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DIAS, B. A. Verificacdo da inibicdo da expressdo de genes envolvidos na
formacado de biofilme cariogénico em Streptococcus mutans. 2015. 94f.
Apresentacdo da Dissertacdo (Mestrado em Clinica Odontoldgica) — Faculdade de
Odontologia, Universidade Federal de Juiz de Fora (MG).

RESUMO

Céries dentarias resultam de um desequilibrio metabdlico do biofilme dental,
formado por bactérias, principalmente estreptococos e lactobacilos. Uma das formas
de prevenir 0 processo carioso seria inibir a formacéo deste biofilme cariogénico.
Este trabalho, portanto, objetiva verificar a inibicdo da formacéo de biofilme dentario
formado por Streptococcus mutans (S. mutans) através da acdo de quatro
substancias (epigalocatequina, clorexidina, xilitol e resveratrol), e verificar o provavel
mecanismo de acdo a partir da expressédo génica das enzimas glicosiltransferase
(GTF) e frutosiltransferase (FTF). O ensaio de reacdo de cadeia de polimerase
guantitativa em tempo real (QPCR) foi realizado para quantificar a expressao dos
genes. Foram realizados ainda, ensaios de viabilidade celular e para verificacdo de
formacao de biofilme apos tratamento com as substancias testes para determinar
concentracfes em que houvesse inibicdo da formacéo de biofilme em condicfes de
viabilidade celular. As concentracdes de xilitol, resveratrol e clorexidina que se
mostraram eficazes foram 100 mg/mL, 0,1 mg/mL e 0,001 mg/mL, respectivamente,
ou seja, concentragcdes nas quais houve inibicdo da formacdo de biofilme sem
modificacdo da viabilidade bacteriana. A epigalocatequina ndo apresentou uma
concentracdo que proporcionasse inibicdo de biofilme sem a consequente morte
bacteriana. Os tratamentos foram realizados com o xilitol, o resveratrol e a
clorexidina, e apdés realizacdo de RT-gPCR (reacdo de cadeia de polimerase
guantitativa em tempo real de transcricdo reversa) foram obtidos os resultados
referentes a expressdo dos genes ftf e gtfb. Houve uma diminuicdo significativa
(72,8%) na expressao génica do ftf apés o tratamento com xilitol. O resveratrol ndo
interferiu na expressao deste gene e a clorexidina provocou reducao da expressao
do gene de controle (housekeeping gene), inviabilizando a avaliacdo da expressao
do ftf na concentragéo avaliada. Nao houve modificacdo significativa na expressao
de gtfb ap6s o tratamento com o resveratrol e a clorexidina nas concentracfes
definidas. O xilitol reduziu a expressédo do housekeeping gene 16S rRNA, indicando
morte celular na concentragao testada. Os resultados nos levaram a concluir que as
trés substancias - resveratrol, xilitol e clorexidina - atuam como potenciais agentes
inibidores de biofilme dentéario formado por S. mutans. Verificou-se, entretanto, que o
xilitol inibe a expresséo do gene ftf, indicando que o provavel mecanismo de acdo de
tal inibicdo da formacéo do biofilme foi através da reducédo da expressao deste gene
do S. mutans. A clorexidina ja possui reconhecida acéo bactericida, entretanto neste
trabalho verificamos uma concentracédo desta substancia em que houve inibicdo de
biofilme sem a consequente morte celular. Diante dos achados podemos propor
outras formas de aplicacdo do xilitol e da clorexidina, em odontologia, e também a
utilizacdo do resveratrol como um agente inibidor do processo carioso, ja que o
mesmo é capaz de inibir a formacéo de biofilme dentario. A inibicdo do biofilme por
estas substancias seria interessante de modo que nédo gerariamos um desequilibrio
na flora bacteriana, mantendo, portanto, bactérias que atuam de forma positiva na
cavidade bucal. Desta forma, outros estudos laboratoriais e clinicos sdo necessarios



para demonstrar a eficacia de tais substancias para prevencdo ou até mesmo
tratamento de céries dentérias.

Palavras-Chave: cérie; Streptococcus mutans; frutosiltransferase; glicosiltransferase.



DIAS, B. A. Verification of inhibiting the expression of genes involved in
cariogenic biofilm formation by Streptococcus mutans. 2015. 94f. Apresentacéo
da Dissertacdo (Mestrado em Clinica Odontoldgica) — Faculdade de Odontologia,
Universidade Federal de Juiz de Fora (MG).

ABSTRACT

Dental caries results from a metabolic imbalance in the biofilm, formed by bacteria,
especially streptococci and lactobacilli. One way of preventing caries process would
be inhibit cariogenic biofilm formation. This work therefore aims to verify the possible
inhibition of biofilm formation by Streptococcus mutans (S. mutans) after the
treatment with four substances (epigallocatechin, chlorhexidine, xylitol and
resveratrol), and to investigate the action mechanism through the expression of the
genes glycosyltrasferase (GTF) and fructosyltransferase (FTF). The test of
guantitative polymerase chain reaction (QPCR) was carried out to quantify the
expression of these enzymes. Cell viability assays as well as tests for verification of
biofilm formation were also carried out after the treatment with the test substances to
determine the concentration when the inhibition of biofilm formation occurred under
conditions of cell viability.The xylitol, resveratrol and chlorhexidine concentrations
that proved effective were 100 mg/ml, 0.1 mg/ml and 0.001 mg/mL, respectively,
concentrations in which there was inhibition of biofilm formation without modification
of the bacterial viability. The epigallocatechin didn’t demonstrate a concentration that
would provide biofilm inhibition without the consequent inhibition of bacterial viability.
The treatments were performed with xylitol, resveratrol and chlorhexidine, and after
completion of RT-gPCR (reverse transcription real time polymerase chain reaction),
they’re obtained the results for enzyme expression of FTF and GTFB. There was a
significant decrease (72.8%) in the enzyme FTF expression after treatment with
xylitol. The resveratrol didn’t affect the expression of this enzyme and chlorhexidine
caused reduced gene expression control (housekeeping gene), precluding to
evaluate the FTF gene expression in the assessed concentration. There was no
significant change in GTFB expression after treatment with resveratrol and
chlorhexidine in defined concentrations. Xylitol reduced housekeeping gene 16S
rRNA expression, indicating cell death in the concentration tested. The results led us
to conclude that the three substances (resveratrol, xylitol and chlorhexidine) act as
potential dental biofilm inhibitors formed by S. mutans. It was found, however, that
xylitol inhibits FTF gene expression, indicating that the probable mechanism of action
of such inhibition of biofilm formation was by reducing the expression of this S.
mutans gene. Chlorhexidine has already recognized bactericidal action, however this
work we see a concentration of this substance that was inhibiting biofilm without
subsequent cell death. Considering those findings may suggest other ways of
applying the xylitol and chlorhexidine in dentistry and also the use of resveratrol as
an inhibitory agent of the carious process, since it is capable of inhibiting dental
plaque formation. Biofilm inhibition these substances would be interesting to such an
extent that there would generate an imbalance in the bacterial flora, thus keeping
bacteria that act in a positive manner in the oral cavity. Thus, clinical studies are
necessary to demonstrate the efficacy of these substances to prevent or even caries
treatment.

Keywords: caries; Streptococcus mutans; fructosyltransferase; glucosyltransferase.
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1 INTRODUCAO

A placa dental é definida como uma comunidade diversificada de
microrganismos encontrados na superficie dentaria, caracterizada como um biofilme
dental (MARSH, 2004). Os biofilmes dentais sdo compostos por uma matriz
extracelular de polimeros aderidos a superficie do dente que envolve um grupo de
microrganismos (ALLISON, 2000; FLEMMING e WINGENDER, 2010).

Céries dentérias resultam de um desequilibrio da atividade metabdlica neste
biofilme dental (NYVAD et al., 2013), que é composto por bactérias cariogénicas
altamente eficientes na conversao de carboidratos em &cidos organicos, os quais
desmineralizam o esmalte do dente (SHEN et al., 2004). No biofilme cariogénico ha
uma prevaléncia de estreptococos do grupo mutans, principalmente Streptococcus
mutans (S. mutans) e outros microrganismos aciddricos como os lactobacilos e
leveduras, os quais produzirdo 4cidos que resultardo na desmineralizacdo do dente
(BANU et al., 2010; KLEINBERG, 2002; MARSH et al., 2005; SOCRANSKY e
HAFFAJEE, 2002). Estas bactérias sdo particularmente eficazes no processo de
formacdo da cérie, gracas a sua capacidade de sobreviver e de produzir biofilmes no
meio acido das quais originam (FLEMMING e WINGENDER, 2010).

A carie é considerada um problema de salde publica em escala global,
apresentando alta prevaléncia na maior parte das populacbes modernas,
especialmente nos paises em desenvolvimento (MALTZ e SILVA, 2001; SMITH,
2002).

De acordo com os conceitos de Keys (1960), € uma doenca multifatorial,
infecciosa, transmissivel e dieta-dependente. Newbrum (1983) acrescenta o fato de
ela ser um processo cronico que necessita da presenca e da interacdo dos quatro
fatores (hospedeiro susceptivel, microrganismo, dieta e tempo). Conceitos que
atualmente se modificaram ja que a carie ndo € uma doenca transmissivel e é
principalmente causada pelo consumo excessivo de agucares (SHEIHAM e JAMES,
2015).

Ao efetivar a adesao inicial ao dente, a bactéria passa a depender de
carboidratos para se nutrir e para produzir a matriz polissacaridica extracelular, que

permite a adesao efetiva. A enzima glicosiltransferase (GTF) bacteriana é a principal
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conversora de agucares em energia, garantindo a nutricao bacteriana. Esta enzima &
responsavel por metabolizar glucanos solluveis e insoliveis em dgua dando origem a
matriz polissacaridica, que permite a colonizacdo bacteriana sobre a hidroxiapatita
do dente (MATSUMURA et al., 2003; MIRANDA et al., 2001; SMITH, 2002).

A enzima frutosiltransferase (FTF), também produzida por S. mutans, produto
do gene ftf (SHIROZA e KURAMITSU, 1988), sintetiza polimeros de frutanos a partir
da sacarose (BIRKHED, ROSELL e GRANATH, 1979; BURNE, 1991).

O atrito mecanico € o melhor método para remover o biofilme das superficies
dentarias, podendo ser realizado com escova e fio dental, além de profilaxia
profissional dentéria e outros meios auxiliares (OHRN e SANZ, 2009). Apesar do
controle mecanico do biofilme dentario ser o mais efetivo e utilizado pela populacéo,
existe evidéncia de que a motivacdo e capacidade operacional requeridas estédo
muito aquém da habilidade necessaria para se conseguir a completa eliminacdo do
biofilme supragengival e subgengival. Devido a essa situacdo, o método de controle
quimico do biofilme dentario, através da utilizacdo de antimicrobianos presentes em
solucbes para bochechos e em dentifricios, vem sendo bastante pesquisado
(LOTUFO et al., 2005).

Embora alguns componentes ativos presentes em produtos odontologicos
tenham interferéncia na formacao de biofilme, pouco se sabe sobre o mecanismo de
acdo e sua atuacdo a nivel genético. Este trabalho, portanto, tém o objetivo de
verificar a inibicdo da expressdo das enzimas GTF e FTF de S. mutans apos a
aplicacdo de substancias quimicas que séo utilizadas em alguns produtos — xilitol e
clorexidina — e outras que possuem acao antimicrobiana ja reconhecida — resveratrol
e epigalocatequina. A eficacia das substancias sera avaliada quanto ao potencial
antimicrobiano e a capacidade de inibicdo de formacao de biofilme. As substancias
consideradas eficazes serdo investigadas quanto ao possivel mecanismo de acao a
nivel genético: a expresséo génica das enzimas GTF e FTF, essenciais na formacgéo
do biofilme, sera verificada através de reacdo de cadeia de polimerase em tempo
real (QPCR).
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2. FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 CARIE

Ha milénios, o homem deixou de viver exclusivamente da natureza, quando
modificou, de alguma maneira, a forma natural dos alimentos. Gerou-se um
desequilibrio da biodiversidade bucal que, a partir desse momento, foi responsavel
pelo processo de desmineralizacdo e remineralizacdo dentérias fora das condi¢cfes
naturais, possibilitando o desenvolvimento de lesdes na estrutura dentaria chamadas
de cérie dentaria (LIMA, 2008).

