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RESUMO

Os microrganismos provenientes da cavidade oral que invadem o
sistema de canais radiculares sdo capazes de se aderir as paredes
dentinérias e formar biofilmes, provocando uma resposta inflamatoria
nos tecidos perirradiculares. Visto que existe uma relagdo causal entre a
infeccdo do sistema de canais radiculares e a periodontite apical, o
controle da infeccdo é um dos principais objetivos do tratamento
endodontico. Devido a limitada acdo de desinfeccdo promovida pelas
diversas manobras endoddnticas, novas alternativas de tratamento tém
sido propostas. Esta tese de doutorado & composta por 2 estudos
desenvolvidos com o0s objetivos de: 1) avaliar o efeito do é&cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 17% e da Solucdo Salina
Modificada (MSS) na desagregacdo e eliminagdo das bactérias do
biofilme de Enterococcus faecalis; 2) avaliar os efeitos das y-
alquilideno-y-lactamas 12e, 13e e 13f na inibicdo da formacdo de um
biofilme multiespécies de Streptococus mutans, E. faecalis e Candida
glabrata. No estudo 1, biofilmes de E. faecalis de 48 h foram
desenvolvidos em discos de vidro e tratados por 1 h por meio da imersdo
em EDTA 17% ou MSS. Apds os tratamentos, a viabilidade das células
bacterianas remanescentes no substrato e das células desagregadas no
sobrenadante foi avaliada por meio do método de contagem de unidades
formadoras de coldnias (UFC). Além disso, também foi realizado o
tratamento com propidio monoazida (PMA) juntamente com o teste de
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) para a detec¢do
da presenca do gene RNAr 16S do E. faecalis. No estudo 2, biofilmes
multiespécies foram estabelecidos em um modelo de adesdo ativo.
Discos de vidro foram condicionados com as lactamas 12e, 13e e 13f ou
DMSO 3,5% (controle) por 1 h, inoculados com as culturas
microbianas, e incubados por 48 h. Apds, testes foram realizados a fim
de avaliar os efeitos das lactamas na inibicdo da formagdo do biofilme.
Foram avaliados a biomassa do biofilme por meio do ensaio com cristal
violeta; o nimero de células viaveis e totais aderidas ao substrato, por
meio do método de contagem de UFCs e gPCR, respectivamente; a
guantidade de proteinas pelo método de Bradford; e a quantidade
polissacarideos insollveis presentes na matriz extracelular. Os dados
paramétricos obtidos com os diferentes experimentos foram analisados
pelos testes One-way ANOVA e post hoc Tukey. Quando a normalidade
dos residuos dos dados foi violada, os testes Kruskal-Wallis e post hoc
Dunn foram empregados. O teste de correlagdo R de Pearson analisou o
grau de correlagdo entre UFC e PMA. O nivel de significancia foi



estabelecido em 5%. Com base nos resultados obtidos nos dois estudos
foi possivel concluir que: 1) O EDTA e a MSS foram efetivos para
promover a desagregacdo das bactérias do biofilme de E. faecalis. A
MSS demonstrou excelente atividade antimicrobiana, enquanto o EDTA
apresentou baixa efetividade antimicrobiana contra o biofilme de E.
faecalis; Correlacdo positiva foi observada entre os resultados de UFC e
PMA; 2) As y-alquilideno-y-lactamas 12e, 13e e 13f diminuiram a
producdo de polissacarideos e proteinas da matriz extracelular do
biofilme multiespécies de S. mutans, E. faecalis e C. glabrata.

Palavras-chave: Desinfecgdo. Solugdo Salina Modificada.  v-
alquilideno-y-lactamas.



ABSTRACT

Microorganisms from the oral cavity that invade the root canal system
are able to adhere to dentine walls and give rise to biofilms, resulting in
inflammatory response of the perirradicular tissues. Because there is a
causal relationship between infection of the root canal system and apical
periodontitis, infection control is one of the main objectives of the
endodontic treatment. Due to the limited disinfection action promoted
by several endodontic procedures, new alternatives of treatment have
been proposed. This PhD thesis is composed of 2 studies with the
following aims: 1) to evaluate the effect of 17%
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and Modified Salt Solution
(MSS) to detach and Kill bacteria from Enterococcus faecalis biofilm; 2)
to evaluate the effects of y-alkylidene-y-lactams 12e, 13e e 13f on
inhibition of Streptococcus mutans, E. faecalis and Candida glabrata
multispecies biofilm. In the first study, 48-h-old E. faecalis biofilms
were grown on glass cover slips and then treated for 1 h by immersion
in 17% EDTA or MSS. After treatments, the viability of the remaining
bacterial cells attached to the substrate and detached cells in the
supernatant was assessed by colony forming units (CFU) counting
method. In addition, it was also performed treatment with propidium
monoazide (PMA) in conjunction with quantitative polymerase chain
reaction (qPCR) to detect the presence of 16S rRNA from E. faecalis. In
the second study, multispecies biofilms were grown in an active
attachment model. Glass cover slips were conditioned with lactams 12e,
13e e 13f or 3.5% DMSO (control) for 1 h, inoculated with the
microbial cultures, and incubated for 48 h. Then, tests were performed
to evaluate the effects of lactams on inhibition of biofilm formation. It
was assessed the biofilm biomass using crystal violet; the number of
viable and total cells attached to the substrate using CFU counting
method and gPCR, respectively; the amount of proteins using Bradford
assay; and the quantity of insoluble polysaccharides in the extracellular
matrix. The parametric data from different experiments were analyzed
using One-way ANOVA and post hoc Tukey tests. When the
assumption of normality was violated the Kruskal-Wallis and post hoc
Dunn tests were used. The correlation Pearson’s R test analyzed the
correlation between CFU and PMA. A significance level of 5% was
established. Based on results from both studies it was possible to
conclude that 1) EDTA and MSS were effective to promote detachment
of bacteria from E. faecalis biofilm. MSS showed excellent
antimicrobial activity, while EDTA showed low antimicrobial



effectiveness against E. faecalis biofilm; 2) y-alkylidene-y-lactamas 12e,
13e e 13f decreased polysaccharides and proteins production from the
extracellular matrix of S. mutans, E. faecalis and C. glabrata
multispecies biofilm.

Keywords: Disinfection. Modified Salt Solution. y-alkylidene-y-
lactams.
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PREFACIO

Esta tese é constituida por uma introdugdo geral que apresenta
as caracteristicas do biofilme microbiano e o seu papel nas infeccbes
endodonticas, assim como diferentes solugdes com potencial para
promover a desagregacgdo, eliminacdo e/ou inibigdo do biofilme. Na
sequéncia, sdo apresentados dois artigos cientificos resultantes de
pesquisas desenvolvidas durante o Curso de Doutorado em Odontologia,
area de concentracdo Endodontia, do Programa de Pds-Graduagdo em
Odontologia da Universidade Federal de Santa Catarina.

Artigo 1. Efetividade do EDTA e da Solucdo Salina
Modificada na desagregacdo e eliminacdo das células do biofilme de
Enterococcus faecalis.

Artigo 2: Efeitos de trés y-alquilideno-y-lactamas na inibigédo
da formacédo de um biofilme multiespécies.
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INTRODUCAO

Microrganismos ndo vivem na natureza como células individuais
dispersas. Ao contrario, se aderem firmemente as superficies, na
interface solido-liquido, a fim de formar agregados microbianos
multicelulares conhecidos como biofilmes, o0s quais coexistem e
interagem entre si (FLEMMING; WINGENDER, 2010). De maneira
geral, o estabelecimento de uma comunidade de microrganismos em
uma superficie segue uma série de estagios, que incluem a deposi¢do de
um filme condicionante, adesdo e colonizagdo de microrganismos
plancténicos, coadesdo de outros microrganismos e descolamento de
microrganismos do  biofilme para o ambiente circundante
(SVENSATER; BERGENHOLTZ, 2004). Cada agregado microbiano
desempenha um papel funcional que contribui para toda a comunidade e
mantém o balango ecoldgico do ecossistema (SIQUEIRA JR; ROCAS,
2009). Biofilmes podem formar um consorcio estavel, transferir genes
horizontalmente e realizar intensa comunicagdo intercelular
(FLEMMING; WINGENDER, 2010). Quando associados em biofilme,
0S microrganismos possuem atividade metabdlica diversificada e mais
eficiente, além de serem fenotipicamente e fisiologicamente diferentes
dos planctdnicos (QUAH et al., 2012), como resultado da transcricéo
genética alterada e das interacfes intercelulares (de la FUENTE-
NUNEZ et al., 2013). Destaca-se 0 aumento da resisténcia aos agentes
antimicrobianos em até mil vezes (NICKEL et al., 1985; JOHNSON et
al., 2002).

Biofilmes sdo sistemas heterogéneos (OZOK et al., 2012). Na
maioria dos casos, 0s microrganismos representam menos de 10% da
massa seca e sdo envoltos em uma matriz de substancias poliméricas
extracelulares (EPS) altamente hidratada, que pode somar mais de 90%
do peso do biofilme. Esta matriz extracelular com arquitetura
tridimensional preenche os espacos entre as células, mantendo-as em
proximidade, permitindo intensas interacdes (FLEMMING;
WINGENDER, 2010). A matriz de EPS consiste essencialmente de
agua, mas também apresenta produtos metabdlicos das bactérias como
proteinas, polissacarideos, DNA extracelular e outros componentes.
Polissacarideos e proteinas sdo produzidos e secretados pelas células
microbianas em grande quantidade para formar a matriz extracelular
durante o processo de maturacdo (FLEMMING; WINGENDER, 2010) e
conferem protecdo contra as defesas do hospedeiro, agentes
antimicrobianos e estresse do ambiente (FLEMMING; WINGENDER,
2010; QUAH et al., 2012). Cétions metalicos, como o calcio (Ca*?),
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também estdo presentes e sdo essenciais na manutenc¢do da estabilidade,
arquitetura, viscosidade e resisténcia do biofilme (KORSTGENS et al.,
2001). Os cations divalentes estimulam a adesdo intercelular e a
agregacdo através de interacdes eletrostaticas com a parede celular
bacteriana (SARKISOVA et al., 2005).

