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“Nada na vida deve ser temido, somente compreendido. Agora € hora de compreender mais
para temer menos”'*

I+ Marie Curie, conforme citado em “Our Precarious Habitat” (1973), por Melvin A. Bernarde



Santos VCE. Efeito do oxigénio ativo sobre biofilme Streptococcus mutans
[Trabalho de Concluséo de Curso - Graduagdo em Odontologia]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2023.

RESUMO

Este estudo avaliou a capacidade antimicrobiana do colutério BlueM® contra a bactéria
Streptococcus mutans e sua influéncia na expressao do gene gbpA, bem como seu
efeito citotoxico em células fibroblasticas. O BlueM® apresentou atividade
antimicrobiana, com valores de MIC e MBC de 0,005% e 0,01%, respectivamente. O
MBIC foi de 6,25% para S. mutans. A contagem de CFU e a microscopia confocal
revelaram efeito significativo do BlueM® no biofilme de S. mutans pré-formado nas
superficies dentinarias. Curiosamente, a analise da expressao do gene gbpA indicou
uma diminuigdo na expressdo do gene apos 15 min de tratamento com BlueM® na
concentragdo de 25%, como tambem exibiu baixos niveis de citotoxicidade. Em
conclusdo, nossos resultados mostraram a eficacia antimicrobiana de BlueM® contra
S. mutans, alem de sua capacidade de modular a expressao do gene gbpA e sua
baixa citotoxicidade. Este estudo suporta o potencial terapéutico do BlueM® como um
agente alternativo para o controle do biofilme oral

Palavras-chave: Streptococcus mutans. Biofilmes. Agentes infecciosos.



Santos VCE. Effect of active oxygen on Streptococcus mutans biofim [Trabalho de
Concluséao de Curso - Graduagao em Odontologia]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2023.

ABSTRACT

This study evaluated the antimicrobial capacity of BlueM® mouthwash against the
bacterium Streptococcus mutans and its influence on gbpA gene expression as well
as its cytotoxic effect on fibroblast cells. BlueM® showed antimicrobial activity, with MIC
and MBC values of 0.005% and 0.01%, respectively. The MBIC was 6.25% for S.
mutans. CFU count and confocal microscopy revealed significant effect of BlueM® on
S. mutans biofilm pre-formed on dentin surfaces. Interestingly, the analysis of gbpA
gene expression, indicated a decrease in gene expression after 15 min of treatment
with BlueM® at a concentration of 25%. Moreover, BlueM® exhibited low levels of
cytotoxicity. In conclusion, our results showed the antimicrobial effectiveness of
BlueM® against S. mutans, its ability to modulate the expression of the gbpA gene and
its low cytotoxicity. This study supports the therapeutic potential of BlueM® as an
alternative agent for the control of oral biofilm.

Keywords: Streptococcus mutans. Biofilms. Anti-infective agents.
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1 INTRODUCAO

Novas substancias estdo sendo desenvolvidas para atuar no controle do
biofilme e na prevengao e progressao de patologias orais como a carie e a doenga
periodontal. Entre esses produtos esta o BlueM®, que possui em sua formulagédo um
composto a base de oxigénio,mel e outros compostos. O oxigénio € importante para
0 meio bucal porque libera energia para reag¢des quimicas e fungdes celulares, como
a respiracdo, mantendo o equilibrio redox e prevenindo disturbios de homeostase na
cavidade oral'. Em relagdo ao mel, sua agdo antimicrobiana sugere uma possivel
producdo de hidrogénio, peroxido e outros fatores, incluindo alto teor de agucar,
levando a alguns fatores osmoéticos e consequentemente causando desidratagao
bacteriana e baixo pHz2.

Apesar de varias abordagens terem sido utilizadas na tentativa de reduzir a
incidéncia de carie dentaria, esta doenga ainda € considerada uma das mais
onipresentes e dispendiosas doencgas bucais dependentes do biofiime em todo o
mundo3. Lesdes de carie nao tratadas podem ter importantes consequéncias na saude
bucal. Portanto, a tendéncia € caminhar para a prevencéao e, sao varios os alvos onde
a profilaxia pode surtir efeito*. Um dos principais responsaveis pela formacao de
biofilme cariogénico tanto no esmalte quanto na dentina séo bacteriass. Entre elas
podemos citam o Streptococcus mutans, que esta associado a etiologia da carie
dentéria, causando destruicdo de estruturas dentarias duras (esmalte, dentina e
cemento) pela agdo de bactérias acidogénicas/aciduricas®’. E amplamente aceito que
o potencial cariogénico do Streptococcus mutans esta associado principalmente a sua
capacidade de sintetizar grandes quantidades de polimeros glucanos extracelulares
da sacarose, que permitem a colonizacdo permanente dos dentes e a formacao in situ
de matriz polimérica extracelulars.