Céries dentarias tém sido descritas como uma doenca crbénica que progride
lentamente na maioria dos individuos. A doenca é inicialmente reversivel e pode ser
interrompida em qualquer fase mesmo quando uma por¢cao de esmalte ou dentina é
destruida (cavitacdo), desde que o biofilme possa ser suficientemente removido. E
raramente autolimitada e, na auséncia de tratamento, caries progridem até que o
dente seja destruido. A destruicdo localizada dos tecidos duros, frequentemente
referida a esta lesdo, € um sinal ou sintoma desta doenca que pode ser visualizada
tanto na coroa (carie coronal) quanto na raiz (carie radicular) de dentes deciduos e
permanentes, e em superficies lisas assim como em sulcos e fissuras. Pode afetar o
esmalte, a cobertura exterior da coroa; o cemento, a camada mais externa da raiz; e
a dentina, o tecido abaixo tanto do esmalte quanto do cemento. (FEJERSKOV et al.,
2003; SELWITZ, ISMAIL e PITTS, 2007).

A lesdo de carie pode ser evitada e controlada mesmo em situacdes de alta
prevaléncia, a partir da instituicdo do “controle periddico” da placa, que devera ser
inversamente proporcional a frequéncia da dieta cariogénica, permitindo o
restabelecimento do equilibrio da desmineralizacao-remineralizacdo (“des-re”) e,
desse modo, impedindo que novas lesdes atinjam a irreversibilidade (LIMA, 2008).

A cariogenicidade da dieta é determinada pela presenca de carboidratos,
principalmente a sacarose, que servem de substrato para que 0s microrganismos da
cavidade bucal sintetizem polissacarideos extracelulares com um importante papel

na formacéo da placa e, também, na producéo de acidos organicos que promovem a
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desmineralizacdo do esmalte e podem desencadear o processo de céarie (BURT,
1988; MANJI e FEJERSKOV, 1990; SREEBNY, 1982).

Bactérias endogenas no biofilme (em grande parte estreptococos [S. mutans
e Streptococcus sobrinus] e Lactobacillus spp) produzem acidos organicos fracos,
como um subproduto do metabolismo de carboidratos fermentaveis (CAULFIELD e
GRIFFEN, 2000; FEJERSKOQOV, 2004). Este &cido provoca queda dos valores locais
do pH abaixo de um valor critico, resultando em desmineralizacéo do tecido dentario
(FEATHERSTONE, 2000, 2004; CAULFIELD e GRIFFEN, 2000). Se a difusdo de
calcio, fosfato e carbonato para fora do dente continuar, ocorrera a cavitagdo
(FEATHERSTONE, 2004; SEOW, 1998).

A simples presenca de microrganismos na cavidade bucal, na saliva ou na
placa bacteriana, ndo € um fator determinante para o aparecimento de céarie, mas
sua participacdo é inquestionavel e indispensavel, pois a lesdo de carie passa pelo
metabolismo bacteriano, culminando no processo fisiologico de “des-re”, nao
determinando necessariamente a “doenca” carie (THYLSTRUP e FEJERSKOV,
1995).

A suscetibilidade do dente a carie é determinada pelo grau de mineralizacéo
do esmalte, proporcionando maior ou menor resisténcia a dissolucdo acida, cuja
mineralizacdo também é regida por fatores intrinsecos que ocorrem durante a
formacdo do dente, e os extrinsecos, que sdo fatores ambientais e locais. A tentativa
de aumentar a resisténcia do esmalte ao ataque acido ainda faz parte da conduta
terapéutica de profissionais, através do uso de substancias quimicas durante a fase
pré e pos-eruptiva do dente, sendo hoje muito contestada a sua eficacia (CURY,
2001).

Fatores de risco fisico e biol6gico para carie de coroa ou raiz incluem
inadequados fluxo e composicdo salivar, um elevado numero de bactérias
cariogénicas, exposicao insuficiente ao fllor, recessdo gengival, componentes
imunoldgicos, necessidade de cuidados de saude especiais e fatores genéticos
(FEATHERSTONE et al., 2003; FEJERSKOV e KIDD, 2003; THOMSON, 2004).
Como fatores comportamentais sao incluidos: ma higiene bucal; maus habitos
alimentares, ou seja, consumo frequente de carboidratos refinados; uso frequente de
medicamentos orais que contém acucar e outros medicamentos que interferem na
producéo de saliva; e métodos inadequados de alimentacédo de bebés (FEJERSKOV
e KIDD, 2003; FEATHERSTONE et al., 2003; KROL, 2003; WINN, 2001; TOGER-
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DECKER e VAN LOVEREN, 2003). Outros fatores relacionados ao risco de carie
incluem a pobreza, privacéo ou nivel social; nimero de anos de educagéo; cobertura
de seguro dental; uso de selantes dentarios; utilizacdo de aparelhos ortodénticos; e
préteses parciais mal desenhadas ou mal ajustadas (CURZON e PRESTON, 2004;
FEATHERSTONE et al., 2003; KIDD et al., 2000; KROL, 2003; RAMOS-GOMEZ et
al., 2002).

A colonizagdo por S. mutans e outras bactérias cariogénicas, em uma idade
jovem, pode ser um fator de risco chave para o desenvolvimento de carie
(BERKOWITZ, 2003; SEOW, 1998). Apesar da queda generalizada na prevaléncia e
gravidade de cérie em dentes permanentes em paises de alta renda ao longo das
Gltimas décadas, as disparidades continuam e muitas criancas e adultos ainda
desenvolvem carie (BELTRAN-AGUILAR, BARKER e CANTO, 2005; CURZON e
PRESTON, 2004; KROL, 2003; PETERSEN e YAMAMOTO, 2005). Outros grupos
populacionais de alto risco incluem as pessoas que vivem em situacao de pobreza,
pessoas com baixo nivel educacional ou socioeconémico; grupos de minoria étnica;
individuos com deficiéncias de desenvolvimento; individuos com virus da
imunodeficiéncia humana (HIV); pessoas idosas debilitadas e com transtornos
psiquiatricos, etc (BELTRAN-AGUILAR, 2005; ETTINGER, 1999; JAMELLI, S. R. et
al., 2010; KIDD e JOYSTON-BECHAL, 1997; KROL, 2003; PETERSEN e
YAMAMOTO, 2005; SHEIHAM, 2001; TINANOFF, KANELIS e VARGAS, 2002).

A tendéncia internacional em gestao de carie é afastar-se do modelo cirargico
(remocdo e substituicdo do tecido doente do dente) para uma abordagem
preventiva, com o0 objetivo de controlar a iniciagdo e progressdo do processo da
doenca ao longo da vida de uma pessoa (PITTS, 2004). Durante um longo periodo,
a partir da virada do século 20, dentistas tém pensado na restauracdo do dente
como uma cura para a carie dentéria. Portanto, um grande desafio para o clinico é
detectar lesdes em uma fase inicial antes de ser necessaria uma intervencao
cirargica (SELWITZ, ISMAIL e PITTS, 2007).

O foco na restauracdo e conservacdo de dentes foi um avanco sobre o
meétodo de tratamento prévio de extracdo dentaria, e tornou-se amplamente utilizado
em um momento em que havia pouco conhecimento sobre a prevencdo da carie,
nas quais estas se formavam rapidamente e suas taxas de progressdo eram
elevadas, entretanto havia poucos dentistas (SELWITZ, ISMAIL e PITTS, 2007).
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Na pratica clinica, o controle da carie por tratamento restaurador, apesar de
suas limitacOes e tendéncia a promover restauracoes repetidas (ELDERTON, 1990),
ainda é o método preferencialmente escolhido em muitos paises. As principais falhas
de restauracdo em uma abordagem de prevencdo sdo a curta durabilidade das
restauracdes e a propensao a formacao de novas caries em suas margens quando
as causas da doenca nao sao removidas (MJOR e TOFFENETTI, 2000). Prevencao
de lesdes iniciais por remoc¢do meticulosa do biofilme, bem como a aplicacdo de
fluoretos ou colocacéo de selantes sdo bem sucedidas na preservacéao estrutural do
dente. Quando € necesséaria uma intervencédo restauradora, a utilizacdo de técnicas
micro-restauradoras modernas com novos materiais adesivos também podem
preservar a estrutura do dente. Programas eficazes de prevencéo de carie podem
utilizar uma extensao das intervencgdes, incluindo a fluoretacdo da agua ou do sal da
comunidade, e, nas escolas, fluoretacdo da &gua, programas de escovacao,
fornecimento de comprimidos com fllor e aplicacdo de selantes dentarios
(SELWITZ, ISMAIL e PITTS, 2007).

Portanto, uma maior compreensdo do biofilme complexo que existe nas
superficies dos dentes pode ser a chave para um controle mais efetivo da carie
dentaria (LIMA, 2008).

2.2 STREPTOCOCCUS MUTANS E A PLACA DENTAL

A microbiota oral humana é composta de centenas de microrganismos que
colonizam uma variedade de superficies, a maioria a superficie dentéria, crescendo
como um biofilme conhecido como placa dental. A placa dental consiste de ao
menos 800 espécies bacterianas (AAS, 2005, 2008; BECKER, 2002; PASTER,
2001, 2006; PREZA, 2008) e é um ecossistema oral dindmico e extremamente
complexo (ASS, 2005; BEIGHTON, 2005; JENKINSON e LAMONT, 2005; MARSH,
2003, 2006; SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2005). As espécies microbianas na placa
formam comunidades as quais estabelecem uma selecdo de micronichos, funcdes
metabodlicas e interacdes intra e interespécies. (JENKINSON e LAMONT, 2005;
KOLENBRANDER, 2006; KURAMITSU, 2007; MARSH, 2003).

A placa bacteriana dental é frequentemente exposta a fatores que desafiam
um estado compativel de saude, incluindo a exposi¢do a alimentos ricos em acgucar

e a fumaca do tabaco. Praticas ineficientes e insuficientes de higiene oral, processo
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de envelhecimento, fatores genéticos e alteracdes imunoldgicas no hospedeiro
também afetam o ambiente oral e podem gerar condicdes que estimulem a
microbiota da placa para um estado associado a doenca (JENKINSON e LAMONT,
2005; MARSH, 2003).

A associacdo do S. mutans com a carie dental ndo era reconhecida, até que
em 1960, pesquisadores reavivaram o0 interesse pela bactéria. S. mutans séo
versateis microrganismos na etiologia da carie dental (MENAKER, 1984) e sédo os
principais habitantes da cavidade oral, sendo encontrados em 90% dos humanos
(BARATIERI, 1992). S. mutans tém sido implicado como o principal agente etiol6gico
da formacdo de carie dentéria, devido sua prevaléncia nas lesdes de carie
(LILJEMARK e BLOOMQUIST, 1996). A sacarose da dieta é essencial para a
acumulacio desta bactéria ao dente e para a iniciagdo da lesdo cariosa (ROLLA,
1989).

O S. mutans séo bactérias ndo esporuladas, catalase negativas, possuindo
uma parede celular constituida de proteinas, carboidratos e peptidoglicanos
(JAWETZ, BROOKS e BULEL, 1998). Microscopicamente as células sdo cocos
gram-positivos, tém morfologia ovalada e medem cerca 0,5 a 0,75 mm de diametro,
unidas aos pares ou em cadeias curtas ou médias, suas coldnias tem tonalidade
azul-clara, bordas onduladas e interior granular, sdo anaerobios facultativos e sua
temperatura 6tima de crescimento € de 37°C (figura 1) (BURNET, SCHERP e
SCHUSTER, 1978).

Figura 1. Microscopia eletrbnica de varredura de cepa de SM OMZ176 (sorotipo d) crescendo em
caldo de glicose. Fonte: BOWEN, 1969.
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Placas cariogénicas sdo compreendidas por numerosas especies
microbianas, incluindo S. mutans e outros estreptococos (Streptococcus oralis,
Streptococcus mitis, Streptococcus anginosus), Rothia, Actinomyces, Lactobacilli e
Bifidobacterium spp. e Candida albicans (ASS, 2008; BECKER, 2002; BEIGHTON,
2005; MUNSON, 2004; PREZA, 2008).