Diversos sistemas na natureza fornecem condicGes para a
formacdo de biofilmes microbianos, dentre eles a cavidade oral. Os
microrganismos provenientes da cavidade oral que invadem o sistema
de canais radiculares em decorréncia de carie, trauma, infiltracdo
coronal, queda ou fratura de restauraces (NAIR, 2004), sdo capazes de
se aderir as paredes dentinarias e formar biofilmes (PRAKASH,;
VEEREGOWDA; KRISHNAPPA, 2003; JAIN et al., 2007; VERA et
al., 2012; RICUCCI; LOGHIN; SIQUEIRA JR, 2013; WANG; SHEN;
HAAPASALO, 2014). No entanto, o conhecimento sobre a formacéo do
biofilme nas infec¢des endodonticas ainda é escasso, uma vez que, sob
uma perspectiva ecoldgica, o canal radicular é considerado um ambiente
altamente controlado, com limitado nimero de nichos e com condices
diferenciadas, como menor disponibilidade de oxigénio e nutrientes.
Ainda assim, tais condigdes ndo impedem a formacdo do biofilme
(GEORGE; KISHEN; SONG, 2005). Esta bem documentado que a
presenca de biofilme no canal radicular influencia diretamente o sucesso
do tratamento endododntico (HAAPASALO et al.,, 2005; RICUCCI;
LOGHIN; SIQUEIRA JR, 2013). O hospedeiro responde aos
componentes microbianos presentes no interior do canal, ou mesmo
aqueles que ultrapassam o forame apical, por meio de uma resposta
inflamatdria, a periodontite apical (KAKEHASHI; STANLEY,
FITZGERALD, 1965; MOLLER et al., 1981).

Assim, na endodontia contemporanea, 0 preparo quimico-
mecanico do canal radicular tem sido o procedimento mais
recomendado para a remocdo do biofilme (ALVES et al., 2013).
Entretanto, a acdo efetiva dos instrumentos e das solugdes irrigadoras é
comprometida pela complexidade anatdmica do sistema de canais
radiculares (WU et al., 2000; FAN et al., 2004), que impede 0 acesso e a
desinfeccdo de determinadas regibes (NAIR et al., 2005; NAIR, 2006;
RICUCCI; SIQUEIRA JR, 2010). Outro fator que dificulta a limpeza é
o fato de as bactérias prevalecerem na configuracdo de biofilme (NAIR
1987; RICUCCI; SIQUEIRA JR, 2010). Além da dificuldade de se obter
a desinfeccdo do canal, ainda existe o risco do mesmo ser contaminado
ou recontaminado durante e/ou apds o tratamento endoddntico, quando
ocorre fratura dental, queda da restauragdo proviséria ou definitiva,
proporcionando a infiltragcdo coronéria (KAMPFER et al., 2007). Assim,
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visto que existe uma relagdo causal entre a infecgdo do sistema de canais
radiculares e a periodontite apical, a desinfeccdo é um dos principais
objetivos do tratamento endodéntico.

Agentes empregados frequentemente para promover a limpeza
dos canais radiculares, como o hipoclorito de sodio (NaOCI) de 1% a
6% (CHAVEZ DE PAZ;, BERGENHOLTZ; SVENSATER, 2010;
WANG; SHEN; HAAPASALO, 2012) e a clorexidina (CHX) (WANG;
SHEN; HAAPASALO, 2012), sdo desinfetantes de superficie e,
portanto, falham em alcancar todas as regides do sistema de canais
radiculares.

Em suas diversas concentracdes, o0 NaOCI tem demonstrado
maior poder de eliminacdo do biofilme quando comparado & outras
solucdes irrigadoras (CASE et al., 2012). Contudo, mesmo ap06s a
realizacdo do tratamento endod6ntico convencional sob irrigacdo com
NaOCI e aplicacdo de hidréxido de célcio [Ca(OH),] como medicagéo
intracanal, microrganismos e biofilmes vidveis ainda podem ser
detectados na complexidade do sistema de canais radiculares (NAIR,
2006; RICUCCI; SIQUEIRA JR, 2010).

A CHX possui um espectro antimicrobiano amplo e de longa
duragdo (GOMES et al., 2013). Apesar de ser uma alternativa ao uso do
NaOCI, a CHX néo é capaz de erradicar as bactérias do canal radicular,
mesmo quando associada ao uso de aparelhos ultrassdnicos (SHEN et
al., 2010).

O Ca(OH), e utilizado como medicacdo intracanal entre as
sessOes do tratamento endodéntico com o objetivo de contribuir com a
desinfeccdo e prevenir a reinfeccdo provocada por biofilmes residuais.
Entretanto, o Ca(OH), é um agente antimicrobiano de efeito moderado e
é pouco efetivo contra biofilmes (ABDULLAH et al., 2005).

Devido a limitada acdo de desinfeccdo promovida pelas diversas
manobras endoddnticas, novas alternativas de tratamento tém sido
propostas. Um desinfetante efetivo deveria ser capaz de penetrar nas
partes mais remotas do sistema de canais radiculares e alcancar todos 0s
microrganismos. Além disso, devido a relacdo intima entre os tecidos
periapicais e 0 espaco do canal radicular, um desinfetante ndo deveria
ser citotdxico. Os desinfetantes empregados atualmente sdo seguros
apenas quando utilizados no interior do canal radicular, visto que suas
concentracBes estdo bem acima dos limites considerados seguros
(BARNHART et al., 2005).

Na tecnologia alimenticia, com o intuito de preservar 0s
alimentos frescos, os microrganismos séo frequentemente submetidos a
fatores que geram estresse ambiental e funcionam como barreiras ou
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desafios para inibir o crescimento microbiano. Estresse ambiental pode
ser definido como um fator externo que promove um efeito adverso no
estado fisioldgico das células microbianas, ocasionando uma redugéo na
taxa de crescimento ou, em circunstancias mais extremas, a morte
celular (ARCHER, 1996). Exemplos de estresse ambiental incluem
extremos de temperatura, pH, pressdo hipo-osmoética e hiperosmoética,
deplecdo de nutrientes, e 0 uso de conservantes (ARCHER, 1996). A
pressdo hiperosmdtica pode inativar bactérias em um biofilme (van der
WAAL et al., 2011), pois reduz a quantidade de agua disponivel para 0s
microrganismos (GUTIERREZ; ABEE; BOOTH, 1995). Assim,
tecnologias baseadas em mudltiplas barreiras combinam uma série de
fatores externos, 0s quais 0s microrganismos sdo incapazes de superar.
Os microrganismos sdo expostos aos desafios e tentam se adaptar as
alteragdes ambientais. No entanto, cada adaptacdo demanda energia.
Uma vez que ha mais do que um desafio para ser superado, 0S
microrganismos tornam-se exaustos (BEALES, 2004), e sdo levados a
morte.

Recentemente, uma solucdo foi desenvolvida com o intuito de
promover a morte das células microbianas por meio da combinacéo de
multiplos estresses do ambiente. A solucdo salina modificada (modified
salt solution - MSS), composta pelos sais sorbato de potassio e cloreto
de sddio, € eficaz em inativar biofilmes (van der WAAL et al., 2012,
2015). Em geral, sua acdo pode ser explicada pela hipertonicidade da
solucdo, que estimula as células a armazenarem moléculas e ions com o
intuito de evitar a perda de agua. Tendo em vista que a membrana dos
microrganismos é semipermeavel, quando presentes em um ambiente
com alta pressdo osmotica ha redugdo na quantidade de agua no interior
das células, e o subsequente acimulo dos ions potassio e sorbato, e do
acido sdrbico, resultando em estresse metabolico, inibicdo do
crescimento e, eventualmente, na morte celular (CSONKA, 1989;
GUTIERREZ; ABEE; BOOTH, 1995; WIINKER; KOOP; LIPMAN,
2006). Quando o sistema de canais radiculares é permeado por sais, esse
ambiente pode exercer um estresse hiperosmético nos biofilmes
presentes. Essa modifica¢do no ambiente pode ter acdo desinfetante.

Até 0 momento, a eficacia da MSS tem sido testada em modelos
nos quais bactérias formaram biofilmes aderidos a superficie de um
substrato. Nesses modelos, a atividade metabolica e a viabilidade dos
biofilmes residuais aderidos ao substrato foram avaliadas ap6s o
tratamento do biofilme com MSS (van der WAAL et al., 2015).
Portanto, permanece incerto se a redugdo bacteriana ocorre devido a
morte das bactérias ou devido a desagregacdo das células do biofilme
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aderido ao substrato, ou ambos.

O écido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) é efetivo e
amplamente utilizado na terapia endodontica para reduzir a resisténcia
da dentina ao corte e para a remo¢do dos componentes inorganicos da
lama dentinaria produzida durante a instrumentacdo (TEIXEIRA,
FELIPPE MC; FELIPPE WT, 2005). Agentes quelantes, como 0 EDTA,
também sdo reconhecidos pelos seus significativos efeitos sobre o
biofilme microbiano (ISSAM et al., 2008). A capacidade de
desagregacdo do biofilme através da reducdo da resisténcia da matriz
extracelular (BANIN; BRADY; GREENBERG, 2006; CAVALIERE et
al., 2014) significa que o EDTA também pode ser utilizado para
desagregar ou limpar os biofilmes endodénticos, por meio da quelacéo
dos cations divalentes necessarios para a estabilizacdo do biofilme. Sua
atividade antimicrobiana parece limitada e provavelmente ocorra devido
ao sequestro dos cations envolvidos no crescimento microbiano e na
estabilidade da membrana (BANIN; BRADY; GREENBERG, 2006).
Entretanto, ha ddvidas quanto a acdo antimicrobiana, visto que poucos
testes de viabilidade celular com cultura microbiana foram realizados e
os dados adquiridos por meio de testes empregando corantes ndo sao
totalmente precisos (STIEFEL et al., 2015). Até o momento, na
literatura endod6ntica, poucos trabalhos tém sido desenvolvidos com o
intuito de investigar e quantificar o efeito de desagregagdo/eliminagéo
das células do biofilme promovido pelo EDTA.

