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RESUMO

A formacédo de biofilmes por microrganismos sao grande ameaca a saude publica,
visto que potencializam a expressao dos mais diversos mecanismos de viruléncia.
Além disso, os materiais para fabricacdo de dispositivos usados em saude, podem
facilmente ser colonizados por fungos e bactérias da microbiota. Na odontologia, 0s
biofiimes sdo extremamente relevantes, pois sdo responsaveis por diversas
patologias bucais. A ortodontia lida com as disfun¢des dento-faciais e devido a alta
demanda, tem contado com novas tecnologias, como os alinhadores ortoddnticos
removiveis, produzidos em poliuretano (PU), um elastdmero transparente e flexivel,
gue permite discricdo durante o uso e diminui o tempo de tratamento. Entretanto, a
facilidade de adesao microbiana e formagéo de biofilmes séo preocupantes devido
as irregularidades na sua superficie e uso diario deste dispositivo. Assim,
objetivamos avaliar a interacdo entre Candida albicans, Streptococcus mutans e o
PU, através da caracterizacdo de biofilmes simples e mistos artificialmente
formados. A avaliacédo foi feita nos tempos, 24 e 48 horas, e os parametros utilizados
foram: contagem de unidades formadoras de colbnias (UFC), biomassa total por
cristal violeta, matriz extracelular por safranina, metabolismo por redugéo do XTT e
morfologia por microscopia eletrbnica de varredura (MEV). As micrografias
mostraram bactérias aderidas as leveduras, formando uma camada sobre C.
albicans, sugerindo favorecimento da bactéria ao utilizar o fungo como local de base
e ancoragem para o biofilme. Ambas espécies fazem parte da microbiota bucal,
portanto nossos resultados sdo relevantes pois mostram a necessidade de medidas
preventivas de higiene visando evitar a formacao de biofilmes nestes dispositivos.

INTRODUCAO

Biofilmes sdo comunidades microbianas que podem ser formados por um ou mais
microrganismos, sendo mono ou multiespécie e inclusive ser constituido por fungos
e bactérias (Nobile, 2015; Costa et. al, 2022). Na cavidade bucal, os microrganismos
componentes da microbiota, como por exemplo S. mutans e C. albicans, podem
aderir as superficies dentarias ou dispositivos odontoldgicos e, consequentemente
formar biofilmes que podem resultar em patologias, infec¢cdes disseminadas e até
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mesmo levar o individuo a 6bito, sendo uma preocupacéo na saude publica mundial.
(Ramburrun, 2021). A ortodontia tem inovado com novas tecnologias, como
exemplo, os alinhadores removiveis, que s&do fabricados com o elastdmero
poliuretano (PU), um polimero amplamente utilizado em aplicacdes biomédicas, que
busca otimizar o tratamento e efeitos adversos dos alinhadores convencionais (Ma,
2021). O PU permite um tratamento mais rapido e seu uso € quase imperceptivel,
devido a transparéncia do material. Os estudos de interacdo entre S. mutans e C.
albicans sdo imperativos, no entanto, até o0 momento ndo existem publicacdes que
explorem especificamente a interacdo com a superficie do PU. Portanto, o objetivo
deste estudo, foi caracterizar biofilmes produzidos artificialmente com C. albicans e
S. mutans sobre a superficie de PU.

MATERIAIS E METODOS

Os biofilmes foram artificialmente produzidos com inoculos de C. albicans NEWP
0031 e S. mutans ATCC 25175, em concentracdo de 1-2x10’, a leitura foi realizada
em espectrofotobmetro ELISA, onde a absorbéancia lida em 600 nm, com valores de
0,165 - 0,175 para levedura e entre 0,05 - 0,06 para bactéria. As placas de PU foram