Uma vez que a adesado bacteriana € um importante evento precoce na
colonizacdo bacteriana das estruturas dentarias, diferentes moléculas de adesao
foram caracterizadas para espécies bacterianas. Nesse processo, enzimas
extracelulares de glicosiltransferase (Gtfs) proteinas de ligagdo a glucano (gbps) e
frutosiltransferase (ftf) sdo produzidos por S. mutans. Entre eles, gbps sao fatores de
viruléncia diretamente relacionados a capacidade do S. mutans de formar biofilme
dental. Mais especificamente, o gene gbpA esta envolvido na formagéo de biofilme
durante o processo cariogénico, pela adesdo a estrutura dental e o acumulo de

microorganismos no biofiime, resultando em seu crescimento®.
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Clinicamente, o uso de enxaguatorios bucais que contenham fluor, alcoois e
agentes antimicrobianos (sejam quimicos ou naturais) sdo recomendados para
auxiliar no controle e redugao dos biofilmes dentarios. Para ser ideal, esses agentes
antimicrobianos devem ser eficazes contra microrganismos, agir rapidamente, manter
a atividade em baixas concentracdes, ndo apresentar efeitos colaterais e ser usado
sem causar nenhum desconforto’. Apesar de ter um excelente desempenho controle
quimico, a clorexidina — que é considerado o padrao ouro para redugao de patdgenos
orais — pode promover alteragdes na cor dos dentes, descamacao e alteragcao da
mucosa oral, sensibilidade e alteracédo de paladar?*.*2.

Levantamentos epidemioldgicos mostram que a exposicdo da dentina a
cavidade oral esta se tornando comum a medida que a populagéo envelhece’®. Nesse
sentido, é crescente o interesse em avaliar o efeito antibiofiime e antibacteriano de
novos produtos na formagao de biofiime em dentina. Por isso, o colutério BlueM®
apresenta-se como uma alternativa aos métodos convencionais de controle de
biofime. No entanto, suas propriedades e mecanismos de agdao no biofilme
cariogénico ainda nao sao esclarecidas na literatura. Sendo assim, o objetivo deste
estudo € investigar a potencial agdo antimicrobiana deste produto contra a formagéo
de biofilme de S. mutans e sua capacidade de influenciar na expressao do gene gbpA.

Além disso, a biocompatibilidade deste colutorio também é avaliada em fibroblastos.
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2 PROPOSICAO

Avaliar o efeito do oxigénio ativo (BlueM®) na formagdo do biofiime e na
expressdo do fator de viruléncia do gene gbpA envolvido na aderéncia de
Streptococcus mutans, bem como sua citotoxicidade frente a fibroblastos.

2.1 Objetivos especificos

A. Determinar o efeito antimicrobiano de diferentes concentragdes do BlueM® sobre
Streptococcus mutans na forma plancténica e biofilme.

B. Avaliar o efeito antibiofilme sobre biofilmes pré-formados de Streptococcus
mutans em discos de dentina.

C. Avaliar o fator de viruléncia gbpA em S. mutans na presencga do BlueM®, por PCR
em tempo real.

D. Avaliar efeito citotéxico frente a fibroblastos.
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3 PUBLICAGAO

A partir do Projeto entitulado “Efeito do oxigénio ativo sobre biofilme de
Streptococcus mutans”, financiado pela “Fundagao de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP)” (processo: 2019/25534-4), foi elaborado
artigo cientifico entitulado “Effects of BlueM® against Streptococcus mutans
biofilm and its virulence gene expression” aceito para publicagdo no periddico
Brazilian Dental Journal, da editora Scielo.

3.1 Publicagao 1*

“Effects of BlueM® against Streptococcus mutans biofilm and its virulence

gene expression”

Veronica Canela Estevam dos Santos, Patricia Milagros Maquera Huacho, Maria
Julia Mancim Imbriani, Vivian M. Tellaroli Rodrigues Minhaco, Denise M. Palomari
Spolidorio.