Uma terapia alternativa que poderia garantir o sucesso do
tratamento endod6ntico seria uma abordagem preventiva com o intuito
de inibir a formag&o do biofilme no canal radicular (JOHNSON et al.,
2002; QUAH et al., 2012). Ja é sabido que alguns produtos interferem
diretamente na formacdo do biofilme, atuando em moléculas e
receptores envolvidos na adesdo microbiana a  superficie
(SPLENDIANI; LIVINGSTON; NICOLELLA, 2006; PEREIRA,
2006), em componentes dos sistemas de secrecdo microbiana (LEBEIS;
KALMAN, 2009), no metabolismo do biofilme e nos sistemas
enzimaticos microbianos (OLOFSSON; HERMANSSON, ELWING,
2003; QUAH et al., 2012). Também interferem em fatores de viruléncia
das células e tecidos colonizados (LEBEIS; KALMAN, 2009) e em
moléculas ou sistemas sinalizadores e moduladores dos microrganismos
organizados em biofilme. Esses sistemas sinalizadores, também
conhecidos como quorum-sensing, regulam, por exemplo, a produgéo de
polissacarideos extracelulares (NADELL et al., 2008; PAN; REN, 2009)
e a propria formacdo do biofilme (NADELL et al., 2008). Com este
propdsito, moléculas bioativas sdo de especial interesse, uma vez que
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possuem o potencial de inibir a infecgdo sem induzir o desenvolvimento
de resisténcia na popula¢do microbiana alvo (PEREIRA et al., 2014a,
2014b; TA et al., 2014; YANG et al., 2014). InvestigacOes recentes
demonstraram que analogos aos rubrolideos, componentes originarios
do metabolismo secundario de organismos marinhos, e suas
correspondentes, as lactamas, estdo entre as micromoléculas mais ativas
na inibicdo da formacdo do biofilme de Enterococcus faecalis
(PEREIRA et al., 2014a). E. faecalis € uma das bactérias mais dificeis
de serem eliminadas e estd frequentemente envolvida nos casos de
infeccdes persistentes do canal radicular (PORTENIER; WALTIMO;
HAAPASALO, 2003). Nesse contexto, a bioatividade potencial dos
novos analogos aos rubrolideos sintéticos tem sido explorada
(PEREIRA et al., 2014a, 2014b).

Assim, o desenvolvimento de novos materiais, soluces ou
medicacdes intracanal que influenciem a formag&o do biofilme por meio
da inibicdo da adesdo inicial dos microrganismos, da prevencdo do
crescimento do biofilme, do distirbio no metabolismo do biofilme, da
eliminacdo e/ou da desagregacdo das células microbianas dos biofilmes
(WANG; SHEN; HAAPASALO, 2014; van der WAAL et al., 2015)
poderia ser uma estratégia efetiva para controlar a infeccdo do sistema
de canais radiculares.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de diferentes solu¢bes para promover a
desagregacdo, eliminagdo e inibicdo do biofilme.

1.1.2 Objetivos Especificos

1) Avaliar a efetividade do EDTA e da MSS na desagregacgdo das
bactérias do biofilme de Enterococcus faecalis.

2) Avaliar a agdo antimicrobiana do EDTA e da MSS contra um
biofilme de Enterococcus faecalis.

3) Avaliar o efeito de trés y-alquilideno-y-lactamas na inibicéo da
formacdo de um biofilme multiespécies de Streptococcus mutans,
Enterococcus faecalis e Candida glabrata.
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2.1 RESUMO

Introducdo: A desagregagcdo da matriz dos biofilmes endoddnticos
auxilia na sua remocdo dos canais radiculares. O objetivo deste estudo
foi investigar a eficacia do acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e
da Solucdo Salina Modificada (MSS) para desagregar bactérias do
biofilme. Métodos: Biofilmes de Enterococcus faecalis de 48 h foram
desenvolvidos em discos de vidro e tratados por imersdo de 1 h em
EDTA 17% ou MSS. O tampéo fosfato-salino serviu como controle
negativo. Em seguida, as células do biofilme remanescente no substrato
e as células desagregadas no sobrenadante foram coletadas. A
viabilidade foi verificada por meio do método de contagem de unidades
formadoras de colénias (UFC). O tratamento com propidio monoazida
(PMA) juntamente com gPCR foi realizado para a deteccdo da presenca
do gene RNAr 16S do E. faecalis. Os dados foram analisados pelos
testes One-way ANOVA e Tukey ou Kruskal-Walis e Dunn. O teste R
de Pearson avaliou a correlacdo entre 0s resultados de UFC e PMA (o. =
5%). Resultados: A gPCR demonstrou que o EDTA desagregou 99%
das células do biofilme. A MSS desagregou 94% das células do biofilme
(ambos p < 0,001). Ao contrario do EDTA, a MSS foi altamente
antimicrobiana. A MSS promoveu uma ampla reducdo, log 7, das
células aderidas (p < 0,001) e quase nenhuma célula viva foi detectada
no sobrenadante (p < 0,001). Correlagbes positivas entre UFC e qPCR
com PMA foram observadas (r = 0,959 e r = 0,729). Conclusdes: O
EDTA desagregou as células do biofilme exercendo menor efeito
antimicrobiano. Além do excelente efeito antimicrobiano, a MSS
também desagregou as células do biofilme. A desagregacdo dos
biofilmes alcancada fornece informacGes para novas estratégias na
remocao do biofilme endodontico.

Palavras-chave: Solucdo Salina Modificada, EDTA, Enterococcus
faecalis, desinfecgdo, desagregacdo do biofilme, desprendimento do
biofilme, propidio monoazida, gPCR.

2.2 ABSTRACT

Introduction: Disruption of the matrix of endodontic biofilms will aid
in their removal from a root canal. Therefore, the aim of this study was
to investigate the efficacy of ethylenediaminetetra-acetic acid (EDTA)
and modified salt solution (MSS) to detach bacteria from biofilms.
Methods: Forty-eight-hours-old E. faecalis biofilms were grown on
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glass cover slips and then treated for 1 h by immersion in 17% EDTA or
MSS. Phosphate buffered saline served as negative control. Then,
residual biofilm cells on the substrate and the detached cells in the
supernatant were collected. Viability was verified by the colony-
forming-unit (CFU) counting method. Propidium monoazide (PMA)
treatment in conjunction with gPCR was also performed to detect the
presence of E. faecalis 16S-rRNA genes. Data were analyzed using
One-way ANOVA and Tukey or Kruskal-Wallis and Dunn tests.
Pearson’s R test evaluated correlation between results from CFU and
PMA (a = 5%). Results: gPCR showed that EDTA detached 99% of
biofilm cells; MSS detached 94% biofilm cells (both P < .001). In
contrast to EDTA, MSS was highly antimicrobial. The treatment
promoted an ample log 7 reduction of the attached cells (P < .001) and
almost no live cells were detected in the supernatant (P < .001). Positive
correlations between CFU and gPCR with PMA were observed (r =
0.959 and r = 0.729). Conclusions: EDTA detached cells in biofilms
with minor antimicrobial effect. Besides a great antimicrobial effect,
MSS also detached biofilm cells. These dispersals of biofilms give
insights into new endodontic biofilm-removal strategies.

Key-words: Modified Salt Solution, EDTA, Enterococcus faecalis,
disinfection, biofilm disruption, biofilm detachment, propidium
monoazide, gPCR.

2.3 INTRODUCAO

Solugdes irrigadoras tém sido utilizadas em combinacéo com os
instrumentos endoddnticos durante o preparo dos canais radiculares com
0 objetivo de propiciar a cura da periodontite apical, uma resposta
inflamatdria induzida pela presenca do biofilme (1). Embora durante o
tratamento endodontico seja possivel reduzir a carga bacteriana do canal
radicular, a maioria dos irrigantes falha em erradicar 0s microrganismos
(2). Uma das razdes é atribuida a reduzida susceptibilidade destes
microrganismos quando organizados na forma de biofilme (3); outra
razdo para a inadequada desinfeccdo deve-se ao fato de que irrigantes
como o hipoclorito de sédio ou a clorexidina sdo desinfetantes de
superficie, os quais falham em penetrar completamente/profundamente
nos biofilmes (4,5).

Em geral, biofilmes consistem de comunidades de bactérias
aderidas a uma superficie e envoltas em uma substancia polimérica
extracelular (EPS). EPS é constituido essencialmente de &gua, mas
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também contém proteinas, polissacarideos, DNA extracelular e outros
componentes (6). Metais policationicos como o célcio (Ca?*) também
estdo presentes e exercem um papel fundamental na manutencdo da
estabilidade, arquitetura e resisténcia do biofilme (7).

O quelante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) tem sido
empregado h& muito tempo em endodontia no preparo dos canais
radiculares para remover 0s componentes inorganicos da lama dentinaria
produzida durante a instrumentacdo (8). Sua propriedade de dispersao
do biofilme (9,10) sugere que o EDTA também é capaz de promover a
desagregacdo ou limpeza dos biofilmes endodénticos. Sua acédo
antimicrobiana parece limitada, embora testes de viabilidade com
cultura ndo sejam realizados com tanta frequéncia e os dados obtidos
com testes empregando corantes de viabilidade ndo sejam tdo precisos
(11). Até o momento, na &rea endodontica, poucos estudos tém sido
realizados para investigar o efeito de EDTA para promover a
limpeza/eliminacédo do biofilme.

SolugBes salinas hipertbnicas induzem a morte celular (12) e
também reduzem a coesdo da matriz do biofilme (13,14). A Solugéo
Salina Modificada (MSS) € hipertnica e sua excelente eficacia na
inativacdo dos biofilmes ocorre devido a aplicacdo simultanea de trés
tipos de estresse: 0 estresse hiperosmético, o estresse do acido fraco e do
acido soérbico (5,15). Sua eficacia tem sido testada em modelos nos
quais bactérias formaram biofilmes aderidos a superficie de substratos.
Nestes modelos, ap6s o tratamento com MSS, a atividade metabolica e a
viabilidade das células dos biofilmes residuais aderidos ao substrato
foram avaliadas (5,15). Portanto, é desconhecido se a reducdo bacteriana
ocorreu devido a morte das bactérias ou devido a desagregacdo das
células dos biofilmes aderidos ao substrato, ou ambos. Apos breve
investigacdo, a MSS pareceu ser capaz de desagregar os biofilmes, o que
poderia auxiliar na limpeza do sistema dos canais radiculares.

Resumidamente, o EDTA ¢ conhecido por sua propriedade de
desagregacdo do biofilme, enquanto a MSS é um antimicrobiano. O
objetivo deste estudo foi avaliar a efetividade do EDTA e da MSS em
desagregar o biofilme formado por Enterococcus faecalis. Além disso, a
acdo antimicrobiana da MSS e do EDTA sobre biofilmes foram
reavaliadas.

2.4 MATERIAIS E METODOS

Apbs os tratamentos, foi avaliada por meio do método de
contagem de unidades formadoras de colénias (UFC), a viabilidade das
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células bacterianas que permaneceram aderidas ao substrato, assim
como as células que se desprenderam do biofilme ou do substrato no
sobrenadante. Além disso, a presenca do gene RNAr 16S do E. faecalis
foi detectada nos biofilmes remanescentes e nos sobrenadantes por meio
do teste de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qQPCR). Para
a distingdo entre células vivas e mortas, propidio monoazida (PMA) foi
utilizado para bloguear o DNA das células mortas no teste gPCR (16).

