Faz-se a autoclavacgao
com a tampa entreaberta a 125 °C por 15 minutos em presséo de trabalho 1,5
kgf/cm?. Deixar a solucéo a temperatura ambiente e armazenar sob refrigeracéo
para posterior uso.

7. Caldo Tioglicolato de sédio

Usado para fermentacéo de acgucares manitol ou sorbitol. Para cada formulag&o usar

de cada vez, apenas um tipo de acucar (ou manitol ou sorbitol).

Para cada 100 mL de Caldo Tioglicolato de sodio usar:

Anexos e Apéndices

125



Caseina ........ocvveiiiiiiin 1,59

Levedura........coovvvviiiiiiiiinnn.. 0,59
Manitol ou Sorbitol................. 0,55¢g
Cloretode sédio ................... 0,25¢g
L-cistina..........cooooiiiiiiiiinnns 0,05¢g
Tioglicolato de sédio ............. 0,05¢g
Agar ..o 0,075¢g
Solugédo de resazurina ......... 1 mL (n&o autoclavar)

Em um frasco de 1000 mL, colocou-se todos os ingredientes pesados e
completou o volume. Somente acrescentou-se a resazurina ap0s a autoclavacao.
Autoclavou-se a 125 °C por 15 minutos em presséo de trabalho 1,5 kgf/cm?. Sob o
fluxo laminar, transfiriu-se 10 mL do caldo pronto, para tubos de ensaio estéreis do
tipo Falcon de 15 mL. Acrescentou-se a Resazurina filtrando. Colocou-se os tubos
Falcon prontos para teste de esterilidade em estufa a 37 °C por 24 h. Com o auxilio
da alca de platina, pingou-se algumas colGnias crescidas e incubadas previamente, e
inoculou-se até o final do tubo, no caldo tioglicolato de sddio. Colocou-se em estufa

bacteriol6gica a 37°C por 72h.

8.Solucéo de Resazurina

Para cada 10 mg ou 0,01 g de resazurina em cada 100 mL de agua destilada.
Colocar em um frasco ambar ao abrigo da luz e armazenar sob refrigeracdo para

posterior uso. Esterilizar por filtragdo com membrana millipore.

9. Solucéo fisiolégica estéril 0,9% (SFE)
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Utilizada para lavagem, diluicdo dos inoculos.
Composicéo (g/L):
Cloreto de SOI0.......coiuuiiiiiieeiiiee e 99

Agua destilada ...........c.coveevieeeiieeeeeee e, 1L
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ANEXO 2: Regras de publicacdo da Revista Sapiéncia: sociedade, saberes e

praticas educacionais

= SAPRIENCIA

sociedade, saberes e praticas educacionais | 2238-3565 |

O TITULO - FONTE 16, ESCRITO EM CAIXA ALTA COM A
COR DE DESTAQUE (todo o manuscrito deve usar a
fonte “consolas”)

Titulo em Inglés (fonte 106, 1itdlico)
Autor (fonte 12 negrito) (preenchimento pelos editores)
Instituicao (fonte 10)

Autora (fonte 12 negrito) (preenchimento pelos editores)
Institui¢do (fonte 10)

RESUMO

O resumo, escrito em fonte 10 ndo deverda ultrapassar 220 palavras. O espagamento
sera simples, texto justificado.

Palavras-chaves: no maximo trés palavras separadas por ponto e virgula

ABSTRACT

The abstract, written in 10 font, should not exceed 220 words. Spacing will be
simple, justified text.

Keywords: a maximum of three words separated by semicolons

INTRODUGCAO (titulos, mailsculo, negrito, fonte 12, sem numeracido.
Comegando na segunda pagina do manuscrito)

Subtitulos (mindsculo, negrito, fonte 11, sem numeragao)
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Os manuscritos devem ser digitados em tamanho de papel A4 (21 x 29,7
cm), com margens de 3 cm (superior, inferior, esquerda e direita). O texto
devera ser escrito em fonte 11, espa¢amento simples, com recuo de 1,5cm no
inicio do paragrafo. Deve ser respeitada a distancia de 0.6 de espag¢amento
apoés cada paragrafo. Usar a norma atualizada da ABNT para cita¢bes (NBR
10520/2023).

As citag¢des diretas, quando existirem, deve ser recuadas (4cm
- esquerda), escritas em fonte 10, espacamento simples,
deixando a distancia de 0.6 antes e apds a citagao (paragrafo).
(Agostinho, 2022, p. 13).

As figuras, quadros, tabelas, graficos, fotografias etc, precisam ter
chamada no texto. O titulo, justificado, deve aparecer na parte superior e
a fonte na parte inferior (o texto da fonte, centralizado, terd tamanho 10).
Exemplo:

Figura 1 - Variacdo da drea ocupada (hectares) por lavouras temporarias nos
Municipios de Campestre de Goias - GO no periodo de 1997 a 2020

Fonte:
A - Campestre de Goias
2100
1800
9 15ee
~
(]
+ 1200
v
v
£
~ 90
o
L 600
MO
3ee
o =
1997 2000 2003 2005 2ee8 2010 2013 2015 2018 2020
e—Arroz =—=Cana-de-agticar Feijao Mandioca ===Milho ===Soja

Produ¢do Agricola Municipal para os anos de 1997 a 2020 - IBGE (2021).