Em geral, os biofilmes sdo comunidades estruturadas de células microbianas
que sdo ligadas a uma superficie e envolvidas numa matriz extracelular
tridimensional. A matriz extracelular proporciona uma estrutura essencial para o
desenvolvimento do biofilme, promovendo a adesdo microbiana a superficies e
coesdo, assim como dificultando a difusdo. E composta por uma variedade de
substancias poliméricas extracelulares hidratadas. Exopolissacarideos (EPS),
proteinas, lipideos, acidos nucleicos e lipo-oligossacarideos foram identificados nas
matrizes de uma variedade de biofilmes formados na natureza e em varios locais
nos seres humanos (FLEMMING e WINGENDER, 2010).

A placa dentaria acumula-se preferencialmente em locais inertes que
oferecem protecdo contra a remocéo de forcas vigorosas que se aplicam na boca.
Fases distintas de desenvolvimento da placa podem ser reconhecidas, incluindo:

1) Adsorcdo de moléculas do hospedeiro e de bactérias a superficie do dente —
este filme condicionante (a pelicula adquirida) forma-se imediatamente apods a
erupcdo ou limpeza e influencia diretamente o padrdo de colonizacdo microbiana
inicial (AL-HASHIMI e LEVINE, 1989).

2) Transporte passivo de bactérias orais para a superficie do dente — interacdes
fisico-quimicas fracas de longo alcance entre a superficie celular microbiana e a
pelicula aderida ao dente criam uma area de fraca atracdo que facilita a adesao
reversivel (BUSSCHER e VAN DER MEI, 1997). Posteriormente, fortes interacfes
de curto alcance entre moléculas especificas na superficie da célula (adesinas) e
receptores complementares na pelicula podem resultar em fixacao irreversivel
(JENKINSON e LAMONT, 1997; LAMONT e JENKINSON, 2000).

3) Co-adesao dos colonizadores tardios aos colonizadores iniciais aderidos — esta
fase também envolve interacOes interbacterianas especificas adesina-receptor e
leva a um aumento na diversidade do biofilme e a formacdo de estruturas
morfolégicas incomuns, tais como espigas e rosetas (KOLENBRANDER et al.,
2000).
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4) Multiplicagdo dos microrganismos aderidos — a divisdo celular leva a um
crescimento confluente e, eventualmente, a um biofilme tridimensional
funcionalmente organizado de culturas mistas, sendo resultado da producdo de
polimeros na formacdo de uma complexa matriz extracelular constituida por
glucanos sollveis e insoluveis, frutanos e heteropolimeros (ALLISON, 2000).

5) Desligamento ativo — bactérias podem responder a evidéncias ambientais e
desligar das superficies, permitindo que as células colonizem outros lugares
(CAVENDON e LONDON, 1993; LEE et al., 1996).

Uma vez estabelecida, a microbiota da placa residente mantém-se
relativamente estavel ao longo do tempo e torna-se um beneficio para o hospedeiro
(MARSH, 2000). A microbiota residente de todos os sitios tem um papel critico no
desenvolvimento normal da fisiologia do hospedeiro e reduz também as chances de
infeccdo por atuar como uma barreira a colonizagdo por espécies exbgenas, e
frequentemente patogénicas (resisténcia a colonizagdo) (MCFARLAND, 2000).
Mecanismos que contribuem para a resisténcia a colonizacdo incluem uma
concorréncia maior por nutrientes e por locais de fixacdo, producdo de fatores
inibitérios e criacdo de condi¢cbes desfavoraveis de crescimento pela microbiota
residente. Portanto, tratamentos devem tentar controlar a microbiota da placa ao
invés de buscar sua eliminacdo (MARSH, 2004).

Polissacarideos resultantes da acdo de exoenzimas de S. mutans sdo 0s
principais constituintes da matriz de biofilmes cariogénicos da placa e sao
reconhecidos como fatores essenciais de viruléncia associados a carie dentaria
(BOWEN e KOO, 2011). E concebivel que o papel principal de S. mutans na
patogénese da doenca reside na sua capacidade de reunir uma matriz polimérica
insolivel e ndo simplesmente na sua superioridade numérica ou acidogenicidade
(GROSS et al., 2012; TAKAHASHI e NYVAD, 2011).

2.3 AS ENZIMAS GLICOSILTRANSFERASE (GTF) E FRUTOSILTRANSFERASE
(FTF) E A FORMACAO DE BIOFILME

O S. mutans nem sempre € 0 organismo mais abundante na colonizacéo
inicial da superficie do dente. No entanto, ele pode comandar o desenvolvimento de
biofilmes cariogénicos através de exoenzimas, como as glicosiltransferases (GTFs),

constituinte da pelicula adquirida e que também se ligam a superficies microbianas.



33

As enzimas quebram polimeros de sacarose (e amido), resultando em
glucanos soluveis e insolliveis em agua e frutose. Estes EPS fornecem inimeros
locais de ligacdo primarios e formam a principal estrutura da matriz em biofilmes
cariogénicos (figura 2) (BOWEN e KOO, 2011; FUKUSHIMA, OKADA e OCHIAI,
1993; WIATER, CHOMA e SZCZODRAK, 1999). Além do S. mutans, varios outros
estreptococos secretam GTF extracelular, que podem contribuir para aderéncia
deles a pelicula e convertendo-os em produtores de glucanos (BOWEN e KOO,
2011; RUSSEL, 1994).

O S. mutans produzem trés tipos de GTFs — GTFB, GTFC e GTFD — e sua
acdo cooperativa € considerada essencial para esta adesédo celular. A producéo de
glucanos adesivos a partir da sacarose ocorre pela acdo das GTFs, sendo que
agueles mediam a adeséo das células a superficie do dente. (COLBY e RUSSELL,
1997). GTFB e GTFC, que atuam principalmente na formagdo de glucanos
insollveis em agua e ricos em ligagdes a-1,3-glicosidicas, sdo localizadas na
superficie celular de S. mutans e codificadas pelos genes gtfB e gtfC,
respectivamente. Por outro lado, a enzima GTFD, que atua na producao de glucanos
soliveis em agua e ricos em ligagbes a-1,6-glicosidicas, é liberada na cultura
sobrenadante e codificada pelo gene gtfD. GTFC é adsorvida ao esmalte dentro da
pelicula enquanto GTFB liga-se avidamente a bactérias que promovem agregacao
de células e aumento da coeséo da placa. GTFD forma um polissacarideo soltuvel e
prontamente metabolizavel e age como um iniciador para GTFB. O comportamento
de GTFs sollveis ndo reflete ao que é observado com as enzimas de superficie
adsorvidas. As GTFs em diferentes regides oferecem alvos quimioterapéuticos para
prevenir a carie. No entanto, agentes que inibem estas enzimas em solugéo
frequentemente tém reduzido ou nenhum efeito sobre enzimas adsorvidas.
Claramente, alteracdes conformacionais e reacbes de GTFs sobre superficies sdo
complexas e modulam a patogénese da carie dentaria in situ, merecendo uma
investigacdo mais aprofundada (BOWEN e KOO, 2011; KURAMITSU, 1993).
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Figura 2. Esquema da Formacéao do Biofilme oral a partir da formac&o de glucanos pelas enzimas
GTFs de S. mutans. Proposto por Rélla et al. (1983) e revisado por Bowen e Koo (2011).
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O mau funcionamento de GTFs em valores mais baixos de pH pode levar a
diminuicdo da producédo de EPS e IPS (polissacarideos intracelulares). Estes ultimos
podem ser metabolizados quando ha pequena quantidade de substratos
fermentaveis exodgenos na cavidade bucal (BUSUIOC et al., 2009). Portanto, o0 mau
funcionamento de GTFs pode prejudicar tanto a adesdo bacteriana a superficie do
dente e integridade de biofilme, quanto aumentar o estresse por desnutricdo das
células de S. mutans, devido a reduzida preservacao de IPS (XU, ZHOE e WU,
2010).

As enzimas GTFB e GTFC s&o essenciais no estabelecimento da matriz
polissacaridica extracelular do biofilme dental, e GTFB é proposta como responsavel
por S. mutans formarem microcolonias (KOO et al, 2010).

O S. mutans produz também uma frutosiltransferase (FTF), o produto de um
anico gene ftf (SHIROZA e KURAMITSU, 1988), a qual sintetiza polimeros de
frutanos a partir da sacarose (BIRKHED, ROSELL e GRANATH, 1979; BURNE,
1991). A FTF enzimaticamente ativa pode ser encontrada tanto associada a células
ou livre das células (secretada) (BERGERON e BURNE, 2001; PABST, CISAR e
TRUMMEL, 1979). FTF secretada é encontrada na saliva ou imobilizada ao biofilme
da placa dental (DOYLE E CIARDI, 1983).

Cepas de S. mutans sorotipo ¢ possuem trés FTFs distintas e resultados
demonstram que FTF ligada ao glucano é antigenicamente distinta das outras duas.
O unico tipo de ligacdo encontrado (ligacdo-B-1,2) sugere que todos as trés FTFs
produzem um produto semelhante, embora uma pequena quantidade de ramificacao
tem sido relatada (BIRKHED et al., 1979; EBISU et al., 1975). No entanto, apenas
uma das trés FTFs tem a capacidade de se ligar a glucanos (RUSSEL, 1983).

Frutanos podem influenciar a patogénese da cérie dentaria servindo como
reserva de carboidrato extracelular que pode ser metabolizado pela bactéria durante
periodos de privacao de nutrientes (BURNE et al., 1996; COLBY e RUSSEL, 1997).
A frutose liberada a partir da hidrolise dos frutanos pode entrar na via glicolitica e ser
metabolizada para acido latico, o qual pode causar desmineralizacdo da superficie
do esmalte dentario e contribuir para a formacgéo de céaries (BURNE et al., 1999).
Tem sido demonstrado que frutanos promovem o processo de adesao de bactérias

orais especificas a superficies duras (ROZEN et al., 2001).
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2.4 POTENCIAIS AGENTES COM EFEITO ANTICARIE

Em decorréncia da incidéncia de doencas orais, do aumento da resisténcia de
bactérias aos antibidticos e dos efeitos adversos de alguns agentes antibacterianos
usados na odontologia, existe a necessidade de novas alternativas de prevencgao e
tratamento que sejam seguras, eficazes e econdmicas (PALOMBO, 2009).

Métodos mecanicos como escova/dentifricio e utilizacdo do fio dental, quando
aplicados de forma eficiente, conseguem promover um correto controle da placa
(OWENS et al, 1997; TORRES, 2000). Entretanto, Cury (1999) enfatiza a
necessidade de se prescrever substancias quimicas antiplaca para pacientes que
tenham dificuldades de manter um correto controle da placa dentaria. Dependendo
das caracteristicas do paciente, alguns autores consideram pertinente a realizacao
do controle quimico da placa como coadjuvante ao controle mecanico, podendo até
substitui-lo por curtos periodos de tempo quando necesséario (CARVALHO et al.,
1992; CURY, 1999; TORRES, 2000).

Dentre as inUmeras substancias quimicas existentes, quatro compostos se
destacam como potenciais agentes para o controle da formacdo de biofilme,
despertando o interesse quanto a possivel atuacdo através das enzimas FTF e GTF

de S. MUTANS: epigalocatequina galato, clorexidina, xilitol e resveratrol.

2.4.1 Galato de Epigalocatequina

Epigalocatequina-3-galato (EGCG), um constituinte principal do extrato
aquoso de Camellia sinensis (planta vulgarmente conhecida como cha verde), tem
um grande potencial anti-infeccioso, uma vez que inibe o crescimento de varios
microrganismos (SHIMAMURA, ZHAO e HU, 2007). Também inibe formacdo de
biofiime (BLANCO et al., 2005) e quorum sensing (HUBER et al., 2003; LEE et al.,
2009) e auxilia outros antibiéticos (HU et al., 2002; ROCCARO et al., 2004; ZHAO et
al., 2003) contra bactérias resistentes a concentracdes sub-inibitérias minimas (sub-
MICs) destes antibidticos. Bactérias gram-positivas sdo mais susceptiveis a EGCG
(figura 3) (YODA et al., 2004).
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Figura 3. Estrutura quimica da EGCG (C,,H;5041), massa molecular 458,37 g/mol.

A EGCG também € um éster composto de epigalocatequina e acido gélico e é
um tipo de catequina, sendo a mais abundante em chas e um polifenol muito
investigado devido ao fato de ter um potencial em afetar salde e doenca humanas
(LORENZ et al., 2009). Ela é encontrada principalmente no cha branco, cha verde e,
em menores quantidades, no cha preto; e em varios vegetais e nozes (BHAGWAT,
HAYTOWITZ e HOLDEN, 2011). Os polifendis sdo substancias com uma série de
acOes benéficas a saude, dentre as quais atividade anti-inflamatoria, antimutagénica,
antimicrobiana, anticarcinogénica e contra diabetes (WU et al., 2009).