2.4.1 Cepa Bacteriana e Condicdes de Crescimento

Um isolado clinico de E. faecalis E2 (17) foi coletado do
estoque a -80°C e uma cultura fresca foi obtida por meio da incubagéo
de 500 pL deste estoque em 10 mL de meio caldo semidefinido, pH 7,1,
contendo glicose 0,2%, a 37°C, em um jarra com atmosfera de 80% de
Ny, 10% de H, e 10% de CO,. A uma DO600 = 0.9, a suspensio
continha 5x10° células/mL. Biofilmes cresceram em meio caldo
semidefinido, pH 7,1, contendo sacarose 0,2%. A composi¢do do meio
caldo semidefinido foi previamente publicada (18).

2.4.2 Crescimento do Biofilme

Para o crescimento dos biofilmes, o modelo de adesdo ativo de
Amsterdd (AAA-model) foi utilizado (5,19) (Fig. 1), de acordo com um
protocolo previamente publicado (5). Placas de cultura de 24 pogos
(Greiner Bio-One, Alphen aan den Rijn, The Netherlands) foram
inoculadas com 1,5 mL/poco de meio de crescimento contendo
aproximadamente 10% células/mL de E. faecalis. As placas foram
fechadas com uma tampa customizada de aco inoxidavel contendo 24
grampos. Os grampos serviram para prender os discos de vidro (12 mm
didmetro; Thermo Scientific, Braunschweig, Germany) (Fig. 2), que
serviram de substrato para o crescimento do biofilme (Fig. 3). O modelo
foi incubado por 48 h em condic6es anaerdbicas a 37°C, com renovacao
do meio apds 8, 24, 32 e 42 horas.
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Figura 1. Fotografia da tampa customizada em aco inoxidavel do modelo de
adesdo ativo de Amsterda (AAA-model), contendo 0s 24 grampos que sustentam
os discos de vidro.

Figura 2. Fotografia da tampa do AAA-model, mostrando os grampos e 0s discos
de vidro que serviram de substrato para o crescimento do biofilme.
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Figura 3. Fotografia dos discos de vidro recobertos pelos biofilmes de 48 h de
E. faecalis.

2.4.3 Tratamentos e Suspensfes Bacterianas

Para a remogdo das células ndo aderentes, a tampa do modelo
foi transferida para uma nova placa de 24 pogos contendo 1,5 mL/poco
de tampdo fosfato-salino (PBS). Apds, os biofilmes foram tratados
durante 1 h por meio da imersdo em 1,7 mL/poco de EDTA 17%
(Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO, USA), MSS ou PBS, sob
condicBes anaerdbicas a 37°C. PBS serviu como controle negativo. A
MSS foi preparada através da dissolu¢do de cloreto de sodio (Sigma-
Aldrich) e sorbato de potassio (Sigma-Aldrich) em 4gua
desmineralizada. Imediatamente ap6s o periodo de 1 h, os tratamentos
foram neutralizados por 5 min em &gua peptonada tamponada 2%
(BPW; Oxoid, Basingstoke, United Kingdom) com tiossulfato de sodio
1% (Merck, Darmstadt, Germany). Em seguida, os biofilmes foram
lavados por trés vezes em PBS. Cada disco de vidro foi coletado em
recipientes plasticos contendo 2 mL de PBS. Os biofilmes foram
removidos dos substratos através da sonicacdo em gelo por 45 s a uma
amplitude de 40 W (Vibra-Cell; Sonics and Materials, Newtown, CT,
USA).

As células que se desagregaram apds os tratamentos (Fig. 4)
foram removidas por meio da coleta dos sobrenadantes dos tratamentos,
do BPW e dos banhos de PBS, e obtidas por meio da centrifugacéo
destas solugbes a 4.500 rpm x 3,395 g por 10 min. [dados néo
publicados, Maio 2013, Suzette V. van der Waal; adquiridos por meio
de andlise microscdpica (Axiolab, Carl Zeiss Microscopy GmbH,
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Munich, Germany; magnificacdo 1000 x com lentes e 6leo de imerséo)
de uma gota da suspensao].

Figura 4. Fotografia da placa de cultura de 24 pogos mostrando alguns pogos
contendo os tratamentos e as células bacterianas desagregadas.

o N

2.4.4 Teste de Viabilidade

Ap6s agitacdo no vortex por 5 s, ambas as suspensdes
bacterianas das células que permaneceram aderidas ao substrato e das
células desagregadas do biofilme foram diluidas e aliquotas de 50 pL
foram semeadas em duplicata em placas de agar BHI (Brain Heart
Infusion) (Bacto, Le Pont-de-Claix, France). As placas foram incubadas
a 37°C anaerobicamente por 48 h e 0 numero de UFCs foi contado e
transformado logaritmicamente.

O experimento foi desenvolvido trés vezes. Em cada repeticdo
foram utilizados seis biofilmes por grupo.

2.4.5 Tratamento com Propidio Monoazida

Um total de 1 mg de PMA (Biotum Inc., Hayward, CA, USA)
foi dissolvido em 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO) 20% para fazer
uma solugdo estoque de 20 mmol/L (20). A partir das suspensdes
bacterianas remanescentes mencionadas acima, duas aliquotas de 500
UL foram dispensadas em tubos Eppendorf. Da solugdo estoque de
PMA, 1,3 uL foi adicionado & amostra de 500 uL a fim de se obter uma
concentracdo final de 50 umol/L de PMA. A outra amostra ndo recebeu
PMA. Os tubos Eppendorf foram posicionados horizontalmente sobre
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gelo e incubados no escuro por 5 minutos. Em seguida, os tubos foram
colocados a uma distancia de 25 cm de uma Iampada alégena de 650 W
e expostos a luz por 2 minutos. Apds, os tubos Eppendorf com as
suspensdes foram armazenados a -80°C até a préxima analise.

2.4.6 Extracdo do DNA e Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real

As suspensfes congeladas com e sem PMA foram
descongeladas em temperatura ambiente. Apds, 200 uL foram coletados
para a extragdo do DNA bacteriano de acordo com as instrugdes do
fabricante do kit de isolamento de DNA AGOWA® mag (AGOWA,
Berlin, Germany). A presenga dos genes de E. faecalis foi determinada
utilizando pares de primers RNAr 16S especificos para E. faecalis
(Eurogentec Nederland BV, Maastricht, The Netherlands) e previamente
descritos (21). A gPCR foi realizada utilizando o aparelho LightCycler®
480-11 Instrument (Roche Diagnostics, Hofmann La Roche Ltd, Basel,
Switzerland) a 40 ciclos, 10 min a 95°C, e ap0s, por ciclo 20 s a 95°C,
15 s a 68°C, 15 s a 72°C. Cada reacdo foi composta de 10 pL de
SybrGreen® mix (Roche Diagnostics), 1 UL de cada primer (Eurogentec
Nederland BV) e 5 pL de agua Mili-Q (Merck).

Para a quantificacdo, com 100 pL de dilui¢des seriadas
decimais de uma cultura de E. faecalis V583 na fase exponencial média,
curvas padrbes foram geradas e quantificadas através do método de
UFC. Para a quantificacdo da carga total bacteriana, uma curva padrdo
de Escherichia coli foi empregada. Agua para PCR serviu como
controle negativo. Seguindo cada teste gPCR, as curvas de dissocia¢do
para os produtos de amplificacdo de 16S DNA ribonucleico foram
avaliadas para artefatos da gPCR ou produtos ndo especificos. O
experimento foi desenvolvido duas vezes. Em cada repeticdo foram
utilizados seis biofilmes por grupo.

2.4.7 Anédlise Estatistica

Dados paramétricos obtidos na gPCR sem tratamento com PMA
foram comparados utilizando os testes One-way ANOVA e post-hoc
Tukey. Quando a normalidade dos residuos foi violada, o que ocorreu
nos teste de viabilidade e qPCR com tratamento de PMA, os testes
Kruskal-Wallis e post-hoc Dunn foram empregados. O teste de
correlagdo R de Pearson foi utilizado para avaliar a correlagdo entre os
resultados de UFC e do tratamento com PMA. As analises foram
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desenvolvidas utilizando o software SPSS versdo 21.0 (SPSS Inc,
Chicago, IL), e p valores < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.

2.5 RESULTADOS
2.5.1 Teste de Viabilidade (UFC)

Os biofilmes do grupo controle aderidos a superficie do vidro
continham 1,6 x 10® + 1,6 x 10" UFCs por biofilme (Fig. 5).
Comparados aos biofilmes do grupo controle, apds o tratamento com
EDTA, 1% das células ainda permaneceram aderidas (p < 0,001). No
grupo da MSS, em média 21,7 + 68,8 UFCs foram recuperadas
(removidas) dos discos de vidro. Esta reducdo de 6 log foi significativa
(p < 0,001).

Os sobrenadantes do grupo controle continham 7,7 x 10° + 1,4 x
10° UFCs por biofilme (Fig. 5). Apés o tratamento com EDTA, o
numero total de UFCs, ou seja, a soma de células aderidas e
desagregadas foi menor do que o nimero de UFCs do controle; portanto,
0 EDTA demonstrou leve eficacia antibacteriana (12%) (Fig. 5). No
sobrenadante da MSS, praticamente nenhuma célula viva foi detectada;
1,7 £1,7 UFC por biofilme (p < 0,001).

Figura 5. Resultados do teste de UFC. Este grafico de colunas apresenta a
distribuicdo das células vidveis do biofilme de E. faecalis apds os tratamentos:
ainda aderidas ao substrato (discos de vidro) ou no sobrenadante. Sobre o eixo
y, UFCs por biofilme, transformadas em log (log UFC), séo apresentadas. Apds
EDTA 17%, a maioria das células de E. faecalis desagregaram dos biofilmes (p
< 0,01). Apds o tratamento com MSS, a maioria das células foi eliminada. As
barras de erros mostram o desvio padrdo. Os asteriscos apontam diferengas
significativas comparadas aos controles néo tratados, com PBS.
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2.5.2 Anélise qPCR sem tratamento com PMA

O DNA total (substrato mais sobrenadante) variou entre 1,5 x
10° para o controle, 1,1 x 10’ para 0 EDTA e 1,2 x 10’ para a MSS,
indicando que os tratamentos danificaram de 7 a 8% do DNA.