Departamento de Fisiologia e Patologia, Universidade Estadual Paulista, Faculdade
de Odontologia de Araraquara (Unesp), Rua Humaita, 1680, Araraquara, Sao Paulo
14801-903, Brasil.

RESUMO

Este estudo avaliou a capacidade antimicrobiana do colutério BlueM® contra a bactéria
Streptococcus mutans e sua influéncia na expressao do gene gbpA, bem como seu
efeito citotoxico em células fibroblasticas. O BlueM® apresentou atividade
antimicrobiana, com valores de MIC e MBC de 0,005% e 0,01%, respectivamente. O
MBIC foi de 6,25% para S. mutans. A contagem de CFU e a microscopia confocal
revelaram efeito significativo do BlueM® no biofiime de S. mutans pré-formado nas
superficies dentinarias. Curiosamente, a analise da expressédo do gene gbpA indicou

uma diminuigdo na expressdo do gene apds 15 min de tratamento com BlueM® na

* Artigo publicado no periddico Brazilian Dental Journal.
Cf. Braz. Dent. J. 34 (1) » Jan-Feb 2023. https://doi.org/10.1590/0103-6440202305133


https://doi.org/10.1590/0103-6440202305133
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concentracdo de 25%, como tambem exibiu baixos niveis de citotoxicidade. Em
conclus&o, nossos resultados mostraram a eficacia antimicrobiana de BlueM® contra
S. mutans, alem de sua capacidade de modular a expressao do gene gbpA e sua
baixa citotoxicidade. Este estudo suporta o potencial terapéutico do BlueM® como um

agente alternativo para o controle do biofilme oral.

Palavras-chave: Streptococcus mutans. Biofilme. Agente Antimicrobiano

INTRODUGCAO

Novas substancias estdo sendo desenvolvidas para atuar no controle do
biofilme e na prevengao e progressao de patologias orais como a carie e a doenga
periodontal. Entre esses produtos esta o BlueM®, que possui em sua formulagdo um
composto a base de oxigénio, mel e outros compostos. O oxigénio é importante para
0 meio bucal porque libera energia para reagdes quimicas e fungdes celulares, como
a respiracdo, mantendo o equilibrio redox e prevenindo disturbios de homeostase na
cavidade oral'. Em relagdo ao mel, sua agao antimicrobiana sugere uma possivel
producdo de hidrogénio, peroxido e outros fatores, incluindo alto teor de agucar,
levando a alguns fatores osmoéticos e consequentemente causando desidratagao
bacteriana e baixo pH2.

Apesar de varias abordagens terem sido utilizadas na tentativa de reduzir a
incidéncia de carie dentaria, esta doengca ainda & considerada uma das mais
onipresentes e dispendiosas doencgas bucais dependentes do biofiime em todo o
mundo3. Lesdes de carie n&o tratadas podem ter importantes consequéncias na saude
bucal. Portanto, a tendéncia € caminhar para a prevencéao e, sao varios os alvos onde
a profilaxia pode surtir efeito*. Um dos principais responsaveis pela formacao de
biofilme cariogénico tanto no esmalte quanto na dentina sdo bacteriass. Entre elas
podemos citam o Streptococcus mutans, que esta associado a etiologia da carie
dentéria, causando destruicdo de estruturas dentarias duras (esmalte, dentina e
cemento) pela agdo de bactérias acidogénicas/aciduricass’. E amplamente aceito que
o potencial cariogénico do Streptococcus mutans esta associado principalmente a sua
capacidade de sintetizar grandes quantidades de polimeros glucanos extracelulares
da sacarose, que permitem a colonizacdo permanente dos dentes e a formacao in situ

de matriz polimérica extracelulars.
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Uma vez que a adesado bacteriana € um importante evento precoce na
colonizagdo bacteriana das estruturas dentarias, diferentes moléculas de ades&o
foram caracterizadas para espécies bacterianas. Nesse processo, enzimas
extracelulares de glicosiltransferase (Gtfs) proteinas de ligagdo a glucano (gbps) e
frutosiltransferase (ftf) sdo produzidos por S. mutans. Entre eles, gbps sao fatores de
virulencia diretamente relacionados a capacidade do S. mutans de formar biofilme
dental. Mais especificamente, o gene gbpA esta envolvido na formagéo de biofilme
durante o processo cariogénico, pela adesao a estrutura dental e o acumulo de
microorganismos no biofilme, resultando em seu crescimento®.

