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RESUMO GERAL

Este estudo avaliou o efeito de dentifricios ou solu¢gdes contendo trimetafosfato
de sodio(TMP), xilitol(X), eritritol(E) e fluoreto(F), em diferentes associagdes,
sobre cepas e biofilmes cariogénicos. Trés subprojetos (SP1, SP2 e SP3)
apresentaram o0s objetivos: SP1) Avaliar o efeito de dentifricios contendo
“TMP(0,25%)", “X(16%)", “E(4%)”, “F(200 e 1100 ppm)” sozinhos ou em
diferentes associacbes, sobre cepas isoladas de Streptococcus mutans(SM),
Lactobacillus casei(LC), Actinomyces israelii(Al) e Candida albicans(CA). SP2)
Avaliar o efeito de solu¢des contendo “TMP”(0,075%), “X’(4,8%), “E”’(1,2%),
“F”(60 e 330 ppm) e saliva artificial pura, sozinhos ou em diferentes associagdes
sobre biofilmes mistos de SM e CA. SP3) Avaliar o efeito das mesmas solucdes
de SP2 sobre biofilmes microcosmos patogénicos com a incorpora¢ao ou ndo de
SM. No SP1, cepas de SM, LC, Al e CA foram incorporadas ao meio de BHI-
agar, vertidas em placas, realizados pocos no agar e diferentes diluicdes de
slurries dos dentifricios foram adicionados. Os halos foram medidos com
paquimetro digital. A analise estatistica se deu por ANOVA dois critérios, e teste
de Tukey HSD (p<0,05). Para SM, o maior halo foi observado por “200F+TMP”
em todas as diluices, seguido por “200F+X+E”. Para LC, a tendéncia mostrou
inibicdo microbiana promovida pelos polidis, potencializado pela associacdo com
0s outros compostos. Para Al, observou-se uma tendéncia menos definida. Para
CA, o dentifricio experimental “200F+X+E+TMP” foi mais eficaz que os outros.
No SP2, as mesmas solugbes e grupos do SP1 foram usados a uma
concentragéo final de 30% do valor inicial dos dentifricios. Biofilmes mistos de
SM e CA foram cultivados na presenca continua desses ativos e avaliou-se a
quantificacdo de células viaveis (UFCs), biomassa total, atividade metabdlica e

componentes da matriz extracelular. A andlise estatistica se deu por ANOVA um



critério e teste de Tukey HSD (p<0,05). As contagens de UFCs foram afetadas
pelo F, enquanto a biomassa e atividade metabdlica pelo TMP. Adicionalmente,
observou-se efeito sinérgico desses ativos. Os polidis tiveram efeitos mais
pronunciados nos carboidratos da matriz extracelular, com pouca ou nenhuma
acao nas demais variaveis. A associacdo dos quatro ativos promoveu aumento
no efeito antibiofilme, e foi afetado por F e/ou TMP, com pouco efeito dos polibis
isoladamente. No SP3, biofilmes microcosmos foram formados em um modelo
de biofilme de alto rendimento com ou sem a incorporagéo da cepa de SM. As
mesmas solucdes e concentracdes de SP2 estavam constantemente presentes
no meio de cultura. Analisou-se as UFCs e producdo de acido latico dos
biofilmes. Os dados foram analisados por ANOVA ou Kruskal-Wallis, e Student-
Newman-Keuls (p<0,05). O grupo “60F+TMP” produziu quantidades de &cido
latico significativamente menor, e apresentou reducdes na contagem total de
UFCs em biofilmes microcosmos, incorporados ou ndo com SM, comparado ao
grupo controle. O grupo experimental promoveu diminuicdes sobre os
parédmetros analisados. A associagdo de “F+TMP” e o grupo experimental
reduziram as contagens de UFCs total e de SM, e a producéo de acido latico por
biofilmes microcosmos derivados de saliva. Os resultados permitiram concluir
gue a associagcdo dos quatro compostos ativos e “F+TMP” apresentaram
reducdes em todos os parametros avaliados.

Palavras-chaves: Fluoretos. Biofiimes. Fosfatos. Xilitol. Eritritol.
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GENERAL ABSTRACT

