80

ARTIGO ORIGINAL

em biofilmes

ISSN 00347272

Efeito de componentes de dentifricios
infantis sobre Streptococcus mutans cultivados

Children’s dentifrices components effect in Streptococcus mutans grown in biofiims

Wagner Pereira Coutinho Filho
Mestrando em Microbiologia pela Faculdade de
Ciéncias Médicas/Uer]

Ana Luiza de Mattos Guaraldi

Raphael Hirata Junior

Professores Adjuntos de Microbiologia e Imunologia da
Faculdade de Ciéncias Médicas/Uerj

Mariana Passos
Professora das Disciplinas de Satde Bucal e Sociedade
| e Il da Unesa Professora Substituta de Satide Bucal
Coletiva da Uerj

Sergio de Carvalho Weyne
Coordenador das Disciplinas de Sadde Bucal e
Sociedade | e Il da Unesa

Resumo

O estudo objetivou avaliar a capacidade de forma-
¢&o de biofilme de novo por S. mutans apés tratamento
de biofilmes pré-formados com composicdes de dentifri-
cios: |- base contendo 500 ppm NaF, e 2,5% xilitol; II-
base contendo 500 ppm NaF,; lll- base contendo 10%
xilitol; IV- base sem aditivos; V- solucéo salina fisioldgi-
ca. Todas as formulac@es inibiram a formacéo de novo
do biofilme por S. mutans. Maiores inibicdes foram en-
contradas para os tratamentos | e II. A composicé&o 1l tam-
bém foi efetiva na inibic&o. As formulacdes contendo xilitol
elou NaF, modularam a formac&o do biofilme por S.
mutans in vitro.

Palavras-chave: dentifricios infantis; xilitol; Strep-
tococcus mutans.

Abstract

The investigation aimed to evaluate the ability of S.
mutans to form biofilms de novo after treatment of pre-
formed biofilms with different dentifrice compositions: |-
base with 500ppm NaF,, and 2.5% xilitol; II- base with
500ppm NaF,; lIl- base with 10% xilitol; IV- base alone; V-
saline solution. All formulations inhibited the formation
de novo of S. mutans biofilm. The most effective inhibition
was found in formulations | and II. The formulation I1l also
inhibited the formation of S. mutans biofilm. Thus, formu-
lations of dentifrices with xilitol and/or NaF, modulated
the biofilm formation by S. mutans in vitro.

Keywords: children’s dentifrice; xylitol; Strepto-
coccus mutans.

Introducao

a cavidade oral de seres humanos, os estreptococos

do grupo mutans (EGM) sdo capazes de constituir, as

sociados a outros microrganismos, biofilmes em su-
perficies ndo descamativas, tais como sobre as estruturas den-
tdrias e materiais restauradores. O processo de cdrie dentdria
é multifatorial, sendo conseqiiéncia da desmineralizacao da
estrutura dentdria induzida pelos biofilmes onde ocorre o pre-
dominio de EGM e quando sao fornecidas as condicdes apro-
priadas. A reducao do pH da estrutura do biofilme, especial-
mente na interface esmalte/biofilme, decorre da producao de
metabdlitos, em especial o dcido latico, responsdvel pela dis-
solucdo do esmalte dentdrio (5).

A estrutura do biofilme dental bacteriano, ao contrario do
que se imaginava até a década de 90, apresenta-se constituido
de seios e canais capazes de gerar gradientes de substratos,
ions, potencial redox e metabdlitos que retroalimentam as es-
pécies constituintes da biomassa. Andlises utilizando kits que
identificam a relacdo bactérias vidveis/invidveis demonstra-
ram variacdo na viabilidade bacteriana ao longo do biofilme,
apresentando tendéncia ao aumento da viabilidade microbia-
na nas porgoes centrais do biofilme bacteriano in vivo (6).