Clinicamente, o uso de enxaguatorios bucais que contenham fluor, alcoois e
agentes antimicrobianos (sejam quimicos ou naturais) sdo recomendados para
auxiliar no controle e redugao dos biofilmes dentarios. Para ser ideal, esses agentes
antimicrobianos devem ser eficazes contra microrganismos, agir rapidamente, manter
a atividade em baixas concentracdes, ndo apresentar efeitos colaterais e ser usado
sem causar nenhum desconforto’. Apesar de ter um excelente desempenho controle
quimico, a clorexidina — que é considerado o padrao ouro para redugao de patdégenos
orais — pode promover alteragdes na cor dos dentes, descamacgao e alteracdo da
mucosa oral, sensibilidade e alteracédo de paladar*.*2.

Levantamentos epidemiolégicos mostram que a exposicdo da dentina a
cavidade oral esta se tornando comum a medida que a populagéo envelhece’3. Nesse
sentido, é crescente o interesse em avaliar o efeito antibiofiime e antibacteriano de
novos produtos na formacédo de biofiilme em dentina. Por isso, o colutério BlueM®
apresenta-se como uma alternativa aos métodos convencionais de controle de
biofime. No entanto, suas propriedades e mecanismos de agdo no biofilme
cariogénico ainda nao sao esclarecidas na literatura. Sendo assim, o objetivo deste
estudo é investigar a potencial agdo antimicrobiana deste produto contra a formagéo
de biofilme de S. mutans e sua capacidade de influenciar na expressao do gene gbpA.

Além disso, a biocompatibilidade deste colutdrio também é avaliada em fibroblastos.

MATERIAL E METODOS

Solucodes
BlueM® foi obtido diretamente do fabricante, na sua formulagao original. Foram

preparadas solugdes diluidas em BHI (Brain Heart Infusion, Acumedia, Lansing, M,
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USA) nas concentragdes 50% - 0.002%. A clorexidina (CHX) 0,12% foi utilizada como

controle positivo e o meio de cultura BHI, como controle negativo.

Atividade Antimicrobiana

Cepa bacteriana e condi¢bes de crescimento

Foi utilizado neste estudo a cepa de referéncia de Streptococcus mutans
(ATCC 25175). As culturas foram previamente preparadas em meio de cultura BHI
(Brain Heart Infusion, Acumedia, Lansing, MI, USA) suplementado com extrato de
levedura (Yeast Extract Powder, Himedia, Vadhani, MB, IND), mantido em jarra de
microaerofilia por 18 h a 37 °C. Posteriormente, o material resultante teve sua turbidez
ajustada com o auxilio do espectrofotometro (Eppendorf AG, 22331 Hamburg,
Germany), até atingir absorbancia 0,2 em 600 nm correspondente a uma suspenséo
de trabalho de 1x10 7 UFC ml -1.

Determinag¢ao da Concentragao inibitéria minima (MIC) e Concentragao
bactericida minima (MBC)

Foi realizado o método de microdiluicio em caldo para determinacdo da
concentragao inibitéria minima (MIC) em placa de microtitulagédo de 96 pogos (TPP,
Switzerland). Utilizando-se técnicas assépticas, cada pogo recebeu separadamente o
volume de 100 pL de BHI acrescido das diluigdes de BlueM® (50%- 0,02%) e 5 uL da
suspenséo de S. mutans numa concentragdo final de 1 x 107 UFC mL-' em cada poco.
As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C. e em seguida quantificada em leitor
SYNERGY a 600 nm (GEN52.07). Para a Determinagao da Concentragao Bactericida
Minima (CBM) dos orificios que ndo mostraram crescimento visivel, ou seja, DO
600nm < 0.05, foram retirados 10 YL das amostras e plaqueadas em meio de cultura
Mitis Salivarius Agar (Agar Mitis Salivarius, Himedia, Vadhani, MB, IND) e mantidas a
37 °C por 48 h. O MBC foi definido como a menor concentracdo capaz de inibir o
crescimento bacteriano. Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata e

experimentos independentes.