adquiridas comercialmente (Zendura® 9156) e cortados em circulos com 1 cm de

diametro, os quais foram esterilizados com alcool P. A. e luz ultravioleta por 20
minutos, e denominados de corpos de prova (CP). A produgéo dos biofilmes foi
realizada em placa de 24 pocos, onde os CP foram dispostos no fundo do poco e
foram adicionados 200 uL de in6culo em cada um dos biofilmes simples, enquanto
gue nos biofilmes mistos foi determinada a proporcédo de 1:1, com 100 uL de inéculo
de cada espécie. Sobre cada CP foi adicionado 1000 uL de meio Caldo Sabouraud
dextrose e as placas foram incubadas em jarra de anaerobiose, a 37°C e 110 rpm
em estufa shaker. Os pontos de avaliacdo foram 24 e 48 horas. Os biofilmes foram
avaliados quanto as unidades formadoras de colénia (UFC) recuperadas das
preparacdes, biomassa total do biofilme com impregnacédo de cristal de violeta e
matriz extracelular com safranina, além da atividade metabdlica mitocondrial 2,3-bis
(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida ensaio de reducéao (XTT)
e microscopia eletronica de varredura (MEV).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados observados demonstram que a superficie do PU esta suscetivel a
adesao microbiana e desenvolvimento de biofilme. Os dados de contagem de UFC
em biofilmes simples, mostram C. albicans em menor quantidade em relacdo a S.
mutans em ambos os tempos, sendo possivel observar 0 mesmo comportamento
com as células recuperadas do biofilme misto. Na producdo de biomassa total e
matriz extracelular, C. albicans apresentou dados superiores aos de S. mutans e do
biofilme misto. Enquanto que, houve uma variacdo quanto a atividade metabdlica,
onde C. albicans isoladamente expressou maior acdo metabodlica em 24 horas e em
48 horas houve uma inversdo de papeéis, S. mutans dobrou sua taxa metabdlica,
superando a de C. albicans. As micrografias capturadas em MEV, possibilitaram a
visualizacdo da morfologia das espécies, no biofilme simples com S. mutans, foi
possivel ver uma homogeneidade na distribuicdo dos cocos sobre a superficie do PU
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em ambos os periodos, e com C. albicans houve também um espalhamento dos
blastoconidios e hifas por toda a superficie do material. Enquanto que, na
preparacdo com a associacdo de ambas as espécies, foi possivel visualizar as
células bacterianas aderidas as estruturas fungicas, formando uma camada sobre C.
albicans, sugerindo um favorecimento da bactéria ao utilizar o fungo como base e
local de ancoragem para a formacéo do biofilme.

Candida albicans Streptococcus mutans
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Figura 1. Micrografias capturadas dos biofilmes de 24 horas, de Candida albicans e
Streptococcus mutans artificialmente produzidos sobre superficie de poliuretano em
microscopia eletrbnica de varredura. A) Conidios e hifas de C. albicans
homogeneamente espalhadas e aderidas a superficie de PU. B) Cocos de S. mutans
distribuidos em PU. C) Células bacterianas de S. mutans recobrindo as células de C.
albicans.

Os resultados mostram uma importante associacao entre S. mutans e C. albicans na
formacao do biofiime com potencial cariogénico. Sugere-se que C. albicans atua
como fator adicional para o aumento da colonizacao e expressao da viruléncia de S.
mutans. Além disso, é conhecida a afinidade do género Candida por superficies
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abidticas, inclusive com registros de infec¢des originadas da colonizacdo dos mais
diversos dispositivos de saude, principalmente aqueles de longa permanéncia.

CONCLUSAO

Ressaltamos que, a capacidade desses microrganismos em formar biofilme sobre a
superficie de PU pode se tornar um problema para os usuarios deste tipo de
alinhadores, pois, se os métodos de higienizacado ndo forem capazes de remover 0s
biofilmes, pode haver a facilitagdo do desenvolvimento de patologias bucais, além da
dispersao das células filhas deste biofilme para outros sitios anatdmicos.
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