Microrganismos cultivados em biofilmes apresentam dife-
rencas importantes das células livres nos meios de cultura
(células planctonicas). Bactérias de biofilmes apresentam
maior tendéncia a resistir as intempéries do meio de cresci-
mento, sao mais resistentes aos diferentes agentes antimicro-
bianos e anti-sépticos e capazes de resistir a diversos meca-
nismos de defesa imunolégicos. Os EGM sdo capazes de ex-
pressar a formac¢do do biofilme in vitro, quando cultivados
em meio de cultura contendo sacarose (3).

Muitos dos ensaios que avaliam propriedades antimicro-
bianas in vitro e in vivo ainda nao avaliaram a capacidade de
recolonizacdo de superficies rigidas por EGM apds a exposi-
¢cdo a agentes quimicos presentes em diversas formulacgdes
de utilizacdo na cavidade oral incluindo solu¢cdes enxaguaté6-
rias ou dentifricios. O presente estudo avaliou a atividade de
uma base de dentifricio infantil, associada ao ion fluoreto e
xilitol quanto a capacidade dos Streptococcus mutans ATCC
25175 em formar biofilme de novo sobre superficie rigida (ndao
descamativa).
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Material e Método

e Cepa Bacteriana

Foi utilizada a cepa de S. mu-
tans ATCC 25175 isolada origi-
nalmente de dentina humana
cariada. A cepa, mantida através
de congelamento a -20°C em so-
lucao de leite desnatado a 10%
(Skim milk, Difco Laboratories
Detroit - MI), foi descongelada
e analisada para a pureza atra-
vés de métodos bioquimicos e
de coloracdo de Gram. Durante
os ensaios, as amostras foram
mantidas em placas de agar Mi-
tis — Salivarius (Difco) conten-
do 20% de sacarose e 0,25 UI/
mL de bacitracina (Sigma Che-
mical Co, St Louis, USA). Todos
os experimentos foram condu-
zidos no interior de camaras de
fluxo laminar.

e Formacado de

Biofilme sobre a
Superficie do Vidro

O método de formacdo de bi-
ofilme sobre superficie de vidro
seguiu o protocolo desenvolvi-
do por KAWABATA & HAMADA (3).
As amostras foram cultivadas
durante 24h/37°C em tubos 13 X
100 contendo 0,5 mL de TSB sem
glucose (Difco) suplementado
com 1% de sacarose. O cultivo
foi realizado durante 72 horas
com trocas de meio de cultura a
cada 24 horas para a formacao de
biofilme coeso. Os biofilmes
aderidos ao vidro foram lavados
em solucdo salina fisiolégica es-
téril e utilizados para a exposi-
cao as diferentes formulacoes de
dentifricios e aos controles. A
formacao do biofilme na presen-
¢a do meio de cultura contendo
diferentes monossacarideos
também foi monitorada através
do cultivo das amostras em pla-
cas de 24 orificios para cultura de
células (Nunclon delta surface,
Nunc) contendo laminulas de
vidro de 13 mm de didmetro.
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e Desenho Experimental

O biofilme, formado na su-
perficie de tubos 13 X 100, foi ex-
posto por 2 minutos as formula-
¢oes dos dentifricios, diluidos
em agua destilada estéril, na ra-
zao de 1:1 (vol/vol), com o intui-
to de liquefazer os cremes den-
tais e permitir melhor contato
entre o biofilme e as formula-
coes. Os dentifricios contendo os
diferentes agentes foram cedidos
pelo Laboratério Daudt Oliveira
e enviados a Disciplina de Micro-
biologia e Imunologia da FCM/
Uerj codificados para que os en-
saios fossem desenvolvidos sem
o conhecimento prévio dos com-
ponentes.