Concentragao minima para inibicao de biofilme (CIMB)
Biofilme de S. mutans foi formado em placas de microtitulagdo de 96 pogos

(n = 9). Inicialmente, para formagao da pelicula adquirida, foi adicionado 50 pL de
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saliva humana/pogo estéril, as placas incubadas a 37 °C sob agitagdo de 70 rpm por
1 h. ApOs este periodo, a saliva foi removida. Posteriormente, foram adicionados 200
uL da suspensédo bacteriana correspondendo a 1x10° CFU/mL do S. mutans para
formacao de biofilme. As placas foram armazenadas em jarras de microaerofilia por
48 h e o meio gasto foi renovado apds 24 h. Apds 48 h de incubagdo o meio foi
aspirado e foram adicionados a cada poco 200 uL das concentragdes de BlueM®
previamente preparadas nas seguintes concentragdes: 50% até 0,01%. As placas
foram incubadas em condicbes de microaerofiia a 37 °C durante 24 h. Apods

incubacgéo, o biofilme resultante foi avaliado pelo Teste Cristal Violeta.

Efeito do Blue M em biofilme formado sobre disco de dentina

Previamente foram obtidos discos de dentina (8.0mm x 3.0mm x 1,5mm) a partir
de coroas de incisivos bovinos. Os discos foram polidos e submetidos a avaliagdo da
rugosidade superficial (Ra) pelo rugosimetro portatil (Mitutoyo surftest SJ-401,
Mitutoyo Corporation, Japdo). Em seguida, solu¢do de EDTA 0,5 M (pH 7,2) foi
aplicada, seguida por hipoclorito de sodio 5,25 %, solugéo de acido citrico 6% e agua
deionizada esterilizada com objetivo de remoc¢ao da smear layer e limpeza dos tubulos
dentinarios. Os discos foram distribuidos em grupos experimentais e controle, por
meio da aleatorizagdo por restricdo. Posteriormente os discos foram embalados e
enviados para esterilizacdo por meio de gas de 6xido de etileno (Acecil- Centro de
Esterelizagao Comercio e Industria LTDA).

Utilizando uma pinga estéril, discos de dentina foram posicionados em placa
de cultura celular de 48 pocgos. Para formagdo da pelicula adquirida, foram
adicionados 200 uL de saliva humana estéril/pogo e as etapas seguintes foram
desenvolvidas como descrito anteriormente. Em seguida, foram adicionados aos
pocos 500 uL de microrganismo previamente ajustado (1x 10° CFU/mL), e incubada
durante 24 h, para a formacdo do biofilme. Apds este periodo o meio com
microrganismos nao aderidos foi aspirado delicadamente, e 500 pyL por pogo da
solugao de BlueM® nas concentragdes de 50%, 25% e 12,5% (selecionadas a partir
dos resultados do CIMB) foram adicionados durante 60 segundos para o tratamento
do biofilme formado. Posteriormente, os discos foram lavados delicadamente com
solucdo salina, e o biofilme resultante foi avaliado por Unidades Formadoras de
Colbnia por mililitro (UFC/mL).
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Analise por microscopia confocal de varredura a laser

Os biofilmes crescidos sobre discos de dentina e tratados com diferentes
concentragbes de BlueM® como descrito anteriormente, foram corados com o kit
Live/Dead Baclight Bacterial Viability (L7012, Invitrogen Molecular Probes, Eugene,
OR, EUA) de acordo com a instrugdes do fabricante. Resumidamente, foi preparada
uma solucao estoque em PBS estéril contendo 12 pL da solugdo SYTO 9 e 12 yL da
solugdo de lodeto de Propidio. Em seguida, foram adicionados 750 pyL da solugéo
homogeneizada em cada pogo, permanecendo em contato com os corpos de prova
durante 15 minutos a 37°C e protegido da luz. As amostras foram posicionadas sobre
uma laminula, deixando a superficie a ser analisada em contato com a mesma, o que
possibilitou a analise do biofilme por microscopia. Os comprimentos de onda de
excitacao/emissao foram 488/500 nm para SYTO 9 e 488/635 nm para lodeto de
Propidio. A fluorescéncia das células coradas foi visualizada por MCVL (LSM 780
invertido, Zeiss, Jena, Alemanha) e as imagens adquiridas com o software ZEN 2012
(Zeiss) com uma resolugao de 1.024 por 1.024 pixels. As imagens de um unico plano
focal do biofilme foram capturadas pelo sistema com uma lente de ampliagao de 20x.
A area selecionada para a analise do biofilme foi definida aleatoriamente, mas de
forma que ndo seja tao proxima as bordas dos corpos de prova

Analise da expressao do fator de viruléncia do gene gbpA envolvido na
aderéncia de S. mutans

Para investigar a influéncia do tratamento com BlueM® na expressao génica de
gbpA, S. mutans foi cultivado em 40 mL de meio BHI suplementado com extrato de
levedura até sua fase mid-log (DOesoo S.mutans = 0,45). Em seguida 2,5 mL dos
microrganismos crescidos foram transferidos para tubos falcon e concentracbes de
BlueM® (50% e 25%) foram adicionadas no volume de 2,5 mL, e os tubos incubados
durante 15 e 30 minutos a 37 °C. Como controle negativo foram utilizadas células sem
tratamento (meio de cultura) e como controle positivo células tratadas com CHX
0.12%.