Na odontologia, 0 uso terapéutico dos derivados do cha-verde vem sendo
proposto na reducéo da erosdo e abraséo dentaria (MAGALHAES et al., 2009), em
solucéo para bochechos (HIRASAWA, TAKADA e OTAKE, 2006; JENABIAN et al.,
2012) ou em dentifricios (MARUYAMA et al., 2011), principalmente em funcdo de
seu elevado espectro de agdo contra bactérias gram-positivas e gram-negativas,
atuando inclusive contra S. mutans e S. sobrinus (CAl et al., 2012; HAMILTON-
MILLER, 2001; JUNG et al.,, 2012; SUBRAMANIAM et al., 2012). Ainda por ser
biocompativel, a EGCG também foi proposta como meio para a conservacao de
dentes avulsionados apés traumatismos, mantendo a vitalidade de células do
ligamento periodontal (HWANG et al.,, 2011; JUNG et al.,, 2011). Por apresentar
efetiva agdo antimicrobiana contra Porphyromonas gingivalis (CAl et al., 2013; JUNG
et al., 2012) e Enterococcus faecalis, a EGCG também foi proposta como solucao
irrigadora dos canais radiculares (PRABHAKAR et al., 2010).

Xu, Zhou e Wu (2012) demonstraram que EGCG em sub-MICs foi capaz de
inibir a aderéncia inicial sacarose-dependente de S. mutans levando a consecutiva

inibicdo da formacao de biofilme maduro. EGCG pode ser capaz de inibir a adeséo
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de células a superficie do hospedeiro, interrompendo assim o passo inicial na

formacéo de biofilmes maduros.

2.4.2 Clorexidina

A clorexidina é uma bis-biguanida (base forte), carregada positivamente,
praticamente insolivel em agua. Por isso, seu uso em Odontologia é preconizado
em forma de sal digluconato, proporcionando uma maior solubilidade a substancia
(figura 4) (ARAUJO, ARAUJO e CAMPOS, 2001). Possui amplo espectro de acao,
agindo sobre bactérias gram-positivas, gram-negativas, fungos, leveduras e virus
lipofilicos. Sua eficacia no controle da placa dental vem sendo analisada desde a
década de 50. A clorexidina pode ser encontrada veiculada em dentifricios, géis,
vernizes ou solucgbes, entretanto seu uso em dentifricios pode ser indevido, pois
estes normalmente apresentam detergentes incompativeis com a clorexidina,
reduzindo sua acédo (TORRES, 2000).

o
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Figura 4. Estrutura quimica do digluconato de clorexidina.
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No tratamento da gengivite tem se mostrado um efetivo agente
antimicrobiano, dispersor da placa ja formada e inibidor da recolonizacdo da placa
bacteriana (CURY et al., 2000). Apresenta-se como uma alternativa na prevencao e
no tratamento de doencas bucais, com minimos efeitos colaterais, baixa toxicidade
local e sistémica e sem alteragdo da microbiota local (HORTENSE et al., 2010).

Hennessey (1973), verificando as propriedades antimicrobianas da
clorexidina, relatou que essa substancia apresenta eficiente acdo, sendo que 0s

microrganismos gram-positivos S8o mais sensiveis que 0s gram-negativos e que 0s
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estafilococos mostraram-se mais resistentes que 0s estreptococos. Relata também
que o mecanismo de acédo da clorexidina que resulta em efeito antimicrobiano,
comeca com sua adsorcao na superficie da célula bacteriana, provocando pequenas
rupturas na membrana citoplasméatica, o que modifica a permeabilidade celular e
permite que a droga entre na célula.

Alguns efeitos adversos séo atribuidos ao uso oral prolongado, por mais de
14 dias, da clorexidina em enxaguatérios, como: manchas acastanhadas nos dentes,
em restauracdes ou no dorso da lingua, descamacao e perda da sensibilidade oral,
sabor amargo e a interferéncia na sensacdo gustativa. Embora existam
enxaguatorios com concentragdo de 0,2%, a utilizacdo de produtos com clorexidina
a 0,12% é mais indicada, pois, nessa concentracdo, sdo diminuidos os efeitos
adversos das solucbes mais concentradas, mantendo-se a eficacia contra os
microrganismos (PRATTEN, BARNETT e WILSON, 1998).

Apesar de seu potencial reconhecidamente bactericida, a clorexidina deve ser
analisada em menores concentracfes quanto a inibicdo da formacdo de biofilme

sem, no entanto, provocar a morte das bactérias.

2.4.3 Xilitol

O xilitol € um composto do grupo dos poliéis, ou seja, um alcool, que
apresenta um grupo hidroxila em cada atomo de carbono de sua molécula (figura 5).
Pode ser encontrado em liquens, fungos, algas e vegetais, e também como um
intermediario do metabolismo de carboidratos em animais, inclusive no homem. Em
relacdo a microbiota bucal, ele possui uma propriedade cariostatica, impossibilitando
a proliferacdo das bactérias. Apresenta em sua formula uma molécula extra de
hidrogénio, ndo causando a formacao do &cido latico. Assim, a maioria das bactérias
da placa é incapaz de fermenta-lo em produtos acidos cariogénicos. Além disso,
também pode ser classificado como anticariogénico, pois possui capacidade de
estimular a producdo de saliva, a qual possui capacidade de tamponamento,
induzindo a remineralizacdo e revertendo lesdes de caries dentarias recém-
formadas (LIMA e BERLINCK, 2003; MOSS, 1999).
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Figura 5. Estrutura quimica do xilitol.

Embora haja relatos contraditorios em relacao a inibicdo de crescimento de S.
mutans pelo xilitol, varias hipoteses tém sido introduzidas para explicar seu efeito
inibitério (BURT, 2006; LEE, CHOI e KIM, 2012; SODERLING, EKMAN e TAIPALE,
2008; SODERLING, 2009).

Muitos estudos tém demonstrado que o xilitol tem atividade anticarie mais
notavel em gomas de mascar e doces. O uso frequente de goma de mascar de xilitol
tem sido mostrado como agente na prevencdo de caries (FRAGA, MAYER e
RODRIGUES, 2010; TWETMAN, 2009). Apesar da evidéncia consideravel de que o
xilitol € um eficaz agente cariostético e preventivo de cérie, ndo foi desenvolvido um
eficaz sistema de aplicacdo de xilitol exigindo o minimo de aderéncia segura,
especialmente para criangas. Muitos trabalhos sugerem que um minimo de 5 a 6
gramas e trés exposicoes diarias é necessario para um efeito clinico ser alcancado.
Ao mesmo tempo, ha evidéncias conflitantes na literatura de estudos com
dentifricios de xilitol sugerindo que doses mais baixas e exposicbes menos
frequentes podem ser eficazes (MILGROM, 2009)

Com base nos resultados de estudos sobre a transmissdo mae-filho de S.
mutans, o consumo habitual do xilitol pode ser recomendado para cuidadores de
criancas com idade inferior a dois anos. Consumo habitual de xilitol também pode
ser recomendado para pessoas que podem se beneficiar da queda na contagem de
S. mutans e da quantidade e adesividade da placa. Tais individuos sao, por
exemplo, aqueles que tém um maior risco de carie como portadores de aparelhos
ortododnticos fixos, individuos com xerostomia, retardo mental ou deficiéncia fisica, e
idosos (SODERLING, 2009).
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2.4.4 Resveratrol

O resveratrol € um composto fendlico, que quimicamente pertence ao grupo
dos estilbenos (figura 6). Encontra-se em varios frutos, como uvas, amendoins, e
frutos do bosque e noutras partes das plantas como, por exemplo, raizes, como é o
caso da sua presenca no Polygonum cuspidatum. Este ultimo é a fonte mais rica em
resveratrol e é muito utilizado na medicina oriental para tratar de doencas
hiperlipidémicas (diabetes), cardiovasculares, hepéaticas e inflamacdo da pele. Nas
plantas, o resveratrol é uma fitoalexina sendo sintetizado em resposta a um estresse
ambiental, nomeadamente infec¢cdes microbianas, radiacbes UV, variagcdes de
temperatura e exposicdo ao ozoénio (BAVARESCO et al.,, 1998; FREMONT, 2000;
SCHUBERT et al., 1997; WU et al., 2001).

OH
g
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Figura 6. Férmula estrutural do resveratrol (C14H1,03).

Vérias acBes bioquimicas e moleculares parecem contribuir para 0s seus
efeitos contra células pré-cancerosas ou cancerosas. Resveratrol afeta todas as trés
fases distintas da carcinogénese (iniciagdo, promog¢ao e progressao) por modulagéo
das vias de transducdo de sinal que controlam a divisdo e crescimento celular,
apoptose, inflamacéo, angiogénese e metastase, e, portanto, € considerado por
alguns como promissor na terapia anticancer (KRAFT, 2009).

Resveratrol também tem sido objeto de estudo por sua habilidade de inibir o
crescimento de alguns microrganismos como bactérias gram-positivas e gram-
negativas e fungos (CHAN, 2002; DOCHERTY, FU e TSAI, 2001; MAHADY e
PENDLAND, 2000). Muitos microrganismos ja foram analisados quanto a acdo do

resveratrol, no entanto, ha poucos estudos que o relacionam ao S. mutans.
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3 OBJETIVOS

Este trabalho tem como obijetivo verificar a inibicdo da formacao de biofilme
dentario formado por Streptococcus mutans através da acdo de quatro substancias
(epigalocatequina, clorexidina, xilitol e resveratrol), e verificar o provavel mecanismo
de acado a partir da expressao génica das enzimas GTF e FTF através de reacdo de
cadeia de polimerase quantitativa em tempo real (QPCR).

Os objetivos especificos sao: avaliar o efeito antimicrobiano das substancias
escolhidas frente a forma planctonica de Streptococcus mutans, em concentracdes
variadas; verificar a inibicdo da formacao de biofilme por Streptococcus mutans, em
meio enriguecido com sacarose, apos a aplicacao das substancias; cruzar os dados
obtidos para determinar a concentracao a ser verificada na expressao génica; extrair
o RNA total de S. mutans apés tratamento com as substancias escolhidas, em
concentragbes determinadas; e avaliar a expressdo dos genes ftf e gtf, em
Streptococcus mutans, apés tratamento com as substancias determinadas, por PCR

em tempo real.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS E APARELHOS UTILIZADOS

O caldo BHI (brain-heart infusion) foi adquirido da HIMEDIA (Mumbai, india)
no qual foi preparada a suspensdo bacteriana. O Agar triptona de soja (TSA) foi
adquirido da BD (Franklin Lakes, NJ, EUA) e foi utilizado para o plagueamento da
bactéria.

O leite em p6 molico (Nestlé®) e glicerol foram utilizados para o preparo do
meio skin-milk.

A agua sanitaria e lencos umedecidos foram utilizados para limpeza da
cubeta de quartzo.

Os agentes com potencial anticérie estudados foram:

1) Xilitol adquirido de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA);

2) Digluconato de clorexidina a 20% adquirido de Fagron (Sao Paulo, Brasil);

3) Epigalocatequina adquirida de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA);

4) Resveratrol adquirido de Gamma Comércio e Importacdo (Sao Paulo,
Brasil) e importado de Sunji, China.

O Dimetilsulféxido (DMSO) adquirido de F. Maia Industria e Comércio (Sao
Paulo, SP, Brasil) foi utilizado para auxiliar a diluicdo da clorexidina.

A sacarose 0,25% adquirida de Henrifarma (S&o Paulo, SP, Brasil) foi
utilizada para a formacéao de biofilme; e o cristal violeta a 0,05% adquirido de Alamar
Tecnocientifica (Sao Paulo, SP, Brasil), e etanol 70 e 95%, adquirido da empresa
Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foi utilizado para a fixagdo do mesmo.

O cloroférmio adquirido de CRQ (Sao Paulo, SP, Brasil) e o reagente Trizol da
Ludwig Biotec (Rio Grande do Sul, Brasil) foram utilizados na etapa de extracdo de
RNA total.