REFERENCIAS

Usar a norma da ABNT (NBR 6023). Use espagamento simples entre as linhas e
espacamento 6 (antes) e 12 (depois) entre cada referéncia. Exemplos:

IBGE - INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA. Producdo Agricola
Municipal - PAM. (Periodicidade Anual). Rio de Janeiro, IBGE, 2021b.
Disponivel em: https://www.ibge.gov.br/. Acesso em: @1 jun. 2021.

IBGE - INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA. Producido da
Pecuaria Municipal - PPM. (Periodicidade Anual). Rio de Janeiro, IBGE, 2021a.
Disponivel em: https://www.ibge.gov.br/. Acesso em: 01 jun. 2021.
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ANEXO 3: Resumo apresentado no X EEPEX

PERFIL DA FORMAGAO DE BIOFILME DE Streptococcus mutans
ISOLADOS DA CAVIDADE BUCAL EM ESCOVAS DENTAIS

Maria José Barbaresco, Mestranda CAPS, UEG/CET, mariajbarbaresco@amail.com; Justine Carlos Baptista, Graduando F

UEG/CET, j il.coml; Jodo

Simoes Chagas da Silva, Mestrando CAPS, UEG/CET, joaosalviano14@gmail.com; Reuber Mendes Rocha, Mestre, UFG/FO, reuber.mr@gmail.com; Plinio Lazaro Faleiro Naves, Doutor,
UEG/CET, plinionaves@ueg.br

Area do trabalho: PESQUISA

Curso: Mestrado em Ciéncias Aplicadas & produtos para Saide

INTRODUGAO

Micro-organismos como o Streptococcus mutans colonizam as
superficies da cavidade bucal e formam biofiimes, que podem
desenvolver carie dentaria (ZAYED et al., 2021). A identificagao
de S. mutans pode ser realizada por técnicas de cultura
microbiana e testes bioquimicos). A escova dental sofre
deposicéo e proliferagdo de micro-organismos em suas cerdas
durante seu uso. Foi demonstrado a correlagdo entre a carga
microbiana nas escovas de dente e o estado dentario do
paciente (ROCHA, 2022). Este estudo avalia o perfil de
formagdo de biofilme de S. mutans, através da biomassa total
(DO, €M relagéo a aderéncia desse micro-organismo nas
escovas dentais, demonstrado pela contagem de colénias
crescidas.

MATERIAL E METODO

Oito isolados de micro-organismos do Laboratério de
Bioensaios (LabBio-UEG) foram reativados em placas com Agar
Mitis Salivarius Bacitracina (AMSB) e incubados a 37°C por
72h. O aspecto colonial foi analisado com microscopico e
coloragdo Gram. A identificagdo presuntiva dos S. mutans foi
finalizada com os testes bioquimicos de producéo de catalase,
hemolise em dagar sangue, beta-glucuronidase em &agar
cromogeénico, fermentacdo de manitol e sorbitol e teste Pyr. A
formagao de biofilme foi avaliada com a determinagdo da
biomassa total em microplacas coradas com cristal violeta
conforme ZAYED (2021), e pela contagem das células vidveis
aderidas as cerdas de escovas inoculadas.
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Foram considerados como S. mutans, os estreptococos que se
apresentaram com colénias azuis escuras incrustadas,
brilhantes e com aparéncia de vidro moido crescidas em AMSB
com o aspecto microscopico de cocos Gram positivos isolados
aos pares. Os testes bioquimicos realizados tiveram os
seguintes resultados: catalase negativa, alfa hemodlise,
beta-glucuronidase positiva, fermentagdo de manitol e sorbitol e
teste Pyr negativo. Todos os 8 S. mutans formaram biofilme,
sendo todos classificados como formadores fortes de biofilme,
de acordo com a coloragdo de cristal violeta.
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Legenda: Biomassa total e contagem do numero de células viaveis associadas ao biofilme
de S. mutans.

DISCUSSAO

Os biofilmes sédo formados por exopolissacarideos, proteinas
e lipideos. Os exopolissacarideos exibem um comportamento
semelhante a cola integrando o processo de formagao do
biofilme no substrato sélido. Bactérias em biofilmes constituem
populagoes heterogéneas com variada taxa de crescimento. A
avaliagdo do perfil de formagao forte de S. mutans testados,
sugere o qudo aderente esse micro-organismo € em
superficies sdlidas como o dente ou as cerdas das escovas.
Todos os S. mutans na cavidade oral formam biofiimes que
aderem as superficies dos dentes. Fato este que valida os
resultados  obtidos. As escovas dentais mantém
micro-organismos vidveis em suas cerdas, como predominio
de cocos Gram-positivos que podem causar periodontopatias
aos seus usuarios. Portanto devemos adotar cuidados
relacionados ao armazenamento e higiene das escovas
dentais.

CONCLUSAO

Os isolados da cavidade bucal foram identificados com
métodos fenotipicos e todos formaram biofilme classificado
como forte em escovas dentais. A quantificacao da biomassa
total se correlacionou com a contagem do numero de
bactérias viaveis aderidas as escovas para a maioria dos
isolados. Deste modo, concluimos que o perfil de formagao
de biofiilme dos Streptococcus mutans em escovas dentais
reforga a necessidade de estudos complementares para o
desenvolvimento dessa estrutura.
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