Apo6s o tempo de incubagao, a cultura bacteriana foi centrifugada (5000 rpm, 5
minutos), o sobrenadante descartado e 500 pL de novo meio de cultura foi adicionado,
com o intuito de ressuspender o pellet do microrganismo. As células bacterianas foram
entdo tratadas durante 5 minutos com RNAprotect Bacteria (Qiagen GmbH, Hilden,

Germany), seguido por centrifugagao (5000 rpm, 10 minutos) (Bordini et al., 2018). Foi
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realizada a lise celular, isolamento e purificacdo do RNA utilizando RNeasy minikit
(Qiagen GmbH, Hilden, Germany) segundo o protocolo do fabricante. As quantidades
de RNAm foram quantificadas com o aparelho Synergy H1(Biotek, Winooski, VT, USA)
e 0 RNAm de cada amostra (100 ng/mL) foi transcrito de forma reversa em
termociclador utilizando o High Capacity cDNA Reverse Transcriptions Kit (Applied
Biosystems, Foster City, Calif., USA), seguindo as recomendacgdes do fabricante.

Os cDNAs obtidos foram utilizados nas reacbées de PCR tempo real para
determinacdo da quantidade relativa de RNAm do gene alvo gbpA e o gene
constitutivos 16S rRNA de cada microrganismo, utilizado como controle interno para
normalizagdo dos dados. Os primers utilizados para o RT-gPCR foram adquiridos da
Life Technologies Inc. (Sao Paulo, SP, Brasil) e estao listados na Tabela 1.

As reacgdes foram preparadas com 20 pyL da mistura de PCR contendo 10 uL
de Fast SYBR™ Green Master Mix, 5 uL de cDNA, 1 pyL de cada primer especifico e
3 pL agua livre de DNase e RNase. As amostras foram amplificadas utilizando o
equipamento StepOnePlus Real time PCR system (Applied biosystems). As condi¢des
de amplificagao foram: 95 °C por 20 segundos, seguido por 40 ciclos a 95°C por 3
segundos e 60°C por 30 segundos. Os ensaios foram realizados em triplicata em trés

experimentos independentes e um conjunto representativo de dados € apresentado.

Tabela 1. Primers para a analise de RT-gPCR de S. mutans

o ] Tamanho o
Genes Sequéncia de primers Referéncias

(pb)

16S rRNA
5-CCATGTGTAGCGGTGAAATGC-3’
S. mutans 144 Bordini et al.?
5-TCATCGTTTACGGCGTGGAC-3’

5-CGCCAATAGTTCTCCAGCCGAT-3’
gbpA 154 Bordini et al.®
5-CGAACCAGCGACTGCTGCA-3’

Citotoxicidade

Cultura Celular
Linhagem celular de Fibroblastos (L929) foram cultivadas e mantidas em meio
de cultura Dulbecco’s Medium (DMEM) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)
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suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco, Grand Island, NY, EUA) e 1% de
penicilina, estreptomicina e glutamina (100 UT/mL de penicilina, 100 pyg/mL de
estreptomicina e 2 mmol/L de glutamina (Gibco, Grand Island, NY, EUA) em atmosfera
umidificada a 5% de CO2 a 37°C. As células foram sub-cultivadas até obtengao de

numero adequado de células para o estudo.

Citotoxicidade em Fibroblastos (L929)

Fibroblastos L929 foram cultivados em placas de 96 pogos (2 x 10*
células/pogo) e mantidos em incubadora umidificada por 24 h. Previamente, foram
preparadas concentragdes de BlueM® de 50 % — 0,04% em DMEM com 1% de soro
fetal bovino inativado. Apds o periodo de 24 h, foi adicionado a cada poco 100 uL das
concentragdes de BlueM® e a placa incubada por 2 h. Camptotecina 10 uM foi utilizada
como controle positivo. Apos o periodo teste, os efeitos ctitotoxicos foram avaliados
utilizando o ensaio de MTT (metiltetrazolium) para analise do metabolismo celular.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados usando o GraphPad Prism 6.0 (GraphPad
Software Inc.). O objetivo das analises foi comparar os resultados de cada desfecho
de acordo com as diferentes concentragdes do BlueM® por meio de ANOVA com teste
post-hoc de Tukey para comparagbes pareadas. O nivel de significancia foi
estabelecido em 95% (p <0,05) em todas as analises. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata em trés experimentos independentes.