Os reagentes High Capacity cDNA ReverseTranscription e Sybr Green Select
Master Mix foram adquiridos da Applied Biosystems (Califérnia, EUA), os quais
foram utilizados para sintese de cDNA e como marcador na etapa de qPCR,

respectivamente.


https://www.google.com.br/search?biw=1600&bih=763&q=franklin+lake&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgzMHnxCnfq6-gVGZQbGpEgeIWZFdWKGllZ1spZ9flJ6Yl1mVWJKZn4fCscpITUwpLE0sKkktKjYWmviy2F9ogf5JxusfSuymMf0qKAAAdhbWUWAAAAA&sa=X&ei=5uIjVZqGMcqrgwT2s4GQCw&ved=0CIwBEJsTKAEwFw
https://www.google.com.br/search?biw=1600&bih=763&q=nova+jersey&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgzMHnxCnfq6-gVGZQbGpEgeIaZqWlaallZ1spZ9flJ6Yl1mVWJKZn4fCscpITUwpLE0sKkktKnaZ9-C6asi6lQc9PCu2VDCHL-a13wIA7sclkmAAAAA&sa=X&ei=5uIjVZqGMcqrgwT2s4GQCw&ved=0CI0BEJsTKAIwFw

44

Os primers especificos para glicosiltransferase, frutosiltransferase e
housekeeping gene foram adquiridos de Sintese Biotecnologia (Integrated DNA
Technhologies, CA, EUA).

Para a realizacdo dos ensaios foram utilizados: fita de autoclave e caneta de
retroprojetor; luvas, mascaras e gorros descartaveis; lamparina e isqueiro; placas de
Petri; pipetas automaticas de 2,5 pL, 200 pL e 1000 uL e pipeta digital multicanal de
50 uL (Thermoscientific, MA, EUA); ponteiras para pipetas de 2,5 pL, 50 uL, 200 L,
1000 pL; cubeta de quartzo; tubos de ensaio e falcon; suporte para tubos e suporte
para criotubos e tubo conicos; béqueres de plastico e de vidro e schott; criotubos e
tubo conicos; microplacas de polietileno de 96 pocos de 0,1 mL e 0,5 mL; adesivos
opticos e aplicadores de adesivos para microplacas; microtubos com tampa de 0,1
mL e microplacas para PCR de 0,1 mL.

Os equipamentos utilizados foram: autoclave; geladeira; freezer de -20°C;
micro-ondas; balanca analitica AX200 Shimadzu (Quioto, KYT, Japao); Vortex Genie
2 (Scientific Industries, NY, EUA); lavadora Ultrassbnica Unique USC 1400
(Indaiatuba, SP, Brasil); phmetro B 474 Micronal (S&o Paulo, SP, Brasil); cabine de
Fluxo Laminar Trox série 3027 (Sao Paulo, SP, Brasil) ; estufa bacteriol6gica
novatecnica (Piracicaba, SP, Brasil); espectrofotdmetro BIOCHROM Libra S12
(Cambridge, Reino Unido); espectrofotometro Thermoscientific MultiskanGo
(Waltham, MA, Estados Unidos); agitador de microplaca orbit p2 Labnet International
(Edison, NJ, EUA); termociclador amplitherm thermal cyclers (Applied Biosystems,
CA, EUA); Nanodrop Thermoscientific e centrifuga 5417 R Eppendorf (Hamburgo,

Alemanha).

4.2 ORIGEM E CONSERVACAO DAS CEPAS

O microrganismo de referéncia Streptococcus mutans ATCC 25175 foi doado
pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude — Fundagdo Oswaldo
Cruz (INCQS - FIOCRUZ). Estas cepas foram mantidas em caldo BHI e
armazenadas em estufa bacteriol6gica (Novatecnica NT522) a 37°C (Figura 7).

A manutencdo das cepas foi realizada em meio skin-milk. Este meio é
preparado com leite em pd molico e glicerol. Em oito criotubos foram adicionados
500 pL do skin-milk e 500 pL da cepa proveniente do caldo BHI. Apos


https://www.google.com.br/search?biw=1600&bih=763&q=kyoto+jap%C3%A3o&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgzMHnxCnfq6-gbmZsYmpEgeIaZliEq-llZ1spZ9flJ6Yl1mVWJKZn4fCscpITUwpLE0sKkktKt7mlnWf-5pXAMezwgMV1072brv61xIAHUNnk2AAAAA&sa=X&ei=3fQjVZo_yIqwBYWEgJAP&sqi=2&ved=0CIoBEJsTKAEwEA
https://www.google.com.br/search?biw=1600&bih=763&q=shimadzu+corp.+kyt&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgzsHnxCnfq6-gbmZsYmpEo9-ur5hRlpxmbmRWZaWVnaylX5-UXpiXmZVYklmfh4KxyojNTGlsDSxqCS1qPiByu8rr4RfnuNl_5f-uvRkSa5n-z4AnA5JpWQAAAA&sa=X&ei=3fQjVZo_yIqwBYWEgJAP&sqi=2&ved=0CIsBEJsTKAIwEA
https://www.google.com.br/search?biw=1600&bih=763&q=jap%C3%A3o&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgzMHnxCnfq6-gbmZsYmpEgeIaRxvnKKllZ1spZ9flJ6Yl1mVWJKZn4fCscpITUwpLE0sKkktKl4fvDbf4Pn1J9on466_TG577VmYYAMARi4-RmAAAAA&sa=X&ei=3fQjVZo_yIqwBYWEgJAP&sqi=2&ved=0CIwBEJsTKAMwEA
https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1600&bih=775&q=waltham+estados+unidos&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgwsHnxCXfq6-gVFBiYFJmhIHiJ1RZWyqpZWdbKWfX5SemJdZlViSmZ-HwrHKSE1MKSxNLCpJLSqOTrJTr_LQiUhepCm0SNrp05LJydkARbXCYWEAAAA&sa=X&ei=YYgmVZuIMoHQsAX9jIHoBw&ved=0CIkBEJsTKAEwDw
https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1600&bih=775&q=massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgysHnxCXfq6-gVFBiYFJmhIniG2abV6cpKWVnWyln1-UnpiXWZVYkpmfh8KxykhNTCksTSwqSS0q9qnfeleq9_H1E1f-1d6TXRQyMUfnGgCv4IEaYgAAAA&sa=X&ei=YYgmVZuIMoHQsAX9jIHoBw&ved=0CIoBEJsTKAIwDw
https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1600&bih=775&q=estados+unidos&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgysHnxCXfq6-gVFBiYFJmhIniG2ZbF5uoKWVnWyln1-UnpiXWZVYkpmfh8KxykhNTCksTSwqSS0q1lxvoPFYerfyoeQJgonqr3ln3xZnAQAyIel9YgAAAA&sa=X&ei=YYgmVZuIMoHQsAX9jIHoBw&ved=0CIsBEJsTKAMwDw
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homogeneizagdo, as cepas foram devidamente identificadas em criotubos e
armazenadas no freezer a - 20°C.

Estes procedimentos laboratoriais foram realizados em cabine de fluxo
laminar (TROX) (Figura 8) no Nucleo de Pesquisa e Inovagcdo em Ciéncias da Saude
(NUPICS), da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora
(UFJF).

Figura 7. Estufa bacterioldgica utilizada para armazenamento das cepas.
4.3 CONTAGEM DAS COLONIAS

A cepa do mutans foi repicada do meio skin-milk para um tubo contendo caldo
BHI e apdés o periodo de 24 horas foi realizada a padronizacdo do meio com a
bactéria (suspenséao total) em espectrofotometro (BIOCHROM Libra S12) (figura 8),
de acordo com o procedimento operacional padrdo do Nucleo de identificacdo e
Quantificacdo Analitica (NIQUA), da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF). Realizou-se a medicdo em comprimento de onda de
580 nm em uma taxa de transmitancia de 25%. Foi retirado 1 mL desta solugéo e
dispensado em um tubo contendo 9 mL de salina estéril para realizacdo de uma
diluicdo seriada nas concentracdes de 101 a 10®. Foi retirado 1mL das diluigdes 10°
107 e 10® e transferidos para placas de Petri e logo apés adicionou-se TSA

seguindo a técnica Pour-Plate (figura 9), em duplicata. As placas foram incubadas
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em estufa bacteriologica a 37°C por 24 horas. Posteriormente ao periodo de
incubacédo foi realizada a contagem das unidades formadoras de colénia (UFC). Em
seguida foi calculada a média das duplicatas. Desta forma, foi determinada a
diluicdo que compreendia 1,15x10’ unidades formadoras de colénia por mililitro
(UFC/mL).

Figura 8. Cabine de fluxo laminar (Trox).

/\ /\ = =
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\_/
\_/ \_/ \__/ \_/ \_/ \_/
1071 1072 1073 10~ 10-5 10- 6 107 10~
9 mL salina
+
1 mL bct
TSA+1mL
de indculo

Figura 9. Esquema da diluicdo para a contagem de unidades formadoras de colénia.
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4.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA EM S. MUTANS
PLANCTONICO

O ensaio para verificar a atividade antimicrobiana das substancias testadas
sobre o crescimento de SM ATCC 25175 foi realizado em triplicata, ou seja, cada
concentracdo de cada substancia foi disposta sobre trés pocos. Foi escolhido o
método de microdiluicdo seriada em caldo BHI em microplacas de cultivo de 96
pocos. Diluicdes seriadas foram realizadas para todas as substancias em diferentes
faixas de concentracdo. As substancias foram pesadas em balanca analitica AX 200
Shimadzu (Quioto, Japao) para em seguida serem realizadas as diluicdes. Para
cada substancia, foram realizadas seis diluicbes seriadas e aplicadas aos pocos, da
maior para a menor concentracao e em triplicata. Os controles de turvacdo do meio
foram realizados para cada concentracdo e representavam a substancia em caldo
BHI sem a presenca de bactéria. Os controles negativos do meio foram compostos
pelo meio de cultura (BHI) e inoculo, os quais foram realizados em duplicata. A
figura 10 representa a distribuicdo das substancias na microplaca de cultivo de 96
POGOS.

A preparacdo de cada substancia para o ensaio procedeu-se da seguinte
maneira:

1) Epigalocatequina (EGCG)

Neste estudo foi utiizada a EGCG de massa molecular 458,37 g/mol,
derivada do cha verde, apresentada em estado sélido (p6 de coloracéo rosa).

Pesou-se 0,5 mg de EGCG e diluiu-se em 100 uL de agua purificada estéril e
logo apds em 900 uL de caldo BHI. Em seguida homogeneizou-se a solucao através
de movimentos oscilatérios com a pipeta automatica. Prosseguiu-se com as
diluigbes seriadas em concentragdes variando de 0,1 mg/mL a 0,5 mg/mL.

2) Clorexidina

O digluconato de clorexidina a 20% apresentou-se como um liqguido amarelo
transparente de formula quimica C,H3oCloN192CeH1205.

Inicialmente preparou-se uma solugédo matriz na concentracédo de 400 pg/mL,
atraves da diluicdo prévia de clorexidina em DMSO, da seguinte forma:

Pipetou-se 3 pL de clorexidina a 20%, adicionou-se 40 pL de DMSO (4%) e

homogeneizou-se com a pipeta. Foi adicionado 957 pL de caldo BHI e
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homogeneizou-se novamente. Logo apds, prosseguiu-se com as diluicbes em caldo
BHI para a obtenc&o de concentra¢des variando de 0,0001 mg/mL a 0,0015 mg/mL.
3) Xilitol

O xilitol € um acucar e, portanto, apresenta-se sob a forma de cristais
brancos.

Uma quantidade de 1 g de xilitol foi diluida em 100 pL de &gua purificada
estéril e 900 pL de caldo BHI. Em seguida, a solucéo foi aquecida em banho-maria
para sua completa diluicdo. Prosseguiram-se as diluicbes seriadas com
concentracdes variando de 5 mg/mL a 1000 mg/mL.

4) Resveratrol

O resveratrol apresentou-se como um po6 de coloracdo amarelada com pouca
solubilidade em agua.

Pesou-se 1 mg de resveratrol e o diluiu em 40 pyL de DMSO e em 960 pL de
caldo BHI. Em seguida procedeu-se a homogeneizacdo e as diluicbes, com
concentracfes variando de 0,02 mg/mL a 1 mg/mL. As microplacas foram incubadas
em estufa bacterioldgica por 24 horas para a posterior leitura em espectrofotdmetro
MultiskanGo (Thermoscientific, Waltham, EUA) (Figura 11) em comprimento de onda
de 580 nm, de acordo com o procedimento operacional padrdo do laboratério de
bioguimica da UFJF. O resultado foi expresso como porcentagem de células viaveis
em relacdo ao controle negativo + desvio padrdo, apos a deducdo do valor de
turvacdo do meio mais a substancia teste.