A andlise dos dados do substrato discos de vidro na Figura 6
demonstra que os tratamentos desagregaram células dos discos de vidro
ou biofilmes. Apds o tratamento com EDTA, 99% das células foram
desagregadas; ap6s MSS, 94% (ambos p < 0,001).

Figura 6. Resultados do DNA total. Este grafico de barras mostra a distribuigdo
do DNA de todas as células de E. faecalis ap6s o tratamento de 1 h com EDTA
17% ou MSS. PBS (sem tratamento) serviu como controle negativo. Os
resultados sdo apresentados como log DNA de E. faecalis no eixo V.
Novamente, o maior ndmero de células desagregadas foi encontrado no
sobrenadante do EDTA (p < 0,05). Apos o tratamento com MSS, é demonstrado
que a MSS desagregou 94% das células do biofilme. As barras de erros
mostram o desvio padrdo. Os asteriscos apontam as diferencas significativas
comparadas aos controles ndo tratados, com PBS.
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2.5.3 Tratamento com PMA

O EDTA desagregou as células vivas dos biofilmes (p < 0,05).
A MSS reduziu o nimero de bactérias vivas aderidas (p < 0,001), assim
como o nuimero de células vivas desagregadas (p < 0,01) (Fig. 7). No
grupo da MSS, também foi observado que havia mais células vivas no
sobrenadante do que aderidas ao substrato (p < 0,05) (Fig. 7).

O tratamento com PMA confirmou os resultados do teste de
viabilidade. Foi evidenciada uma forte correlacdo positiva entre o teste
de UFC e o tratamento com PMA tanto para as células que
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permaneceram aderidas ao biofilme (r = 0,959; p < 0,001), quanto para
as células desagregadas (r = 0,729; p < 0,001).

Figura 7. Resultados do DNA viavel apds o tratamento com PMA. Este grafico
de barras apresenta a distribuicdo das células de E. faecalis vivas ap6s os
tratamentos dos biofilmes com EDTA 17% ou MSS. Neste teste, ap6s o
tratamento das células do biofilme com PMA, somente as células vivas foram
multiplicadas pela gPCR. Os resultados sdo expressos como log DNA viavel de
E. faecalis (eixo y). As barras de erros mostram os desvios padrdes. Os
asteriscos apontam as diferencas significativas comparadas aos controles ndo
tratados, com PBS. Estes resultados demonstram forte correlagdo com os
achados do teste de UFC.
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2.6 DISCUSSAO

A desinfecgdo dos biofilmes baseia-se em duas questdes: morte
das bactérias do biofilme e remo¢éo quimica e/ou mecanica das células
vivas do biofilme. Uma vez que a limpeza mecanica total dos biofilmes
presentes no sistema de canais radiculares é impossivel, torna-se
necessario recorrer a limpeza quimica e a desinfeccdo durante o
tratamento endoddntico. No presente estudo, a capacidade de limpeza e
desinfeccdo promovida pelo EDTA e pela MSS foi investigada em um
modelo in vitro.

Tendo em vista que o modelo de adesdo ativo foi empregado
previamente para testar a eficacia da MSS (5), permaneceu a ddvida se
as células do biofilme foram mortas ou desagregadas. No entanto, este
mesmo AAA-model nos permitiu quantificar a possivel desagregacédo das
células por meio da anélise dos sobrenadantes. Discos de vidro foram
utilizados como substrato, pois a estrutura porosa dos discos de dentina
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poderia prejudicar a remocdo de todas as células do biofilme aderidas ao
mesmo.

O presente estudo demonstrou que o EDTA desagregou a maior
guantidade de células do biofilme e exerceu pequeno efeito
antimicrobiano. Esta desagregacdo é um importante passo no
procedimento de limpeza. O periodo de tratamento de 1 h utilizado foi
escolhido para a obtencdo de uma quantidade mensurdvel de células
desagregadas, no caso de as células terem sido desagregadas dos
biofilmes (9,10). Isto ndo significa que baseado nos resultados obtidos, a
aplicacdo clinica do EDTA por 1 h seja recomendada (22). Na literatura,
explicacdes para o efeito de limpeza promovido pelo EDTA podem ser
encontradas. O célcio é essencial para a coaderéncia das células (23) e
estabilizacdo do EPS (24). O sequestro dos ions célcio pelo EDTA
resulta no enfraquecimento da estrutura da matriz polimérica dos
biofilmes e na diminuicdo da adesdo (25), da massa (24), da viscosidade
(14) e da formagéo do biofilme (26).

A MSS também foi capaz de desagregar células dos biofilmes, o
gue é uma Gtima propriedade quando o objetivo é a limpeza dos espagos
infectados pelo biofilme, como é o caso de um sistema de canais
radiculares infectados. Uma reacdo de troca de ions entre Na* ou K e
Ca®" explica este efeito de desagregacéo do biofilme (13,14). A difuséo
de Na" ou K" da MSS no interior da matriz do biofilme pode quebrar as
pontes de Ca”" (13,24). Consequentemente, a matriz do biofilme se
torna enfraquecida e sua remocdo é facilitada. A MSS provou
novamente ser um potente desinfetante, uma vez que seu efeito sobre as
células do biofilme foi predominantemente antibacteriano. Ambas as
células aderidas e desagregadas foram mortas com uma reducdo maior
gue 7 log. Dados de estudos prévios foram reproduzidos (5,15). Embora
biofilmes monoespécies ndo sejam similares aos biofilmes multiespécies
em termos de susceptibilidade a desinfeccdo, ja foi demonstrado
previamente que a MSS também reduz biofilmes multiespécies (5).

Em nosso estudo, o método de contagem de UFC foi
empregado para verificar a viabilidade das células aderidas e
desagregadas. Especialmente em testes com biofilmes multiespécies, a
andlise baseada no método de cultura pode sobre-estimar a eficacia dos
irrigantes, devido a presenca de células metabolicamente inativas ou
células ndo cultivaveis (27). O PMA permitiu a deteccdo seletiva das
bactérias vidveis por meio do bloqueio da amplificagdo do DNA das
células com membrana danificada (16,28). Neste estudo, o PMA foi
usado em combinagdo com gPCR para determinar se esse método
poderia servir como alternativa ao método de plaqueamento e cultura, o
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qual é considerado laborioso e caro. O tratamento com PMA confirmou
os resultados da contagem de UFC. Ap6s o tratamento com MSS,
células do sobrenadante com membranas intactas foram detectadas por
meio da gPCR, porém as mesmas células foram incapazes de realizar a
divisdo celular e formar colbnias nas placas de agar (27,29). Enquanto
UFC pode sobre-estimar a eficacia dos antimicrobianos, 0 PMA tende a
subestimar a eficacia. Entretanto, devido a alta correlacdo com UFC,
PMA pode ser considerado um método sensivel e de alto desempenho
para avaliar a viabilidade celular (28) ap6s o tratamento dos biofilmes.
Uma vez que todas as doengas infecciosas orais sdo causadas por
biofilmes multiespécies, das quais muitas espécies ndo podem ser
cultivadas e, portanto, testes com UFC ndo forneceriam uma avaliacdo
acurada das estratégias de desinfeccdo, gPCR em combinacdo com o
tratamento de PMA pode ser uma boa alternativa.

Uma vez que o EDTA atua sinergeticamente com 0s
antimicrobianos (9), em endodontia esta acdo poderia contribuir e
facilitar a atividade antimicrobiana do hipoclorito de s6dio (NaOCI). No
entanto, atencdo deve ser dada quando o EDTA for misturado ao
NaOCl, visto que o0 EDTA reduz consideravelmente o conteido de cloro
ativo do NaOCI (30). Além disso, o0 EDTA pode promover a erosdo da
dentina peri e intertubular (22). A irrigacdo com MSS pode oferecer
uma boa alternativa ao EDTA e NaOCI, sendo um produto Gnico. Sua
habilidade para remover a lama dentinaria deve ser investigada em
estudos futuros. Os interessantes resultados deste estudo conduzem a
novas diregdes para futuras pesquisas sobre o tratamento dos biofilmes
endodonticos.

Em conclusdo, este estudo forneceu uma percepcdo para
possiveis novas estratégias de desinfecgdo dos canais radiculares. O
EDTA desagregou a maioria das células do biofilme, mas demonstrou
pequeno efeito antimicrobiano. Além do excelente efeito
antimicrobiano, a MSS também desagregou 94% das células do
biofilme.
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3.1 RESUMO

Este estudo avaliou os efeitos das lactamas na inibi¢cdo da formacdo de
um biofilme multiespécies de Streptococcus mutans, Enterococcus
faecalis e Candida glabrata. Foram testadas as y-alquilideno-y-lactamas
12e, 13e e 13f [solubilizadas em 3,5% dimetilsulféxido (DMSO)].
Discos de vidro foram condicionados com as lactamas ou DMSO 3,5%
(controle) por 1 h, inoculados com as culturas microbianas, e incubados
por 48 h. Apds, foram avaliados: a biomassa do biofilme por meio do
ensaio com cristal violeta; o nimero de células viaveis e totais aderidas
ao substrato, pelo método de contagem de unidades formadoras de
colénias e gPCR, respectivamente; a quantidade de proteinas, pelo
método de Bradford; e a quantidade de polissacarideos insollveis
presentes na matriz extracelular. Os dados foram analisados pelos testes
One-way ANOVA e Tukey ou Kruskal Wallis e Dunn (p < 0,05). As
lactamas reduziram a biomassa do biofilme (p < 0,01), mas somente a
lactama 13f reduziu o nimero de E. faecalis viaveis (p < 0,05). A
guantidade de proteinas totais e polissacarideos extracelulares reduziram
significativamente (p < 0,05). Os efeitos das y-alquilideno-y-lactamas
12e, 13e e 13f na inibicdo da formacdo de um biofilme multiespécies
foram evidenciados por meio da reducdo da quantidade de proteinas e
polissacarideos extracelulares.

Palavras-chave: Biofilme multiespécies. Inibi¢do do biofilme. Matriz
extracelular. y-alquilideno-y-lactamas.