I — Férmula contendo base do
creme dental, 2.5% de xilitol e
500 ppm de fluoreto de sédio’;

II - férmula contendo a base do
creme dental e 500 ppm de fluo-
reto de sédio;

III - férmula contendo a base do
creme dental e 10% de xilitol™;

IV — férmula contendo a base do
creme dental sem fluoreto de
s6dio e sem xilitol;

V - tratamento do biofilme com
solucgdo salina fisiolégica estéril.

(Preparacdes correspondentes
aos produtos *Malvatrikids F e
**Malvatrikids Baby — Laborato-
rio Daudt Oliveira Ltda.).

Ap6s o tratamento dos biofil-
mes formados na superficie in-
terna do tubo de ensaio com as
formulagdes diluidas em partes
iguais por 2 minutos em tempe-
ratura ambiente, as formulacoes
diluidas foram retiradas e os tu-
bos lavados cuidadosamente
com solucdo salina fisiolégica
estéril, de modo a nao ocorrer o
descolamento do biofilme da
superficie interna dos tubos de
vidro. Em seguida, foram adicio-
nados 0,5 mL de solucao fisiol6-
gica estéril e aproximadamente
100 pg de pérolas de vidro de
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0,25 mm de diametro (Sigma) es-
téreis. O biofilme foi entdo agi-
tado em agitador de tubos para
que as células aderidas fossem
removidas e homogeneizadas.
Em seguida, 50 pL da suspensdo
foram adicionados a 450 pL de
caldo TSB sem glucose, acres-
centado de 1% de sacarose em
pocos de placas de cultura de
células de 24 orificios. As placas
foram seladas e incubadas a
37°C por 48 horas. Os meios de
cultura foram entdao removidos
e os biofilmes foram fixados
com metanol (Merck Darmstadt,
DE) e corados com cristal viole-
taa 1% durante 10 minutos. Ap6s
a lavagem dos pocos e subse-
qliente secagem, os biofilmes
foram fotografados. Adicional-
mente, o cristal violeta incorpo-
rado aos biofilmes foi eluido
com solucdo de dcido acético
(Merck) a 33% e 50 pL foram
transferidos para microplacas
de elisa e aferidos em espectro-
fotdmetro em comprimento de
onda de 570 nm. A intensidade
da formac¢ado do biofilme pela
cepa bacteriana foi correlacio-
nada a incorporac¢do do cristal
violeta (8). Os experimentos fo-
ram realizados em triplicata e a
média de cada grupo compara-
da pelo teste de Anova e andlise
multipla comparativa de Tukey,
através do Programa GraphPad
Prism (versao 4.0).

Resultados

Interferéncia dos cremes
dentais na formac¢ao de novo do
biofilme

Conforme demonstrado na fi-
gura 1, o biofilme coeso foi in-
duzido na superficie do vidro,
observado em laminulas de 13
mm de didmetro. O biofilme es-
pesso e coeso, ou seja, resistente
a lavagem vigorosa com solugdo
salina foi formado apenas na su-
perficie das laminulas quando
do cultivo dos S. mutans na pre-
senca de TSB sem glucose con-
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tendo 1% de sacarose. O biofil-
me nao foi formado quando a
cepa foi cultivada na presenca de
xilitol a 1%.

O tratamento do biofilme for-
mado in vitro com as diversas
formulagdes foi capaz de inter-
ferir de maneira variada com a
formacgdo de novo do biofilme
pelos S. mutans ATCC 25175 (Ta-
bela I e figura 2). Foi possivel
observar que as formulacdes que
mais interferiram com a capaci-
dade de formacao do biofilme de
novo foram as que contiveram o
fon fluoreto a 500 ppm (P <
0.001). Quando associado ao xi-
litol a 2,5%, foi possivel obser-
var uma reducdo da capacidade
de formacao de biofilme (apesar
de nao significativa P > 0.05)
quando comparado com o trata-
mento do biofilme com a base
contendo apenas fluoreto a 500
ppm. Apesar de apresentar me-
nor efetividade, quando compa-
rada com as bases contendo fons
fluoretos (P < 0.05), o pré-trata-
mento do biofilme com a formu-
lacdo contendo apenas xilitol a
10% também interferiu com a
formacdao de novo do biofilme,
quando comparado com o con-
trole (base sem xilitol e sem ions
fluoreto) (P < 0.001). Também foi
observado que a base sem xilitol
e sem flior também modulou a
expressdo de formacao de biofil-
me pela cepa S. mutans ATCC
25175, quando comparada com
o controle negativo para a base,
constituido do tratamento do
biofilme com solucgdo salina a
0,9%, indicando que os compo-
nentes da base ja apresentari-
am efeitos sobre a capacidade
dos S. mutans em formar bio-
filme in vitro sobre superficie
ndo descamativa.