Apés a determinacdo das menores concentracdes que inibiram o crescimento
bacteriano de S. mutans, foi realizado um ensaio para a verificacdo da formacao de

biofilme.
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Figura 10. Disposicdo das substéncias nas placas de polietileno de 96 pocos (Ct) — o controle de
turvacdo do meio representa o meio de cultivo BHI e a substancia testada. (C-) — o controle negativo
representa o po¢o com meio de cultivo e bactéria.
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Figura 11. Espectrofotémetro MultiskanGo (Thermoscientific).

4.5 VERIFICACAO DA FORMACAO DE BIOFILME

O ensaio para a verificacdo da formacdo de biofilme por S. mutans ATCC
25175 apods a aplicacdo de substancias foi adaptado de Lombardo Bedran et al.
(2013). Foi escolhido o método de microdiluicbes seriadas em caldo BHI com
sacarose 0,25% em microplacas de cultivo de 96 pocos. Diluicbes seriadas foram
realizadas para todas as substancias em diferentes faixas de concentracdo. Para
cada substancia, foram feitas seis diluicdes seriadas e colocadas nos pocos, da
maior para a menor concentracdo e em triplicata. Os controles de turvacdo do meio
foram feitos para cada concentracdo e representavam a substancia em caldo com
sacarose 0,25% sem a presenca de bactéria. Os controles negativos eram
compostos pelo caldo BHI com sacarose 0,25% e inoculo e foram realizados em
duplicata. As concentracdes de cada substancia foram realizadas em triplicata. A
figura 12 ilustra a distribuicdo das substancias nas placas de 96 pocos.

A preparacdo de cada substancia para o ensaio procedeu-se da seguinte
maneira:

1) Epigalocatequina

Pesou-se 0,5 mg de EGCG e diluiu-se em 100 pL de agua purificada estéril e
logo apos em 900 pL de caldo BHI com sacarose 0,25%. Em seguida
homogeneizou-se a solucdo através de movimentos oscilatorios com a pipeta
automética. Prosseguiram-se as diluicdes seriadas em concentracdes variando de

0,5 mg/mL a 0,1 mg/mL.
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2) Clorexidina

Foi preparada uma solugdo matriz na concentracéo de 400 pg/mL da seguinte
forma: pipetou-se 3 pL de clorexidina a 20%, adicionou-se 40 uL de DMSO (4%) e
homogeneizou-se com a pipeta. Foi adicionado 957 pyL de caldo BHI com sacarose
0,25% e homogeneizou-se novamente. Logo apés, prosseguiu-se com as diluicdes
em concentragdes variando de 0,0001 mg/mL a 0,0015 mg/mL.

3) Xilitol

Uma quantidade de 1 g de xilitol foi diluida em 100 pL de agua purificada
estéril e 900 pL de caldo BHI com sacarose 0,25%. Em seguida, a solugéo foi
aguecida em banho-maria para sua completa diluicdo. Prosseguiram-se as diluicdoes
seriadas com concentracfes variando de 5 mg/mL a 1000 mg/mL.

4) Resveratrol

1 mg de resveratrol foi pesada e diluida em 40 uL de DMSO e logo apés em
960 pL de caldo BHI com sacarose 0,25%. Em seguida procedeu-se a
homogeneizacéo apods as diluicdes, com concentracdes variando de 0,02 mg/mL a 1
mg/mL.

As microplacas foram incubadas em estufa bacteriol6gica por 48 horas. Apés
esse periodo, fez-se a aspiracdo com pipeta do sobrenadante de cada pogo, 0s
quais em seguida foram lavados duas vezes com salina tamponada estéril (PBS).
Adicionaram-se 100 pL de cristal violeta 0,05% a cada poco e deixou agir por 10
minutos, permitindo que o biofilme fosse fixado. O cristal violeta foi aspirado com
auxilio da pipeta e os pocos foram lavados duas vezes com PBS para remover o
corante nao ligado. As placas foram colocadas em estufa para secagem por 2 horas.
Apoés o periodo de incubacéo, a cada poco foi adicionado 100 pL de etanol a 95% e
a microplaca foi agitada no agitador de microplacas orbit p2 (figura 13) por 10
minutos para que o corante do biofilme fosse liberado. Na sequéncia foi feita a
leitura no espectrofotbmetro em comprimento de onda de 550 nm, quantificando
assim a formacdo de biofiime. O resultado foi expresso como porcentagem de

biofilme em relacéo ao controle negativo (sem tratamento) + desvio padréo.
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Figura 12. Disposicdo das substéncias em placas de polietileno de 96 pocos (Ct) — controle de
turvacdo do meio representa o meio de cultivo BHI + sacarose 0,25% e a substancia testada. (C-) —
controle negativo representa o pogo com meio de cultivo e bactéria.
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Figura 13. Agitador de microplacas orbit p2.

4.6 EXTRACAO DO RNA TOTAL DE S. MUTANS

A extracdo do RNA (&cido ribonucleico) bacteriano foi feita apds 48 horas
decorrentes do tratamento em placa de 12 pocos, de acordo com as concentracfes
determinadas anteriormente para a clorexidina, resveratrol e xilitol. Os pogos foram
constituidos de 900 pL da diluicdo bacteriana e 100 pL da substancia testada.

O trizol foi utilizado para extrair o RNA do S. mutans de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Inicialmente os pocos foram transferidos para tubo
conicos devidamente identificados. O passo de lise e homogeneizagao
correspondeu a adicdo de 1 mL de trizol a cada pogo, sendo rinsado e transferido
para cada tubo conico correspondente. Apds 5 minutos foi adicionado 200 pL de
cloroférmio a cada tubo cbnico para assegurar uma completa dissociacdo do
complexo proteina-acido nucleico. A mistura foi ao vértex (Figura 14) durante 15
segundos e depois descansou por 15 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida, a mistura foi centrifugada em centrifuga 5417 R Eppendorf (Figura 15) a
12.000 x g por 15 minutos a 4°C. O passo anterior foi realizado novamente para
assegurar eficiéncia. A fase aquosa foi transferida para tubos coénicos limpos e
adicionada de 500 pL de isopropanol, sendo homogeneizada logo a seguir por
inversdo. A amostra repousou por 10 minutos a temperatura ambiente e foi

centrifugada a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
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RNA sedimentado foi lavado com 1 mL de etanol 75% (mistura por inversdo). O
sobrenadante foi novamente descartado e o RNA foi dissolvido em 25 pyL de agua
livre de RNAse, utilizando uma pipeta para facilitar a dissolucdo, e em seguida o
RNA foi quantificado por espectrofotometria a 260 nm de comprimento de onda em
aparelho Nanodrop 2000C (Thermoscientific) (figura 16) acoplado a um computador

para a realizacéo da leitura.

Centrifuge 5417R

Figura 15. Centrifuga 5417R (Eppendorf).
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Figura 16. Nanodrop 2000C (Thermoscientific).

4.7 SINTESE DE CDNA (RT-PCR)

O passo seguinte foi a conversdo de RNA total para cDNA (DNA
complementar), por PCR de transcriptase reversa (RT-PCR). A conversdo foi
realizada de acordo com os protocolos do kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, CA, EUA), ap6s padronizagdo da concentragdo
de RNA extraida de cada tratamento.

Uma mistura de 2x Reverse Transcription Master Mix foi preparada para ser
adicionada ao RNA total, criando uma mistura de 1x. Posteriormente, a transcricao
reversa (transcricdo para cDNA) foi levada ao termociclador amplitherm thermal
cyclers (figura 18) para em seguida serem utilizadas para a quantificacdo da
expresséo de genes de interesse por gPCR.

Esta etapa foi realizada no laboratorio de cultura de células da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), e a programacédo do

termociclador corresponde a figura 17:

Step 1 Step 2 Step 3 | Step 4

Temperature (°C) 25 37 85 4

Time 10 min 120 min 5 min oo

Figura 17. Tempo e temperatura dos ciclos no termociclador.
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Figura 18. Termociclador amplitherm thermal cyclers.

4.8 PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL (qPCR)

A etapa de gPCR foi baseada na metodologia utilizada por Xu, Zhoe e Wu
(2012). Amplificacéo, deteccéo e analise do cDNA foram realizadas com o aparelho
StepOnePlus Real Time PCR (figura 19) e software StepOnePlus v. 2.3 (Applied
Biosystems) e com o intercalante SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). Os primers utilizados para a enzima GTFB e para a enzima FTF foram
obtidos pela pagina http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed através da ferramenta
Primer-BLAST. O primer utilizado para o housekeeping gene 16S rRNA foi obtido do
trabalho de Xu, Zhoe e Wu (2012). As sequéncias estdo descritas nas Tabelas 1, 2 e
3. A GTFB foi escolhida por ter sido proposta como um marcador para a atividade da
carie dentaria (VACCA-SMITH et al., 2007). Sua importancia na fisiopatogenia da
doenca levou a elaboracdo de estratégias de prevencdo tais como vacinas e
bloqueio por meio de substancias naturais (BOWEN 1996; CULSHAW et al., 2007,
SMITH et al., 2005).

A mistura reacional (total de 20 pL) continha 10 pL de 1x de SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems), 2 puL da amostra de cDNA, 4 pL do primer
reverso e 4 uL do primer forward de cada sequéncia. Esta mistura foi dispensada em
uma microplaca de 96 pocgos, com capacidade de 100 pL cada poco (Applied
Biosystems), propria para procedimentos de qPCR. Condi¢cdes de PCR incluiam
uma desnaturacéo inicial em 95°C por 10 minutos, seguida por uma amplificacdo de

45 ciclos consistindo de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos e anelamento e
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extensdo a 60°C por 1 minuto. Uma nova desnaturacao foi realizada a 95° C por 15
segundos, seguido por novo anelamento e extensao a 60° C por 1 minuto. O limite
critico do ciclo (C;) foi definido como o ciclo em que a fluorescéncia se tornou
detectavel acima da fluorescéncia de fundo e foi inversamente proporcional ao
logaritmo do numero de moléculas iniciais do molde. Uma curva padrdo foi
representada graficamente para cada conjunto de primers com os valores de C;
obtidos a partir de amplificagédo de quantidades conhecidas de cDNA de S. mutans.
As curvas padrédo foram utilizadas para a transformacdo dos valores de C; para o
namero relativo de moléculas de cDNA.

A etapa de PCR em tempo real foi realizada no Laboratorio de Pos
Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB), da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

FTF Sequéncia (5’ - 3’)
Primer forward CTAACTATGGCGGCAGCTCT
Primer reverso CCCAGCTTGCACGGTTATACA
GTFB Sequéncia (5’ - 3’)
Primer forward TATTTTAGGGCGCGGAGCAG

Primer reverso ACCTTTACCGTCATAAGAGAAACCA

16S rRNA Sequéncia (5’ - 3’)
Primer forward AGCGTTGTCCGGATTTATTG
Primer reverso CTACGCATTTCACCGCTACA

Tabelas 1, 2 e 3. Sequéncia dos primers referentes as enzimas FTF e GTFB e do housekeeping
gene 16S rRNA, respectivamente.
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Figura 19. Aparelho StepOnePlus PCR Real Time acoplado a um computador.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados com auxilio do programa GraphPad Prism
5. Foi realizada andlise de variancia simples One way ANOVA seguido de teste de

Tukey. O nivel de significancia foi determinado em P < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E FORMACAO DE BIOFILME

Foi verificado que o tratamento com EGCG diminuiu a viabilidade em células
planctdénicas de S. mutans de maneira significativa na concentracdo de 0,5 mg/mL
(figura 20). Semelhante ao resultado aqui apresentado, Sakanaka et al. (1989)
encontraram uma MIC de 0,5 mg/mL e Mankovskaia, Levesque e Prakki (2013) uma
concentracdo inibitéria minima (MIC) de 0,7 mg/mL. Em contraste, Xu, Zhoe e Wu
(2011, 2012) encontraram uma MIC de 0,03125 mg/mL em um meio definido
guimicamente (chemically defined medium — CDM), e MIC de 0,625 mg/mL em BHI
suplementado com 1% de sacarose. Os autores sugeriram que ha uma possibilidade
de proteinas do CDM e do BHI se ligarem ao precipitado do chi de catequinas,
comprometendo o efeito antimicrobiano e provocando estas discrepancias nos MICs.