3.2 ABSTRACT

This study evaluated the effects of lactams on inhibition of
Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis e Candida glabrata
multispecies biofilm formation. y-alkylidene-y-lactams 12e, 13e and 13f
[solubilized in 3.5% dimethyl sulfoxide (DMSO)] were tested. Glass
cover slips were conditioned with either the lactams or 3.5% DMSO
(control) for 1 h, inoculated with microbial cultures, and incubated for
48 h. Then, it was assessed the biofilm biomass by crystal violet
staining; the number of viable and total cells attached to the substrate
was determined using colony forming units counting method and gPCR,
respectively; the amount of protein was quantified using the Bradford
assay; and the amount of insoluble polysaccharides of the extracellular
matrix. Data were analyzed by One-way ANOVA and Tukey or Kruskal
Wallis and Dunn tests (P < 0.05). The lactams reduced the amount of
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biofilm biomass (P < 0.01), but only lactam 13f reduced the number of
attached viable E. faecalis (P < 0.05). Both total protein content and the
amount of extracellular polysaccharides decreased significantly (P <
0.05). The effects of y-alkylidene-y-lactams 12e, 13e and 13f on
inhibition of multispecies biofilm formation were evident by reducing
the amount of protein and extracellular polysaccharides.

Key-words: Biofilm inhibition. Extracellular matrix. Multispecies
biofilm. y-alkylidene-y-lactams.

3.3 INTRODUCAO

Microrganismos da cavidade oral que infiltram durante ou apds
0 tratamento endodontico sdo capazes de recontaminar o sistema de
canais radiculares (1), se aderir as paredes de dentina e dar origem a
uma organizagdo ecoldgica denominada biofilme (2,3), que influencia
diretamente o0 sucesso da terapia endodontica (4,5). A formacdo do
biofilme inicia com a deposicdo de um filme condicionante, seguida
pela adesdo e colonizagdo de microrganismos plancténicos, coadesdo de
outros microrganismos e descolamento de microrganismos do biofilme
para 0 ambiente circundante (6). Estruturados como biofilme, os
microrganismos distinguem-se das células plancténicas através da
producdo e secre¢do de uma matriz de substancias poliméricas
extracelulares (EPS) durante o processo de maturacdo do biofilme (7).
Esta matriz, constituida essencialmente de polissacarideos e proteinas,
serve como uma barreira e confere protecdo contra as defesas do
hospedeiro, estresse ambiental e agentes antimicrobianos (7,8). Dessa
forma, a resisténcia aos agentes antimicrobianos pode aumentar em até
mil vezes (9,10).

Uma estratégia para prevenir ou reduzir a reinfec¢do do sistema
de canais radiculares seria o desenvolvimento de tratamentos capazes de
inibir a formacdo do biofilme, atuando em alguma das suas fases de
formacdo. O condicionamento artificial de uma superficie como a
dentina, por exemplo, pode interferir na afinidade e adesdo dos
microrganismos a esta superficie (11). Uma vez que a superficie tenha
sido condicionada, suas propriedades fisico-quimicas tornam-se
permanentemente alteradas e a formacdo do biofilme ird depender
consideravelmente das moléculas presentes no filme condicionante (12).
Estudos relatam que o pré-condicionamento da superficie com biocidas
possui o potencial de prevenir a adesdo bacteriana (13,14). Substancias
também podem promover um distirbio no metabolismo do biofilme e
nos sistemas enziméticos microbianos (8,15), assim como interferir em
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moléculas ou sistemas sinalizadores e moduladores das populagdes
microbianas (quorum-sensing), que regulam, por exemplo, a producéao
de polissacarideos extracelulares (16,17) e a prdpria formacdo do
biofilme (16).

As v-alquilideno-y-lactamas s&o moléculas bioativas (18-20),
frequentemente encontradas como metabdlitos de fungos. Também
podem ser produzidas por plantas e animais marinhos (21). Devido as
suas estruturas Unicas e propriedades bioldgicas, o estudo das lactamas
tem se tornado de grande interesse. Abordagens sintéticas tém sido
utilizadas para o preparo dessa classe de compostos e seus derivados
(19,20). Algumas y-alquilideno-y-lactamas tem demonstrado capacidade
de inibigdo da formagdo de biofilme de diferentes espécies bacterianas
(19,20) e estdo entre as micromoléculas mais ativas na inibicdo da
formagéo do biofilme de Enterococcus faecalis (20). Neste contexto, a
potencial bioatividade destas novas moléculas sintéticas tem sido
explorada (19,20).

Os efeitos das lactamas sobre os microrganismos e biofilmes
ainda sdo relativamente desconhecidos, e um melhor entendimento das
respostas microbianas as lactamas poderia contribuir para o uso eficiente
destes compostos como inibidores do biofilme e, consequentemente, no
controle da infeccdo. Portanto, o principal objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos de trés diferentes y-alquilideno-y-lactamas na inibicéo
da formacéo de um biofilme multiespécies.

3.4 MATERIAL E METODOS
3.4.1 Cepas microbianas e condicfes de crescimento

Enterococcus faecalis V583 e Streptococcus mutans UA159
cresceram a 37°C em agar sangue, em condicGes anaerdbias (80% N,
10% CO,, e 10% H,). Candida glabrata CBS 138 cresceu em meio
aerobio, a 30°C, em agar BHI (Brain Heart Infusion) (BD, Sparks, MD).
As espécies microbianas foram transferidas das placas para o BHI caldo
e incubadas individualmente overnight sob condicfes apropriadas.
Previamente a cada teste, a Densidade Optica (DO) de cada cultura foi
calibrada em DO600 = 0,5. Os biofilmes cresceram em half strength
BHI, contendo 50 mM pipes (tamp&o) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e
sacarose 0,2% (Merck, Darmstadt, Germany), pH 7,2.
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3.4.2 Lactamas

As y-alquilideno-y-lactamas 12e, 13e e 13f foram sintetizadas
no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa
(Vicosa, Minas Gerais, Brazil) (20) e solubilizadas a uma concentracéo
final de 175 pg/mL em dimetilsulfoxido 3,5% (DMSO; Sigma-Aldrich).

3.4.3 Teste de atividade antimicrobiana

Para investigar o possivel efeito antimicrobiano das lactamas,
um teste antimicrobiano foi realizado. Brevemente, as culturas overnight
de cada espécie microbiana foram preparadas conforme descrito acima,
e lactamas (175 pg/ml em DMSO 3,5%) ou DMSO (3,5%) foram
adicionados. Uma cultura sem adicéo de qualquer composto também foi
preparada (controle). O conjunto foi incubado por 5 minutos. Em
seguida, aliquotas de 50 pL destas misturas e do controle foram
removidas, serialmente diluidas e plagueadas em agar BHI para a
determinacdo da quantidade de unidades formadoras de col6nias
(UFC)/mL. Trés experimentos independentes foram realizados em
triplicata.

3.4.4 Condicionamento com as lactamas e formag&o do biofilme

O modelo de Adesdo Ativo de Amsterdd (AAA-model) foi
empregado (22) para o crescimento dos biofilmes. Em resumo, placas de
cultura de 24 pogos (Greiner Bio One, Alphen aan den Rijn, The
Netherlands) foram preenchidas com 1,5 mL de meio de crescimento
por pogo. Uma tampa customizada de ago inoxidavel, prendendo 24
discos de vidro (12 mm didmetro; Thermo Scientific, Braunschweig,
Germany) foi posicionada sobre a placa, com o objetivo de pré-
condicionar a superficie do vidro (Fig. 1). Apds o periodo de 1 h a 37°C,
a tampa foi transferida para outra placa de 24 poc¢os contendo 1,5
mL/poc¢o de cada lactama (175 pg/ml) ou DMSO 3,5%. O AAA-model
foi mantido a 37°C por 1 h, permitindo o condicionamento dos discos de
vidro com as lactamas. Apos, os discos foram lavados com tampéao
fosfato-salino (PBS). Para iniciar o desenvolvimento dos biofilmes
multiespécies, a tampa com os discos de vidro condicionados foi
transferida para uma nova placa contendo 1,5 mL de meio para
crescimento do biofilme, inoculado com uma cultura de S. mutans
diluida 1:100 (DO600 =~ 0.5). O modelo foi incubado por 24 h em
condicGes anaerdbicas a 37°C. Em seguida, a tampa foi transferida para
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uma nova placa preenchida com 1,5 mL/poco de uma cultura mista
(1:100, E. faecalis e C. glabrata) e incubada por 24 h em condigdes
anaerdbicas (Fig. 2). O meio de cultura foi renovado ap6s 8, 24 e 32 h.

Figura 1. Fotografia da tampa do AAA-model posicionada sobre a placa de
cultura de 24 pogos contendo o meio de cultura para o pré-condicionamento da
superficie dos discos de vidro.

Figura 2. Fotografia da tampa do AAA-model mostrando os discos de vidros
cobertos pelo biofilme multiespécies de 48 h de S. mutans, E. faecalis e C.
glabrata.
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3.4.5 Biomassa do biofilme

Apos o periodo de incubacdo, os biofilmes formados foram
lavados por trés vezes em PBS e corados com cristal violeta 0,01% por
10 min (Fig. 3), lavados trés vezes com PBS e solubilizados em
deoxicolato de sddio 2%, de acordo com protocolo descrito previamente
(23). A quantificagdo do biofilme foi realizada por meio da mensuragédo
da absorvéncia a 608 nm. Trés experimentos independentes foram
realizados em triplicata.

Figura 3. Fotografia dos discos de vidro com os biofilmes remanescentes
aderidos e corados com cristal violeta 0.01%.

Os experimentos seguintes foram realizados para avaliar
detalhadamente caracteristicas especificas do biofilme.

3.4.6 Teste de adesdo — contagem de UFC

Para determinar o efeito das lactamas sobre o nimero de células
aderidas viaveis por espécie, os discos de vidro contendo os biofilmes
(formados conforme mencionado acima) foram removidos da tampa e
transferidos para recipientes plasticos contendo 2 mL de PBS. Os
biofilmes foram sonicados e as suspensdes resultantes foram serialmente
diluidas conforme descrito por Deng et al. (22). As suspensdes
bacterianas foram plaqueadas em 3 diferentes tipos de meio agar,
especificos para cada espécie microbiana, a fim de se obter as contagens
totais (UFCs). As UFCs de S. mutans foram determinadas usando agar



65

TYCSB (24), E. faecalis em agar Enterococcosal (BD), e agar Biggy
(BD) para a quantificacdo de C. glabrata. As placas de S. mutans e E.
faecalis foram incubadas em anaerobiose a 37°C, e as de C. glabrata em
aerobiose a 30°C, por 48 h. Ap6s, o nimero de UFC/mL foi
determinado. O experimento foi realizado trés vezes em triplicata.