This study evaluated the effect of dentifrices or solutions containing sodium
trimetaphosphate(TMP), xylitol(X), erythritol(E) and fluoride(F), in different
associations, on cariogenic strains and biofilms. Three subprojects (SP1, SP2
and SP3) presented the objectives: SP1) To evaluate the effect of dentifrices
containing “TMP(0.25%)”, “X(16%)”, “E(4%)”, “F( 200 and 1100 ppm)” alone or in
different associations, on isolated strains of Streptococcus mutans(SM),
Lactobacillus casei(LC), Actinomyces israelii(Al) and Candida albicans(CA).
SP2) Evaluate the effect of solutions containing “TMP”(0.075%), “X"(4.8%),
‘E"(1.2%), “F”(60 and 330 ppm) and pure artificial saliva, alone or in different
associations on mixed SM and CA biofilms. SP3) To evaluate the effect of the
same SP2 solutions on pathogenic microcosm biofilms with or without the
incorporation of SM. In SP1, SM, LC, Al and CA strains were incorporated into
the BHI-agar medium, poured into plates, wells were made in the agar, and
different dilutions of dentifrice slurries were added. The halos were measured
with a digital caliper. Statistical analysis was performed by two-way ANOVA and
Tukey HSD test (p<0.05). For SM, the largest halo was observed by “200F+TMP”
in all dilutions, followed by “200F+X+E”. For LC, the trend showed microbial
inhibition promoted by polyols, potentiated by the association with the other
compounds. For Al, a less defined trend was observed. For CA, the experimental
dentifrice “200F+X+E+TMP” was more effective than the others. In SP2, the
same solutions and groups of SP1 were used at a final concentration of 30% of
the initial value of the dentifrices. Mixed biofilms of SM and CA were cultured in
the continuous presence of these actives, and the quantification of viable cells
(CFUs), total biomass, metabolic activity and extracellular matrix components
were evaluated. Statistical analysis was performed by one-way ANOVA and
Tukey HSD test (p<0.05). CFU counts were affected by F, while biomass and



metabolic activity by TMP. Additionally, a synergistic effect of these actives was
observed. Polyols had more pronounced effects on extracellular matrix
carbohydrates, with little or no action on other variables. The association of the
four actives promoted an increase in the antibiofilm effect and was affected by F
and/or TMP, with little effect of polyols alone. In SP3, microcosm biofilms were
formed in a high-throughput biofilm model with or without the incorporation of the
SM strain. The same SP2 solutions and concentrations were constantly present
in the culture medium. The CFUs and lactic acid production of biofilms were
analyzed. Data were analyzed by ANOVA or Kruskal-Wallis and Student-
Newman-Keuls (p<0.05). The “60F+TMP” group produced significantly lower
amounts of lactic acid and showed reductions in total CFU counts in microcosm
biofilms, whether or not incorporated with SM, compared to the control group.
The experimental group promoted decreases in the analyzed parameters. The
association of “F+TMP” and the experimental group reduced total and SM CFU
counts and lactic acid production by saliva-derived microcosm biofilms. The
results allowed us to conclude that the association of the four active compounds

and “F+TMP” showed reductions in all evaluated parameters.

Key words: Fluorides. Biofilms. Phosphates. Xylitol. Erythritol.
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INTRODUCAO GERAL

A cérie dentaria € uma doenca que afeta mais de 3,5 bilhdes de pessoas
durante a denticdo permanente e mais de 620 milhdes de criangcas durante a
denticdo primaria (Kassebaum et al., 2017; Phantumvanit et al., 2018). Esta doenca
€ mediada por biofilmes formados por um consércio de diferentes micrébios.
Também é modulada pela dieta na presenca de acUcares fermentaveis, nao
transmissivel e é considerada multifatorial (Machiulskiene et al., 2020). Um dos
principais agentes etiolégicos da carie dentaria é a bactéria gram-positiva
Streptococcus mutans (S. mutans), devido a sua capacidade de colonizar a
superficie dental, metabolizar carboidratos e produzir acido lactico, além de ter a
capacidade de crescer e se multiplicar em ambiente &cido (Falsetta et al., 2014;
Lemos et al., 2019), levando a formacao do biofilme dentario, o qual € definido como
uma comunidade microbiana organizada, aderida a superficies vivas ou inertes e
envolvida por uma matriz extracelular produzida pelas células (Bowen, Burne, Wu, &
Koo, 2018).

No biofilme, os microrganismos apresentam-se embebidos em uma matriz
extracelular composta por glicoproteinas e polissacarideos (Lemos et al., 2019).
Inicialmente, varias adesinas das bactérias odontopatogénicas interagem com as
glicoproteinas salivares da pelicula adquirida na superficie dos dentes através de
cations bivalentes. Na presenca de sacarose, as bactérias aderem-se firmemente a
superficie do dente como resultado da producdo de exopolissacarideos (glucanos)
por meio da atividade da glicosiltransferase (Gtfs). Sendo assim, o acumulo de
biofilme faz com que o S. mutans metabolize eficientemente a sacarose (aglcar ou
polimeros) para produzir grande quantidade de &cido lactico, capaz de solubilizar o
componente mineral do dente e iniciar o processo de céarie (Lemos et al., 2019).
Além do S. mutans, a cavidade bucal € habitada por mais de 700 diferentes
espécies de microrganismos, dentre esses, espécies bacterianas como de
Lactobacillus, Actinomyces e fangicas como Candida sp.. Candida albicans (C.
albicans) € o fungo mais comumente encontrado na cavidade oral, que pode ser um
fator de risco para o desenvolvimento de carie dentaria (Kilian et al., 2016). A
presenca de C. albicans € importante na cérie na infancia, uma vez que contribui
para a patogénese em criancas carie-ativas (Menon, Scoffield, Jackson, & Zhang,
2022).
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O uso dos dentifricios contendo fluoreto (F) atrelado a escovagédo dos dentes
€ considerado o melhor método preventivo da cérie dentaria, visto que associa a
remocado ou desorganizacdo periodica do biofilme dental com as propriedades
cariostaticas do F (Walsh, Worthington, Glenny, Marinho, & Jeroncic, 2019). Sendo
assim, o ion flior tem seu efeito por meio da manutencdo da concentracéo de fltor
na saliva devido ao uso frequente dos dentifricios, e pela formacdo de produtos da
reacao esmalte-dentina com fluoreto, formando o mineral fluoreto de calcio (CaFy),
que, depositado no biofilme em lesdes iniciais de carie, é capaz de evitar a