Discussao

A prevaléncia de cdrie denté-
ria vem decrescendo na maioria
dos paises industrializados em
virtude de programas especificos
dentre eles a fluoretacao das

dguas de abastecimento, aliado
a melhoria das condic¢des higié-
nico-sanitdrias e s6cio-econdmi-
cas. Na presente investigacao, foi
analisada a intensidade de for-
macado de novo do biofilme por
S. mutans ap6s pré-tratamento
de biofilmes com formulacoes
de cremes dentais, através da in-
corporacao de cristal violeta. Foi
observado que a base de creme
dental interferiu significativa-
mente com a formacdo do biofil-
me quando comparado com o
tratamento com solucao salina (P
< 0.001). Estudos in vivo de-
monstraram que detergentes
tais como o laurilsulfato de s6-
dio foi efetivo no deslocamento
de bactérias co-aderentes de
superficies expostas a saliva,
sendo o mecanismo inibido
quando em combinacdao com o
fluoreto de estanho. A formacao
de novo do biofilme dos estrep-
tococos ocorreu mais lentamen-
te quando da utilizacido de den-
tifricios contendo NaF, acompa-
nhado de agregados de tama-
nho menor constituido de Acti-
nomyces sp e estreptococos (1).

O tratamento do biofilme com
a formulacdo contendo xilitol a
10% também interferiu de forma
significativa com a formacao do
biofilme quando comparado
com os dois controles: base sem
componentes e solucao salina,
indicando que o xilitol teria a
capacidade de interferir com o
metabolismo/aderéncia dos S.
mutans a superficie rigida. Estu-
dos demonstraram a relacdo da
colonizagdo bucal por S. mutans
em pares mae-filho (criancas
com 18 meses e 3 anos de idade)
enfatizando a importancia dos
componentes dietéticos na
transmissibilidade, justificando
medidas preventivas primdrias
de acdo direta nas maes com al-
tos niveis de colonizacao por S.
mutans (10). Métodos de redu-
¢do dos niveis salivares de es-
treptococos do grupo mutans fo-
ram aplicados para maes apre-

sentando alta probabilidade de
transmissao dos Estreptococos
do grupo mutans. Ficou estabe-
lecido que o uso de gomas de
mascar contendo xilitol foi mais
efetivo na reducdo da transmis-
sibilidade das maes para os fi-
lhos do que os outros métodos
incluindo o uso de solucoes de
bochechos contendo clorexidina
e fluoreto de sédio (9). Estudo
mais recente revelou que o uso
de produtos contendo xilitol, in-
cluindo cremes dentais, permi-
tiu a manutencao do carboidra-
to em concentracoes variadas de
8,2 mg (+ 4,9 mg) por pelo me-
nos 8 minutos ap6s a aplicacao
na cavidade oral (4).

