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Degradacao de polissacarideos de biofilmes de S. mutans por
a-1,3 (PmGH87) e a-1,6 (CoGH66) glucanases

CORTEZ, Anelyse; POLIKARPOV, Igor; QUEIROZ, Mateus Xavier de; SOUSA, Andrei Nicoli Gebieluca
Dabul Dias de; PELLEGRINI, Vanessa de Oliveira Arnoldi; PRATAVIEIRA, Sebastido; RICOMINI FILHO,
Antonio Pedro

anelysecortez@hotmail.com

Placas dentais sdo biofilmes bacterianos geralmente formados por bactérias do género Streptococci que
crescem sobre a superficie dos dentes e podem culminar no desenvolvimento de caries. (1) Nos biofilmes,
as células microbianas est3o envoltas por uma matriz polimérica complexa, cuja finalidade & a protec3o
das células contra possiveis agentes nocivos como, por exemplo, os antibiéticos. Essa matriz € comumente
formada por proteinas, DNA extracelular e polissacarideos extracelulares (PEC). (2) Sabe-se que biofilmes
dentais apresentam PECs com ligacdes glicosidicas a-1,3 e a-1,6. Dessa forma, a utilizacdo de enzimas
ativas em carboidratos complexos, como a-1,3 (Pm GH87) e a-1,6 (Co GH66) glucanases, pode ser uma
estratégia para o controle do biofilme dental. Neste trabalho, realizamos um estudo piloto para avaliar
a atividade de glucanases na degradacdo de PEC e consequente reducdo de biomassa de biofilmes de S.
mutans. Biofilmes de S. mutans UA159 foram formados por 24 h em microplacas usando meio UTEYB
+ 1% sacarose. Em seguida, foram submetidos a tratamento enzimatico com PmGH87 ou CoGH66 a
37 oC por diferentes tempos de incubagdo, na concentracdo enzimatica de 1 mg/ml. As enzimas foram
diluidas em tamp3do PBS 1X, e somente PBS 1X foi considerado controle. A combinacio das enzimas
para avaliar se existe efeito sinérgico também foi avaliada. Para a quantificacdo da biomassa total, os
biofilmes foram corados com cristal violeta 0.05%, lavados com agua e o corante restante foi recuperado
com Aacido acético 30%, tendo a absorbancia medida a 570 nm. Para quantificar os PECs, os mesmos
foram extraidos dos biofilmes com NaOH 1 M sob agitacdo da microplaca por 15 min, transferidos para
microtubos, centrifugados e o sobrenadante foi precipitado com etanol. Depois, foram quantificados
colorimetricamente pelo método fenol-sulfarico, sendo medidos a 490 nm. A % de reduc3o de biomassa e
PEC foi calculada para cada grupo de tratamento em relac3o ao controle. Para obter imagens qualitativas,
realizou-se microscopia de varredura confocal, onde os corantes Dextran, Alexa Fluor 647 e Syto-9 foram
utilizados para corar a matriz polimérica e as células bacterianas, respectivamente. A % de reducio de
biomassa (B) e PEC (P) para ambas as enzimas mostrou um comportamento tempo-dependente, com
maxima redugdo de 92 + 0.7% (B) e 99.3 &+ 0.4% (P) para a enzima Pm GH87; e 85.7 + 0.9% (B)
e 99.4 + 0.03% (P) para a enzima Co GH66, ap6s 24 h de tratamento. A combinagdo das enzimas
resultou em um efeito sinérgico, onde apés apenas 2 h de tratamento observou-se 93.8 4+ 0.6% de
reducdo de biomassa e 99 + 0.2% de reducdo de PEC, na dose enzimatica total de 1 mg/ml. As
imagens de microscopia confocal confirmaram os dados quantitativos, indicando consideravel reducio
de biomassa e polissacarideos extracelulares apés tratamento combinado das enzimas. Em conclusio,
os dados sugerem que ambas as enzimas sdo capazes de degradar PEC e diminuir a biomassa total de
biofilmes de S. mutans, e a acdo conjunta das duas diminui o tempo de tratamento, indicando efeito
sinérgico.
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