progressdo da mesma (Buzalaf, Pessan, Marques Hondrio, & Ten Cate, 2011).

A suplementacdo com sais de fosfato tem sido uma possibilidade para
aumentar a efetividade dos dentifricios fluoretados. Estudos in vitro e in situ
demonstraram que dentifricios com concentracao reduzida de F suplementados com
trimetafosfato de sédio (TMP) apresentam efetividade semelhante a de um
dentifricio convencional (1.100 pg F/g) (Takeshita, Danelon, Castro, Cunha, &
Delbem, 2016; Takeshita, Danelon, Castro, Sassaki, & Delbem, 2015). Além disso, a
concentracdo de F e célcio no biofilme formado na presenca destes dentifricios foi
semelhante a observada para um dentifricio convencional (Takeshita et al., 2015).
No entanto, o mecanismo pelo qual solu¢des contendo TMP, associados ou hao ao

F, atuam no biofilme ainda é incerto.

Além desses sais de fosfato, existem produtos naturais que séo fontes de
agentes terapéuticos, e que podem ser utilizados na prevencdo da céarie dentéria,
pois apresentam efeito sobre os microrganismos do biofilme. O xilitol e o eritritol séo
polidis utilizados como substitutos do agucar em muitos produtos de cuidados
bucais, pois ndo sdo cariogénicos e apresentam efeitos favoraveis sobre a saude
bucal (Kauko Makinen, 2000; Runnel et al., 2013). A literatura mostra que o xilitol
diminui a acidogenicidade e volume do biofilme, e & capaz de inibir o crescimento de
S. mutans (Kauko Makinen, 2000). Da mesma forma, o eritritol parece apresentar
mecanismos semelhantes ao do xilitol e promove a redu¢cdo dos microrganismos

patogénicos relacionados a carie dentaria (S. mutans) (Park et al., 2014).

Diante de todo contexto supracitado, e tendo em vista a eficacia dos ativos
sozinhos, os objetivos do presente estudo foram: 1) Avaliar o efeito de dentifricios
contendo trimetafosfato de sédio (TMP), xilitol (X), eritritol (E) e fluoreto (F), em

diferentes associacfes, sobre cepas isoladas de Streptococcus mutans, Lactobacillus
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casei, Actinomyces israelii e Candida albicans na formacdo de halos de inibicdo. 2)
Avaliar o efeito de solu¢gBes contendo trimetafosfato de sédio (TMP), xilitol (X), eritritol
(E) e fluoreto (F), em diferentes associacdes sobre biofilmes mistos de Streptococcus
mutans e Candida albicans. 3) Avaliar o efeito de solu¢des contendo trimetafosfato de
sédio (TMP), xilitol (X), eritritol (E) e fluoreto (F), em diferentes associa¢cdes sobre
biofilmes microcosmos (polimicrobianos) suplementados ou ndo com Streptococcus

mutans.

Os dentifricios foram testados no capitulo 1 e as solucdes nos capitulos 2 e 3,

sendo respectivamente:

Dentifricios: Trimetafosfato de sodio (0,25%), F (200 ppm), xilitol (16%) e
eritritol (4%), 1100 ppm F (controle positivo) e placebo (sem adicdo de nenhum

composto ativo).

Solugdes: Trimetafosfato de sédio (0,075%), F (60 ppm), xilitol (4,8%) e eritritol
(1,2%), 330 ppm F (controle positivo) e Saliva artificial ou McBain puro (controle

negativo).

Para alcancar os objetivos propostos, o presente estudo foi dividido em trés
capitulos, como detalhado abaixo:

e Capitulo 1: “Antimicrobial effect of low-fluoride toothpastes containing
polyphosphate and polyols” (artigo submetido ao peridédico Saudi Dental

Journal);

e Capitulo 2: “Evaluation of solutions containing fluoride, sodium
trimetaphosphate, xylitol and erythritol on dual-species biofilms” (artigo

submetido ao periodico Biofouling);

e Capitulo 3: “Assessment of the effects of fluoride, sodium trimetaphosphate,
xylitol and/or erythritol on saliva-derived microcosm biofilms” (artigo formatado

nas normas do periédico Archives of Oral Biology).

As referéncias da Introducédo Geral encontram-se no anexo A.
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ANEXO A
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