A concentracdo de EGCG que inibiu o crescimento planctonico de S. mutans
(0,5 mg/mL) também foi capaz de inibir a formac&o de biofilme de S. mutans, como
pode ser verificado pela figura 21. Por outro lado, concentragdes menores que 0,5
mg/mL (0,2 a 0,02 mg/mL) também n&o foram capazes de inibir a formagédo de
biofilme, assim como observado na viabilidade. Entretanto, Xu, Zhoe e Wu (2011,
2012) verificaram que em concentracbes menores (0,0156 mg/mL) do que a MIC
encontrada (0,03125 mg/mL) houve uma diminuicdo da aderéncia inicial do S.
mutans a superficie de vidro, havendo portanto uma inibicdo de formacao de biofilme
equivalente a 90%. Estes autores fizeram uma comparacdo da viabilidade do
biofiilme em diferentes meios de cultivo — meio definido quimicamente (CDM)
(SOCRANSKY, DZINK e SMITH, 1985) e BHI — e obtiveram diferentes resultados.
Em CDM, a concentracdo que inibiu a formacéo de biofilme foi de 0,0156 mg/mL, e
em BHI, a concentracdo que inibiu a formacédo de biofilme foi de 0,625 mg/mL.
Acredita-se, portanto, que o meio de cultivo utilizado no presente trabalho (BHI) seja

o principal motivo para a diferenca entre os resultados.
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Figura 20. Grafico demonstrando a verificagdo da viabilidade de S. mutans apés tratamento com
EGCG em concentra¢des variadas. Resultado foi expresso como média + desvio padréo.

Tratamentos significativos estdo indicados como * P < 0,05, Teste de Tukey, nivel de significAncia de
95%.
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Figura 21. Grafico demonstrando a porcentagem de biofilme formado por S. mutans em relagdo ao
controle negativo (sem tratamento) apds tratamento com concentragbes variadas de EGCG.
Resultado foi expresso como média + desvio padrdo. * P < 0,05, Teste de Tukey, nivel de
significancia de 95%.

A concentracdo de EGCG de 0,1 mg/mL em que havia 100% de viabilidade
de bactérias planctonicas, quando testada para a formacéo de biofilme, demonstrou

nao ser capaz de inibir tal formacao nas condi¢des verificadas. Tal resultado indica
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que a EGCG provavelmente néo seria eficaz para inibir a formacéo de biofilme sem,
no entanto, causar a morte das bactérias. Desta forma, o provavel mecanismo de
acao de tal substancia é relacionado com sua atividade antimicrobiana, e ndo com a
inibicdo da formacao de biofilmes. Assim, ndo se faz necessario a verificacdo da
supressdo genética de tal substancia em S. mutans com qPCR. Por outro lado, no
trabalho de Xu, Zhoe e Wu (2012), os autores afirmam que EGCG em quantidade
abaixo do MIC (0,0156 mg/mL) inibe significativamente a expressao dos genes gtf B,
C e D em 60,88%, 60,49% e 66,37%, respectivamente, comparado ao grupo
controle ndo tratado apos analise por qPCR. Os autores puderam concluir que
EGCG em niveis subletais é capaz de reduzir a formacao de biofiimes de S. mutans
pela supressdo da expressao de GTFs associadas a aderéncia celular e formacao
de biofilme, o que néo foi observado no presente trabalho.

A clorexidina apresentou reducdao significativa da viabilidade de S. mutans na
concentracédo de 0,0015 mg/mL (figura 22). A inibicdo de formacao de biofilme por
S. mutans foi determinada como significante na concentragdo de 0,001 mg/mL de
clorexidina (figura 23). Alguns estudos apresentaram resultados ligeiramente
diferentes, como Dong et al. (2012), no qual encontraram uma MIC em 0,0025
mg/mL em S. mutans plancténico. Liu et al. (2012) determinaram a MIC em 0,00063
mg/mL em S. mutans plancténico e 0,00125 mg/mL em biofilme. Sob as condicdes
do presente estudo, a concentracdo que inibiu a formacao de biofilme (0,001 mg/mL)
demonstrou néo ter efeito sobre o crescimento bacteriano de S. mutans plancténico,
ou seja, as bactérias apresentaram-se com viabilidade de 100% nesta concentracao.
Desta forma, a menor concentracao capaz de inibir o biofilme n&o promoveu a morte
de bactérias isoladas.

Liu et al. (2012) examinaram o efeito de trés antimicrobianos (fluoreto de
sédio, ampicilina e clorexidina) sobre a desagregacédo de biofilme de S. mutans em
concentracdes inibitérias minimas (MICs) — 0,001 mg/mL e 0,002 mg/mL - e
concentracfes sub-inibitérias minimas (sub-MICs) — 0.31 pg/ml 0.63 pg/ml. De
acordo com a absorbancia medida, em comparacdo ao grupo nao tratado, foram
expressos os resultados em percentuais de desagregacdo e células viaveis. A
clorexidina apresentou potencial de promover a desagregacédo de S. mutans tanto
em sub-MICs quanto em MICs apds 3 e 6 horas de tratamento, no entanto, apés 1
hora ndo houve aumento da desagregacdo. As MICs demonstraram diminuir o

percentual de células viaveis desagregadas, sendo assim os autores afirmaram a
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importancia em considerar a duragdo e a concentracdo dos diferentes tipos de
tratamentos antimicrobianos.

MIC Clorexidina

[EnY
a1
7

H
>(.

504

Viabilidade (%)

50— ' :
Q ) \ o)
O & &

o
s \
Oo& o © ¥

L] L]
4% &N
& &

NN

Concentragéo Clorexidina (mg/mL)

Figura 22. Grafico demontrando a verificacdo da viabilidade de S. mutans apds tratamento com
clorexidina em concentragbes variadas. Resultado foi expresso como média + desvio padréo.

Tratamentos significativos estdo indicados como * P < 0,05, Teste de Tukey, nivel de significancia de
95%.

Biofilme Clorexidina

150+

2 |7 ==

S o

S 100 J_

©

@

£

S 504

o

2 * *

= 0 tem—

2

m

'50 T 1 ) ) ) )

Q » S ) 2 >

\&o\ & N QQQ 000 000
& O Yo NN

Concentragao Clorexidina (mg/mL)

Figura 23. Gréfico da porcentagem de biofiime formado por S. mutans em relacdo ao controle
negativo (sem tratamento) apés tratamento com concentracdes variadas de clorexidina. Resultado foi
expresso como média + desvio padrdo. * P < 0,05, Teste de Tukey, nivel de significAncia de 95%.
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O xilitol, assim como a EGCG, apresentou a reducao da viabilidade média de
S. mutans e de inibicdo da formacdo de biofilme na concentracdo de 100 mg/mL
(Figuras 24 e 25).
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Figura 24. Grafico de verificagdo da viabilidade de S mutans apés tratamento com xilitol em
concentracbes variadas. Resultado foi expresso como média + desvio padrdo. Tratamentos
significativos estdo indicados como * P < 0,05, Teste de Tukey, nivel de significancia de 95%.
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Figura 25. Gréfico da porcentagem de biofilme formado por S. mutans em relacdo ao controle
negativo (sem tratamento) apos tratamento com concentragfes variadas de xilitol. Resultado foi
expresso como média + desvio padrao. * P < 0,05, Teste de Tukey, nivel de significancia de 95%.
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Marttinen et al. (2012) avaliaram o efeito do xilitol em biofilmes formados por
SM resistentes e sensiveis ao xilitol (X%) e (X%), pela técnica de cultura em placas e
pela fluorescéncia e hibridizagéo in situ (FISH). A técnica de FISH consistiu em
determinar por espectrofluorometria, os polissacarideos extracelulares (EPS) de S.
mutans. Os autores verificaram que o xilitol a 5% diminuiu em dez vezes o biofilme
inicial (8 horas) em cepas X°, mas ndo teve efeito em biofiimes maduros (24 horas).
Em cepas X® também ndo houve diminuicdo da producdo de EPS. Concluiram,
portanto, que o xilitol ndo afetou a sintese de EPS das cepas de S. mutans.

Lee, Choi e Kim (2012) compararam, in vitro, a formacéo de biofilme dos S.
mutans sensivel e resistente ao xilitol com a expressdo de glicosiltransferases
(GTFs), como um fator para investigar o traco cariogénico de S. mutans resistente
ao xilitol (X7). Para o estudo foram utilizadas trés cepas de S. mutans de linhagens
diferentes (S. mutans Ingbritt, S. mutans GS5 e S. mutans LM7), e bactérias
salivares (Streptococcus gordonii ATCC 49818, S. mitis ATCC 49456, S. oralis
ATCC 10557 e S. sanguinis ATCC 10556), as quais foram cultivadas em infuséo
cérebro-coracdo (BHI), na presenca ou auséncia de sacarose. As cepas de S.
mutans foram cultivadas e divididas em resistentes ao xilitol (X") e sensiveis ao xilitol
(X®). Em comparacdo ao S. mutans X°, 0 S. mutans X" formou menor quantidade de
biofilme, o qual abrigou uma menor quantidade de bactérias. O nivel de
coagregacdo do S. mutans X® a outras bactérias salivares também foi menor, em
presenca de sacarose. Por fim, S. mutans X® expressou menores niveis de GTFB e
GTFC. Concluiram que o consumo a longo-prazo de xilitol pode diminuir a formacao
de biofilme oral por diminuir a sintese de glucanos insollveis em agua através da
reducado da expressédo de GTFB e GTFC, comparado as suas cepas progenitoras.

A acao do xilitol a nivel celular ainda ndo esta totalmente elucidada. Por este
estudo podemos sugerir que um dos possiveis mecanismos de acao desta
substancia é a de atuar sobre algumas enzimas bacterianas, neste caso, as GTFs
ou FTFs. Em nosso trabalho verificamos que houve morte celular e inibicdo de
formacao de biofiilme em concentragbes semelhantes, mas sem a presenca de
outros microrganismos, o que pode explicar esta diferenca nos resultados.

As concentragbes testadas de resveratrol foram 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,2
mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,05 mg/mL e 0,02 mg/mL. A concentracdo de reducgéo
significante da viabilidade em S. mutans planctonico foi 0,2 mg/mL (Figura 26).

Todas as concentragdes inibiram a formacgdo de biofilme significativamente (Figura
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27). O resveratrol demonstrou, desta forma, ser uma substancia com potencial para
a verificacdo da expressdo genética, uma vez que na concentracado de 0,1 mg/mL
nao ocorreu a morte celular, mas houve a inibicdo da formacéo do biofilme. Chan
(2002) demonstrou que o0 crescimento de espécies bacterianas como
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa foi
inibido em concentragdes de resveratrol de 0,171 a 0,342 mg/mL, estando o valor
significativo encontrado aqui para S. mutans dentro da faixa descrita por Chan para
estes outros microrganismos.

Todas as substancias apresentaram concentracbes capazes de inibir o
crescimento bacteriano de S. mutans plancténico.

As concentracdes das substancias a serem testadas na andlise da expressao
génica foram determinadas comparando-se a viabilidade bacteriana e a formacéo de
biofiime, apds tratamento. As concentracfes que nao provocaram a morte
bacteriana e ao mesmo tempo inibiram a formacéo de biofilme foram escolhidas.
Sendo assim, as substancias escolhidas para analise por biologia molecular e suas
concentracfes a serem testadas foram: clorexidina (0,001 mg/mL) e resveratrol (0,1
mg/mL). Embora o xilitol ndo tenha apresentado uma concentragédo bem definida,
com boa viabilidade e alta inibicdo de biofilme, a mesma substancia foi escolhida
para avaliacdo por gPCR, em uma concentragdo de média viabilidade e alta inibigdo
de biofilme, sendo esta a de 100 mg/mL. A substancia epigalocatequina nao
apresentou uma concentracdo intermediaria de inibicdo de biofilme e viabilidade,

sendo descartada do teste de expressao génica.
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Figura 26. Gréfico de verificagdo da viabilidade de S. mutans ap6s tratamento com resveratrol em
concentracbes variadas. Resultado foi expresso como média + desvio padrdo. Tratamentos
significativos estdo indicados como * P < 0,05, Teste de Tukey, nivel de significaAncia de 95%.
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Figura 27. Gréfico da porcentagem de biofiime formado por S. mutans em relacdo ao controle
negativo (sem tratamento) apos tratamento com concentragdes variadas de resveratrol. Resultado foi
expresso como média + desvio padrao. * P < 0,05, Teste de Tukey, nivel de significancia de 95%.
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5.2 EXPRESSAO GENICA

5.2.1 Expresséo FTF

Os resultados obtidos pelo software StepOnePlus s&o demonstrados
graficamente e séo representado pela figura 28, correspondendo ao gene ftf .