3.4.7 Teste de adesdo — extracdo de DNA e gPCR

Para determinar o efeito das lactamas sobre o nidmero total de
células aderidas por espécie microbiana, 1,5 mL de cada suspensdo do
biofilme (obtida conforme descrito anteriormente) foram transferidos
para tubos Eppendorf e centrifugados por 10 min a 10.000 rpm. Os
pellets formados foram imediatamente resuspendidos em um volume
final de 200 pL de tampéo Tris-EDTA (10 mM TRIS, 1 mM EDTA, pH
8,0) e armazenados a -80°C até a proxima analise. O DNA foi extraido
de acordo com Crielaard et al. (25). A quantidade total de células
microbianas aderidas por espécie foi determinada utilizando primers e
sondas especificas (Tab. 1). A reacdo em cadeia da polimerase foi
realizada utilizando uma mistura de componentes, conforme descrito na
Tabela 2, por meio de um LightCycler® 480-11 Instrument (Roche
Diagnostics) a 40 ciclos, 10 min 95°C, e entdo por ciclo 20 s 95°C, 15 s
68°C, 15 s 72°C. Agua para PCR serviu como controle negativo.
Seguindo cada teste qPCR, as curvas de dissocia¢do para os produtos de
amplificacdo de 16S DNA ribonucleico foram avaliadas para artefatos
da gPCR ou produtos néo especificos.

Para a quantificacdo, valores de ciclo limiar (Ct) foram
determinados e extrapolados contra curvas padrfes geradas
individualmente para cada espécie, conforme descrito em de Almeida et
al. (26). O experimento foi realizado trés vezes em triplicata.

Tabela 1. Sequéncia dos primers forward e reverse, e das sondas utilizadas no
teste qPCR para cada espécie microbiana.

Espécie microbiana  Primer Sequéncia

e sonda

S. mutans Forward -GGGACGCAAGGAAACACACT-3'
Reverse -ATAGGCAGGTTACCTACGCGTTACTC-3'
Sonda "-6FAM-TGCTTGCACACCG+T+GTTT-BBQ-3'

5
5
5
E. faecalis Forward  5’-CGCTTCTTTCCTCCCGAGT-3’

Reverse 5’-GCCATGCGGCATAAACTG-3”

Sonda 5’-CAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACG-3’
C. glabrata Forward  5-TTTCTCCTGCCTGCGCTTAA-3'
Reverse 5'-ACG CAC ACT CCC AGG TCT TT-3'
Sonda 5'-FAM-AGAACACCCACCAACCGCGCA-TAMRA-3'
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Tabela 2. Componentes e propor¢Bes utilizadas na reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real para cada espécie microbiana.

E. faecalis S. mutans C. glabrata
gPCR Master Mix (Roche) (pl) 10 10 10
Agua Milli-Q (ul) 2.375 4.95 4.6
[Forward primer] (M) 0.75 0.45 0.5
[Reverse primer] (uUM) 0.75 0.45 0.5
[Sonda] (M) 0.31 0.15 0.2
DNA template () 4 4 3
Volume total (pl) 20 20 20

3.4.8 Ensaio de Bradford — quantificacéo de proteinas

Para quantificar o total de proteinas presente no biofilme,
aliquotas de 400 pL de cada suspensdo do biofilme foram processadas
de acordo com Hoogenkamp et al. (27). Em resumo, amostras dos
biofilmes foram diluidas trés vezes em agua MilliQ e bead beated duas
vezes durante 30 s utilizando particulas de vidro (@ = 0,1). O
sobrenadante foi removido e a concentragdo de proteinas foi
determinada de acordo com o método de Bradford. A quantificagdo de
cada amostra foi realizada em quadruplicata.

3.4.9 Analise de polissacarideos insolaveis

A fim de determinar a influéncia das lactamas na producgéo de
substancia polimérica extracelular, o contetdo de polissacarideos
insolGveis foi determinado de acordo com Ludwig et al. (28), com
pequenas modificacBes. Brevemente, aliquotas de 35 pL do
sobrenadante preparado para o teste de proteina mencionado acima
foram transferidas, em duplicata, para uma placa de PCR. Trés
microlitros de acido cloridrico 37% (Sigma-Aldrich) foram adicionados
em cada poco e a placa incubada sob agitacdo constante (800 rpm,
Labocat) durante 10 min a 100°C. Apds, a placa foi resfriada no gelo
por 5 minutos. Em seguida, 80 pL de Antrona 0,1% em H,SO4 (Merck)
foram adicionados em cada poco e a placa foi novamente incubada por
10 min a 100°C e 800 rpm, e resfriada no gelo por 5 min. Cem
microlitros de cada mistura foram transferidos para uma microplaca e a
absorvancia a 630 nm foi determinada. As concentracBes de glicose
foram calculadas por meio da extrapolagdo contra a curva padrdo da
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glicose (entre 0 — 175 g de glicose). O experimento foi realizado trés
vezes em sextuplicata.

3.4.10 Teste de citotoxicidade

Para avaliar a possibilidade do uso das lactamas in vivo, sua
toxicidade foi testada em fibroblastos do ligamento periodontal humano
(PDL). Fibroblastos foram obtidos do ligamento periodontal de dentes
extraidos por razbes periodontais. Os doadores forneceram
consentimento informado escrito, e a coleta e uso das células foi
previamente aprovado pelo Comité de Etica Médica da VU University
Medical Center, Amsterdd, Paises Baixos (#2011/328). O teste de
citotoxicidade foi desenvolvido conforme previamente descrito por van
der Waal et al. (29), com pequenas modificacdes. Os fibroblastos foram
cultivados em meio minimo essencial de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM; Gibco BRL, Paisley, Scotland) suplementado com
2% de antibidticos (solucdo antibidtica antimicotica; 100 U/mL
penicilina, 100 mg/mL estreptomicina e 250 ng/mL anfotericina B,
Sigma-Aldrich) e 10% de soro fetal bovino (FBS; HyClone, Logan, UT)
(DMEMSs) em uma atmosfera umidificada, com 5% CO, em O, a 37°C.
Apbs 24 h, as células foram lavadas duas vezes com DMEM e
incubadas por 24 h com 300 pL de cada lactama (175 pg/ml),
clorexidina 0,2% ou DMSO 3,5%. Todas as solugdes experimentais
foram diluidas em DMEMs. Células em DMEMs foram usadas como
controle negativo e células em Triton 5%, como controle positivo. Apos
0 periodo de incubacdo, os componentes foram removidos, 0s pogos
foram lavados duas vezes com DMEM e 300 pL de sal tetrazolio WST-
1 (Roche Diagnostics Nederland BV, Almere, The Netherlands) diluido
em DMEM (1:10) foram adicionados. Ap6s 4 h, a conversdo de WST-1
em formazana pelas células metabolicamente ativas foi quantificada por
meio da mensuracdo da absorvancia a 450 nm (Spectramax M2;
Molecular devices, Sunnyvale, CA). Mensuragdes de referéncia a 620
nm foram subtraidas para corrigir qualquer variancia da microplaca. Os
experimentos foram realizados trés vezes em quadruplicata. Apés a
subtracdo das mensuragdes de referéncia, as mensuragdes do branco
foram subtraidas. Em seguida, os valores dos grupos experimentais
foram calculados como a porcentagem de atividade metabodlica
comparado ao controle negativo DMEMSs. As médias e 0 desvio padrao
foram calculados.
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3.4.11 Analise estatistica

Todos os dados foram analisados utilizando o programa SPSS
versdo 21.0. Para o teste antimicrobiano e teste de adesdo, os dados de
UFC foram logaritmicamente transformados. Os dados obtidos com o
ensaio de Bradford, para a anélise de proteinas, apresentaram a
normalidade dos residuos violada. Portanto, os testes Kruskal-Wallis e
post-hoc Dunn foram usados. Os dados obtidos com os demais testes
apresentaram distribuicdo paramétrica e foram comparados utilizando os
testes One-way ANOVA e post-hoc Tukey. Um nivel de significancia
de 5% foi empregado.

3.5 RESULTADOS
3.5.1 Teste de atividade antimicrobiana

Conforme mostra a Figura 4, as lactamas e 0 DMSO 3,5% néo
exerceram efeito antimicrobiano sobre as espécies microbianas testadas
guando comparadas ao controle (ambos p > 0,05).

Figura 3. Gréfico de barras demonstrando o efeito dos diferentes componentes
sobre a contagem total de células planctonicas para cada espécie microbiana. Os
resultados sdo expressos em log UFC/mL (eixo y). As barras de erros mostram
0 desvio padrdo.
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3.5.2 Biomassa do biofilme

A Figura 5 mostra a diferenga na biomassa do biofilme entre as
lactamas e o controle (DMSO 3,5%). As lactamas 12e, 13 e 13f
reduziram significativamente a quantidade de massa do biofilme em



69

17,68%, 19,41% e 19,34%, respectivamente, comparadas ao controle (p
<0,01).

Figura 4. Gréafico de barras mostrando a massa do biofilme multiespécies
formada sobre os discos de vidro apds o condicionamento com as lactamas 12e,
13e e 13f e coloragdo com cristal violeta. Os resultados sd0 expressos como
densidade 6ptica a 608 nm (eixo y). As barras de erros mostram o desvio
padrdo. Os asteriscos apontam as diferencas significativas comparadas ao
controle, DMSO 3,5%.
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3.5.3 Teste de adesdo — contagem de UFC

Na Figura 6 sdo mostrados os valores de log médios de células
vidveis aderidas aos discos de vidro. Em geral, ndo houve diferenga no
nimero de células vidveis presentes no biofilme apds o
condicionamento do substrato com as lactamas, comparadas ao controle
(p > 0,05), para cada espécie analisada individualmente. Excecdo foi
observada para o E. faecalis, quando a lactama 13f foi testada (p =
0,037).
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Figura 5. Gréfico de barras indicando os valores de log UFC médios das células
viaveis aderidas para cada espécie microbiana apds o condicionamento com as
lactamas 12e, 13e e 13f. Os resultados séo expressos como log UFC/mL (eixo
y). As barras de erros mostram o desvio padrdo. Os asteriscos apontam as
diferencas significativas comparadas ao controle DMSO 3,5%.
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3.5.4 Teste de adeséo — extracdo de DNA e gPCR

Conforme mostra a Figura 7, os resultados do teste gPCR néo
demonstraram diferenga no nimero total de células aderidas aos discos
de vidro com e sem condicionamento com lactamas (p > 0,05).

Figura 6. Grafico de barras mostrando o efeito das lactamas 12e, 13e e 13f sobre
o total de células microbianas presentes no biofilme. Os resultados sé&o
expressos como log UFC/mL (eixo y). As barras de erros mostram o erro
padréo.
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3.5.5 Ensaio de Bradford — quantificacéo de proteinas

Conforme mostra a Figura 8, a quantidade de proteina total do
biofilme foi significativamente reduzida ap6s o condicionamento dos
discos de vidro com as lactamas, comparada ao controle (p < 0,05). As
lactamas 12e, 13e, e 13f foram capazes de reduzir uma quantidade de
16,7%, 14% e 14,7% de proteinas, respectivamente.