As formulacdes contendo flu-
oreto de so6dio a 500 ppm foram
capazes de interferir significati-
vamente com a formacao do bi-
ofilme apds o pré-tratamento
dos S. mutans. Apesar de nao ter
apresentado diferencas estatisti-
camente significativas entre os
sistemas contendo fluoreto de
so6dio a 500 ppm e fluoreto sédio
a 500 ppm + 2,5% de xilitol, ocor-
reu menor incorporacao de cris-
tal violeta, ou seja, menor forma-
¢do de biofilme de novo, quando
do tratamento dos S. mutans com
a formulacdo contendo 500 ppm
de fluoreto de sédio associado a
2,5% de xilitol, sugerindo um
efeito sinérgico entre os dois
componentes em tais concentra-
¢oes. Em virtude da formacao do
biofilme estar intimamente asso-
ciada a producgao de polissacari-
deo por cepas de S. mutans, es-
tudo recente evidenciou inibicao
de formacao de polissacarideo
extracelular quando do trata-
mento dos S. mutans com prepa-
racdo contendo laurilsulfato de
soédio e fluoreto de sédio, suge-
rindo um efeito inibitério sinér-
gico (7). Apesar de estudos de-
monstrarem menor atividade
inibitéria na formacao de placa
quando do uso de concentracodes
abaixo de 600 ppm de fldor,
quando comparado com uso de
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formulacdes contendo 1100 ppm (2), investigacdes in vivo ainda permanecem necessdrias para a avali-
acdo da eficdcia das associacdes de dentifricios contendo fluoreto de sédio a 500 ppm e xilitol em

diferentes concentracodes (2,5% e 10%).

Figura 1. Formacao do biofilme apds 72 horas com trocas de
meios de cultura TSB com sacarose. A- Auséncia de formacao
de biofilme em meio TSB sem monossacarideos (controle
negativo); B- incubacao do microrganismo durante 72 horas
com meio TSB adicionado de glucose a 1%; C- incubacdo do
microrganismo em meio contendo sacarose a 1%; D-
incubacao em meio contendo os actcares glucose a 1% +
sacarose a 1%. Apds a incubagdo, as laminulas foram
removidas, lavadas em PBS e fixadas com metanol. 0 biofilme
foi evidenciado, apds coloragdo com cristal violeta a 1%

Conclusdo

Todas as formulag¢des foram capa-
zes de inibir em graus variados a for-
macdo do biofilme de novo por S. mu-
tans, sendo significativamente mais
pronunciado para as férmulas con-
tendo 500 ppm de flior e 500 ppm +
2,5% de xilitol. a

3000

2000 1

1000 4

Absorbancia (570nm)

F + Xil

F Xil Base Salina

Figura 2. Absorbandia (1 570"m) do cristal violeta eluido do biofilme formado de novo apés
tratamento por 2 minutos de biofilme de S, mutans ATCC 25175 com bases de dentifricio contendo
2,5% de xillitol -+ 500 ppm de fluoreto de sddio (F + Xil); 500 ppm de fluoreto de sédio (F); 10% de
xilitol (Xil), sem aditivos (base) e solugdo 0,9% de cloreto de sédio (salina)

Tabela . Efeito de composicdes de dentifricios sobre a formagao de novodo biofilme de S. mutans
ATCC25175 ap6s pré-tratamento de biofilmes com diferentes composicdes de cremes dentais (Gru-

pos | a V), através de método de coloragdo do biofilme e aferi¢do apds elui¢do do cristal violeta em

espectrofotometro

Absorbancia do cristal

violeta' (DO, ) Biofilme corado

Grupo I: base contendo 500

ppm de fluoreto de sédio e 1.515 (£ 0372)
2,5% de xilitol

Grupo II: base contendo 500

ppm de fluoreto de sdio 1539 (:0493)
Grupo lll: base contendo

10% de xilitol 1.710 (+0.380)
GrupolV:basesemos

componentes 2.202 (£ 0.320)
Grupo V™" solucdo salina

fisiol6gica (0,9% de Nal) 2580 (+0.580)

" Absorbancia do eluato do cristal violeta com solugao aquosa de dcido acético 33%.

" Grupo controle negativo: pré-tratamento do biofilme com solugdo fisioldgica.
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