O software realiza a analise dos dados ap0s estabelecimento da thresold line,
gue se trata de um ponto a partir do qual a fluorescéncia detectada ultrapassa o
limiar da fase exponencial (figura 29).

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente pelo programa
GraphPad Prism 5 e sdo demonstrados pelo grafico da figura 30. Apds analise
estatistica, pode-se confirmar que houve uma diminuicdo significativa (72, 8%) na
expressdo enzimatica de FTF apds o tratamento com xilitol. O tratamento com
resveratrol ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa em comparagao
ao controle para a expressao desta enzima.

Embora tenha sido verificada que a concentracdo de 0,001 mg/mL da
substéancia clorexidina tenha inibido a formagé&o de biofilme e ao mesmo tempo nao
tenha provocado diminuicdo da viabilidade bacteriana, pelo teste de gPCR foi
verificada que essa mesma concentracdo causou diminuicdo da expresséo do gene
controle 16S rRNA (housekeeping). A proteina 16S é essencial para a viabilidade
das bactérias, sendo um constituinte do ribossomo. Dessa forma, a reducdo da
expressao deste gene, verificada por RT-qPCR, sugere a reducéo da viabilidade de
S. mutans na concentracdo de 0,001 mg/mL, impossibilitando a andlise da
expressdo dos genes nesta concentragdo. Portanto, na concentracdo avaliada, ndo
foi possivel determinar a atuacéo da substancia clorexidina na expressdo da enzima
FTF.
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Figura 28. Gréafico representando a amplificacdo do gene ftf ap6s os ciclos nas diferentes
temperaturas das substancias testadas. O eixo y é representado por ARn e significa a variagdo da
fluorescéncia e o eixo X é representado por cycle, que significa a quantidade de ciclos.
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Figura 29. Representacdo grafica das fases da PCR em tempo real. Adaptado de Kubista et al.,
(2006).
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Figura 30. Gréfico da expressao da enzima FTF apds o tratamento com xilitol e resveratrol. * P <
0,05, Teste de Tukey, nivel de significancia de 95%.

Steinberg et al. (2002) compararam os efeitos de agentes antiplacas, dentre
eles a clorexidina, sobre a sintese de frutanos por FTF extracelular imobilizada a
hidroxiapatita ou FTF em solugdo. As concentracbes de clorexidina testadas
variaram entre 0,0002% a 0,2% e apresentaram um efeito inibitorio significante na
atividade de FTF em solucdo e na superficie de hidroxiapatita. A atividade de FTF
em solucao, na presenca de 0,2% de clorexidina, diminuiu em 80% comparada ao

controle, enquanto a imobilizada a hidroxiapatita diminuiu em 50%. Estes resultados
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sugerem que a clorexidina possa atuar na inibicdo direta da enzima FTF, e ndo na
expressao génica dessa enzima.

O xilitol promove remineralizacdo por aumento do fluxo salivar e inibe o
crescimento e metabolismo bacteriano no biofilme da placa (LY et al.,, 2006;
MILGROM et al., 2006; SODERLING, 2009). Em estudos laboratoriais, Séderling e
Hietala-Lenkkeri (2010) verificaram que o xilitol reduziu a aderéncia de
estreptococos produtores de polissacarideos.

De acordo com o trabalho de Shemesh et al. (2006), o xilitol ndo teve efeito
significativo na expressao de gtfB, gtfC e ftf. J& em presenca de sacarose, houve um
aumento significativo na expresséo destes genes, 0 que demonstrou que a producao
das enzimas FTF e GTF € regulada por carboidratos.

Segundo Bahador, Lesan e Kashi (2012), o consumo de goma de mascar de
xilitol por um periodo de 3 semanas reduziu os niveis de S. mutans e S. sobrinus
(bactérias cariogénicas) na saliva e ndo afetou os niveis de S sanguinis e S. mitis,
reconhecidas bactérias orais benéficas. Da mesma forma, ElSalhy, Zahid e Honkala
(2012) demonstraram que a utilizacdo de enxaguantes bucais com 20% de xilitol 5
vezes ao dia por 4 semanas provocaram reducdes significativas nos niveis salivares
de S. mutans. Ja Sdderling et al. (2008), ao testarem a inibicdo de crescimento de S.
mutans com baixas concentracfes de xilitol (0,001% a 1%) verificaram que ha
menor concentracao testada ndo houve inibicdo de crescimento de nenhuma das
cinco cepas testadas, o que esta de acordo com nossos achados.

Até o presente momento ndo foram realizados estudos relacionando o

resveratrol a expressao enziméatica de FTF em S. mutans.

5.2.2 Expressao GTFB

Na primeira analise realizada com os primers descritos no artigo de Xu, Zhoe
e Wu (2012) para a enzima GTFB, nas condi¢des avaliadas, ndo houve amplificagédo
da expressao de GTFB. Apos a escolha e construcdo de novos primers, utilizando a
ferramenta Primer-BLAST, novo ensaio foi realizado. A curva de amplificacdo de
GTFB com a utilizacdo dos novos primers, bem como a representacdo grafica de

sua expressao, € demonstrada pelas figuras 31 e 32.
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Figura 31. Gréfico representando a amplificacdo do gene gtfB apds os ciclos nas diferentes
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Figura 32. Gréfico da expressao da enzima GTFB apds o tratamento com resveratrol e clorexidina. *
P < 0,05, Teste de Tukey, nivel de significancia de 95%.

N&do houve diferenca estatisticamente significativa na expressdo de GTFB
apos tratamento com as substancias avaliadas comparadas ao controle. Embora
tenha havido um aumento médio na expressao, tal fato ocorreu devido a grande
variacao entre os valores obtidos, resultando em alto desvio padrdo, como pode ser
observado no gréfico. Para confirmar os valores apresentados aqui, € necessaria a
realizagdo de novo ensaio, com o intuito de diminuir o erro observado.

A expressdo de GTFB para o tratamento com a substéancia xilitol a 100 mg/mL
causou diminuicdo da expressao do gene controle 16S rRNA, sugerindo a reducao
da viabilidade de S. mutans neste ensaio. Tal observacdo esta, no entanto, de
acordo com os resultados obtidos no ensaio de MIC. Embora a reducdo néao tenha
sido observada para a replicata teste de FTF, o resultado indica que a concentracao
em estudo pode estar no limite de uma condicdo téxica para a bactéria. Deste modo,
a analise da expressdo de GTFB para o tratamento com xilitol 100 mg/mL foi
impossibilitada. Um teste génico com uma concentracdo menor de xilitol seria
indicado para obtencéo de expresséo de 16S rRNA normalizado, em uma condig¢éo
subletal, para a melhor avaliacdo da expresséo de GTFB.

Lee et al. (2009) compararam morfologia da colonia e expressao do gene gtfB

de S. mutans isolados de mulheres apds 12 meses de consumo de goma de mascar
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de xilitol. Eles descobriram que o S. mutans do grupo xilitol formaram colbnias
menores, menos onduladas, e mais suaves, bem como diminuiu a expressao do
gene gtfB. Vérios estudos tém sugerido que o xilitol reduz a capacidade de adesao
de S. MUTANS (BIRKHED, 1994; MODESTO e DRAKE, 2006; TANZER, 1995;
TRAHAN, 1995; TUOMPO et al.,, 1983). Através de imagens de microscopia
eletrdnica de varredura, Badet, Furiga e Thébaud (2008), verificaram que houve
inibicdo do crescimento de biofilme de S. mutans e de outras espécies, em discos de
hidroxiapatita, apés aplicacao de xilitol em concentracfes que variavam de 1 a 3%.
No entanto, estudos sobre o efeito desta substancia na viruléncia e morfologia de S.
mutans tém sido muito escassos, ou seja, S0 necessarios estudos que verifiquem
como o xilitol atua inibindo a formacé&o de biofilme dental.

A curva de crescimento, assim como a expressao de genes relacionados a
formacdo de biofilme de S. mutans foram avaliadas por Dong et al. (2012) apos
tratamento com metade da concentracdo inibitéria minima (MIC) — concentracédo
inibitéria sub-minima (sub-MIC) — da clorexidina (CHX) , do cha de polifendis e do
fluoreto de sédio (NaF), conhecidos agentes anticaries. Um biofilme foi gerado sob
um controle de fluxo através do sistema Bioflux para simulacdo das condicdes
bucais e as mudancas morfolégicas foram observadas e analisadas utilizando
microscopia eletronica de varredura e microscopia confocal a laser. Os resultados
indicaram que estes trés comuns agentes anticaries poderiam aumentar a expressao
de genes relacionados a formacao de biofilme do S. mutans. Foi exibido um denso
biofilme com uma ampla matriz extracelular apés o tratamento com sub-MICs de
NaF e CHX. No entanto, a sub-MIC de cha de polifendis inibiram a formacdo de uma
matriz extracelular, apesar do aumento da expressdo dos genes relacionados a
formacdo de biofilme. Os autores concluiram, portanto, que as sub-MICs destes
agentes anticarie favorecem a formacédo de biofilme de S. mutans, os quais podem
estimular a progressao de caries dentarias.

Ban et al. (2009) avaliaram os efeitos inibitorios dos extratos metandlicos da
raiz Polygonum cuspidatum sobre o desenvolvimento de caries dentarias,
especialmente os relacionados a viabilidade bacteriana e aos fatores indutores de
caries de S. mutans e S. sobrinus. Verificaram que a fracdo acetato de etila,
composta principalmente por polidatina, resveratrol, antraglicosideo e emodina,
reduziu significativamente a atividade de GTF de S. mutans e S. sobrinus em

concentracdes de 0,5 e 1 mg/mL, respectivamente. Esta fracdo também diminuiu a
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producéo de 4cido glicolitico por estas bactérias. Até o momento h& poucos estudos
que evidenciam a acdo do resveratrol sobre biofilmes dentais, sendo necessarias

maiores evidéncias sobre seus mecanismos de acdo sobre S. mutans.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados laboratoriais obtidos apés tratamento com as
substancias testadas, verificou-se que o xilitol, a clorexidina e o resveratrol
apresentaram potencial de inibicdo de biofilme sem a consequente morte bacteriana.
No entanto, apés realizacdo de gPCR, constatou-se que somente o xilitol inibiu
significativamente a expressdo da enzima FTF de S. mutans. Apds a analise
estatistica da expressédo de GTFB foi observado grande desvio padrdo, o que indica
necessidade de realizacdo de novo ensaio de gPCR para esta enzima. Vale
salientar que neste estudo apenas uma concentracdo foi avaliada, e que a
expresséo génica pode variar de acordo com a concentracdo teste. E interessante
notar também que genes distintos podem ser modulados por concentracdes distintas
de uma mesma substancia. Os resultados nos levaram a concluir que as trés
substancias (resveratrol, xilitol e clorexidina) atuam como potenciais agentes
inibidores de biofilme dentario formado por S. mutans. A clorexidina ja possui
reconhecida acé&o bactericida, entretanto neste trabalho verificamos uma
concentracdo da mesma em que houve inibicdo de biofiime sem a consequente
morte celular. A inibicdo do biofilme por estas substancias seria interessante de
modo que ndo gerariamos um desequilibrio na flora bacteriana, mantendo portanto
bactérias que atuam de forma positiva na cavidade bucal. Diante dos achados
podemos propor outras formas de aplicagdo do xilitol e da clorexidina em
odontologia e também a utilizacdo do resveratrol como um agente inibidor do
processo carioso, ja que o mesmo é capaz de inibir a formacéo de biofilme dentario.
De forma que serdo necessarios estudos laboratoriais e clinicos para demonstrar a
eficacia de tais substéncias para prevencdo ou até mesmo tratamento de céries.
Sugere-se o aprofundamento nos estudos de biologia molecular e genética a fim de
determinar os mecanismos de acao e o potencial anticarie, assim como a realizacao
de estudos in vivo para a confirmagdo da capacidade preventiva e terapéutica

destas substancias.
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