Figura 7. Gréafico de barras mostrando a concentracdo de proteina total nos
biofilmes multiespécies de 48 h, ap6s o condicionamento dos discos de vidro
com as lactamas 12e, 13e e 13f. Os resultados sdo expressos como concentragdo
de proteina em pg/mL (eixo y). As barras de erros mostram o erro padrdo. Os
asteriscos apontam as diferencas significativas comparadas ao controle DMSO
3,5%.

3,5
3
5 3 : : :
e 25
Qr‘\
[T
:56%15
g2h
= 1
S
é 0,5

0

12e 13e 13f controle

3.5.6 Analise de polissacarideos insolGveis

Uma quantidade significativamente menor de polissacarideos
insolGveis produzidos pelas células microbianas foi observada quando
os discos de vidro foram condicionados com as diferentes lactamas
comparados ao controle (p < 0,05) (Fig. 9). O total de carboidratos ap6s
o condicionamento com as lactamas foi de 66,80%, 68,72% e 68,16%
do controle, respectivamente.
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Figura 8. Gréfico de barras demonstrando os polissacarideos insollveis totais
produzidos pelos microrganismos dos biofilmes multiespécies aderidos aos
discos de vidro ap6s o condicionamento com as lactamas 12e, 13e e 13f. Os
resultados sdo expressos como concentracdo de glicose em pg (eixo y). As
barras de erros mostram o desvio padrdo. Os asteriscos apontam as diferengas
significativas comparadas ao controle DMSO 3,5%.
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3.5.7 Teste de citotoxicidade

A atividade metabdlica dos fibroblastos apds o tratamento com
as lactamas 12e, 13e e 13f foi 64,43%, 51,11%, 54,05%,
respectivamente, e 65% usando DMSO 3,5% comparado ao controle
DMEM. Diferenca significativa na atividade metabolica foi evidenciada
guando as lactamas e DMSO 3,5% foram comparados com Triton 5%
ou CHX 0,2% (p < 0,01). Os resultados do experimento sdo
demonstrados na Figura 10.
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Figura 9. Gréfico de barras mostrando a atividade metabdlica das células no
periodo de 4 horas ap6s 24 h de contato com os diferentes tratamentos: lactamas
12e, 13e, 13f, DMSO 3,5%, clorexidina 0,2%, Triton 5% (controle positivo) e
DMEM (controle negativo, sem tratamento). Os resultados sdo expressos como
porcentagem da atividade metabdlica no periodo de 4 h (eixo y). As barras de
erros mostram o desvio padrdo. Os asteriscos apontam as diferencas
significativas comparadas ao controle positivo e clorexidina 0,2%.
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3.6 DISCUSSAO

Estudos bacteriol6gicos tém identificado a presenca de
enterococci, streptococci, lactobacilli e candida nos casos de
recontaminacdo do canal radicular (30,31). Além de ser o mais
importante patdgeno causador da carie dental (32), S. mutans também
tem sido detectado nas infeccdes do canal radicular (33), formando
biofilmes resistentes (22), o que representa um grande desafio para a sua
eliminacdo. E. faecalis e C. glabrata sdo microrganismos
frequentemente encontrados nos casos de infecgdes endodénticas
persistentes (34), e facilmente se coagregam com  outros
microrganismos, como S. mutans (22,35-37). A presenca de C. glabrata
no biofilme aumenta a resisténcia do biofilme aos variados tratamentos
(38). Para esta pesquisa estabelecemos uma comunidade multiespécies
com S. mutans, E. faecalis e C. glabrata em um sistema que permitiu
investigar a atividade antibiofilme de lactamas sintéticas.

E sabido que a concentracdo das lactamas e os efeitos sobre o
biofilme variam de acordo com o tipo de substrato, condi¢des de
formagdo do biofilme (39) e com o nimero de espécies microbianas
presentes (15).

Em concordancia com resultados previamente descritos (20), 0s
compostos empregados neste estudo, y-alquilideno-y-lactamas 12e, 13e
e 13f, ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra a populacdo
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plancténica de microrganismos. Assim, qualquer efeito indireto dos
compostos na viabilidade microbiana foi excluido.

Por outro lado, a quantificagcdo com cristal violeta mostrou que
todas as lactamas reduziram significativamente a quantidade de
biofilme. Corroborando este resultado, estudos recentes que também
empregaram 0 ensaio com cristal violeta demonstraram que 0S
compostos 12e, 13e e 13f apresentam alta atividade contra o biofilme de
E. faecalis (20). Outras lactamas também sdo capazes de controlar a
formagdo do biofilme de uma ampla variedade de bactérias, como
Staphilococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
aureus e S. mutans (19,20).

O inconveniente do teste de coloragdo com cristal violeta é ndo
determinar quais componentes do biofilme (células microbianas e/ou
matriz extracelular) foram afetados. Assim, com o objetivo de
identificar o possivel alvo das lactamas testadas, experimentos foram
conduzidos para avaliar alguns dos principais componentes presentes no
biofilme multiespécies.

Em geral, as lactamas ndo exerceram efeito sobre o nimero de
células aderidas, conforme evidenciado nos testes de quantificacdo de
UFC e no teste gPCR. Resultados da contagem de células viadveis
mostraram que somente a lactama 13f foi capaz de inibir a adeséo de E.
faecalis na superficie dos discos de vidro, embora essa inibicdo néo
tenha sido biologicamente expressiva. Estes achados diferem de alguns
estudos que testaram variados compostos e demonstraram acdo
(40,41).

Além da lactama 13f ter influenciado a adesdo microbiana, o
condicionamento da superficie do substrato com as lactamas 12e, 13e e
13f reduziu a quantidade de proteinas e polissacarideos extracelulares do
biofilme multiespécies. Uma investigacdo prévia também demonstrou
diminuicdo na producédo de proteinas (27%) e carboidratos (31%) pelas
células bacterianas quando diferentes compostos foram testados como
inibidores do biofilme, sem que houvesse diferenca significativa no
numero de células aderidas comparado ao controle (42). Outro estudo
envolvendo agentes antibiofilme também demonstrou uma diminuicdo
na producdo de EPS de um biofilme multiespécies em aproximadamente
50%, sem comprometimento do crescimento bacteriano (15).

A matriz de EPS é um dos principais componentes dos biofilmes.
Portanto, é interessante que haja uma reducdo significativa na sua
producdo. Proteinas do S. mutans UA 159 envolvidas com o
metabolismo de EPS sdo altamente abundantes em biofilmes mistos
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durante as primeiras horas de adesdo (43). Podemos especular que o
condicionamento da superficie com as lactamas tenha alterado esse
metabolismo agindo sobre proteinas especificas. Outra possibilidade é a
interferéncia das lactamas no sistema de controle ou sinalizacdo dos
microrganismos (quorum-sense) que direciona a producdo de EPS, no
sistema enzimatico e/ou no metabolismo microbiano, reduzindo a
producdo de matriz extracelular (8,15). Devido a similaridade estrutural
das y-alquilideno-y-lactamas com as moléculas do quorum-sense (19),
as lactamas poderiam atuar como antagonistas a formacao do biofilme,
ligando competitivamente aos reguladores da resposta do quorum-sense.
Assim, o sistema de comunicacdo entre 0s microrganismos sofre
interferéncia e é bloqueado e, consequentemente, a formagdo e o
comportamento do biofilme microbiano sdo alterados.
Interessantemente, o efeito das lactamas na reducdo da producéo

de carboidratos foi mais acentuado do que a reducdo na produgdo de
proteinas, indicando que estes compostos podem ser explorados para o
desenvolvimento de agentes antibiofilme, ja que polissacarideos
contribuem mais do que proteinas para a formacgdo e estabilidade
estrutural dos agregados microbianos (44). De acordo com Khan et al.
(45), a inibicdo de EPS poderia ser um mecanismo plausivel de inibi¢do
do biofilme. A matriz de EPS serve como uma barreira fisica que
dificulta a penetracdo e a difusdo das moléculas dos agentes
antimicrobianos para o interior das células bacterianas (46,47), devido a
viscosidade da secre¢do extracelular, e também por meio de interacdes
eletrostaticas dos componentes da matriz com estes agentes (48). Assim,
a habilidade de inibir sua produgéo torna a comunidade microbiana mais
vulnerdvel/susceptivel a outros procedimentos de desinfecgdo ou
agentes antimicrobianos (40). Portanto, o uso dessas lactamas para a
modificacdo da superficie, por exemplo, no condicionamento da dentina
radicular, poderia ser uma estratégia efetiva para diminuir a taxa de
insucesso endodontico causado pelas infecgBes associadas ao biofilme.

Considerando o potencial das lactamas para uso intracanal, a
toxicidade destas moléculas as células do ligamento periodontal deve ser
a mais baixa possivel. De acordo com a classificagdo proposta por
Chuensombat et al. (49), as lactamas avaliadas neste estudo
demonstraram efeito moderado (entre 30% e 60%) sobre a viabilidade
dos fibroblastos do ligamento periodontal. Quando comparadas com a
solucdo de CHX 0,2%, demonstraram menor citotoxicidade.

Estudos futuros objetivando elucidar o mecanismo detalhado
através do qual as lactamas reduziram a matriz extracelular do biofilme
e explorar os ingredientes ativos ainda sdo necessarios.
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Em conclusdo, este estudo mostrou que as y-alquilideno-y-
lactamas 12e, 13e e 13f diminuiram a producdo de proteinas e
polissacarideos de um biofilme multiespécies de S. mutans, E. faecalis e
C. glabrata, indicando que estes compostos sdo potenciais candidatos
para o desenvolvimento de agentes inibidores da formacéo de biofilme.
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4 CONCLUSOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos nos diferentes experimentos
foi possivel concluir que:

1) O EDTA e a MSS foram efetivos para promover a
desagregacdo das bactérias do biofilme de E. faecalis.

2) A MSS demonstrou excelente atividade antimicrobiana,
enquanto o EDTA apresentou baixa efetividade antimicrobiana contra o
biofilme de E. faecalis.

3) As y-alquilideno-y-lactamas 12e, 13e e 13f diminuiram a
producdo de polissacarideos e proteinas da matriz extracelular do
biofilme multiespécies de S. mutans, E. faecalis e C. glabrata.
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