RESULTADOS
Atividade antibacteriana e inibigao do biofilme

A Tabela 2 mostra os valores de CIM, MBC e MBIC de BlueM® testados em
culturas plancténicas e biofilme de S. mutans. As diluigdes seriadas de BlueM® (50%
- 0,002%) foram analisadas e S. mutans foi sensivel ao BlueM® com valores de CIM
e MBC de 0,005% e 0,01%, respectivamente. A concentracdo minima para inibigéo
de biofilme (CMIB) do BlueM® capaz de inibir o crescimento do biofilme. A atividade
antimicrobiana do BlueM® foi analisada pelo teste de cristal violeta obtendo CMIB a
partir da concentragdo de 6,25%, indicando redugao microbiana do BlueM®,
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Tabela 2 - Concentracao inibitéria minima (CIM), Concentracdo Bactericida Minima

(CBM) e Concentragao Minima de inibigao de biofilme (CIM) de BlueM® em S. mutans

BlueM®
Microrganismo CIM (%) MBC (%) MBIC (%)
S. mutans 0.005 0.01 6.25

Andlise antimicrobiana do BlueM® sobre biofilme pré-formado em corpos de
prova

O efeito antimicrobiano do BlueM® foi avaliado sobre corpos de prova de
dentina apos 60 segundos de tratamento. A Figura 1 mostra que concentragdes de
50% e 25% de BlueM® apresentaram uma diminuigéo estatisticamente significante no
numero de microrganismos viaveis quando comparado ao grupo controle negativo
sem tratamento. Entretanto, a concentracdo de 12,5% nao apresentou diminuigéo
estatisticamente significativa (p>0,05%). Surpreendentemente, o tratamento com
clorexidina 0,12% n&o apresentou uma redugao significativa quando comparada ao

grupo controle negativo.
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Figura 1. Efeito do BlueM® sobre biofiime de S. mutans (ATCC 25175) crescido em
superficies de dentina bovina. As contagens de bactérias apos cada tratamento séo
expressas em logaritmo de unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro.
Diferencas estatisticas estdo representadas por diferentes letras para comparacao
entre tratamentos (ANOVA One-way seguido pelo teste de Tukey, p<0.05).
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Analise por microscopia confocal de varredura a laser (MCVL)

A Figura 2 ilustra a avaliagdo do biofilme formado em dentina por MCVL. Os
microrganismos viaveis apresentam-se corados em verde e 0s nao viaveis corados
em tom amarelo-avermelhado. A Figura 2A corresponde ao controle negativo, a qual
apresenta uma massa homogénea de microrganismos viaveis. Na Figura 2B,
referente a CHX 0,12%, nota-se coloragcdo mais amarelada, indicando menor
viabilidade das células. No que diz respeito aos grupos correspondentes ao BlueM®,
observa-se um efeito dose-dependente, onde ha um aumento da reducdo da
viabilidade apds o tratamento com concentragdes maiores de BlueM®. Assim,
observa-se a predominancia da coloragdo alaranjada que indica uma reducgéao da
viabilidade dos microrganismos, apds o tratamento com BlueM® 50 % (Figura 2C) e
nas imagens que se referem as concentragbes de 25% e 12,5 % de BlueM® (Figura
2D e 2E) nota-se maior quantidade de bactérias viaveis representadas pela cor verde.

3 CHX 0,12% = = -

(ofl Blue M 50% (D Blue M 25% (=3 Blue M 12,5%

Figura 2. Imagens de microscopia confocal de varredura a laser da agdo do BlueM®,
sobre biofiime de S. mutans ATCC 25175 desenvolvido em corpos de prova de
dentina. Controle Negativo (A), Clorexidina 0,12% (B), BlueM® 50% (C), BlueM® 25%
(D) e BlueM® 12,5% (E).
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Andlise da expressao do fator de viruléncia do gene gbpA envolvido na
aderéncia de S. mutans

A expressédo do fator de viruléncia do gene gbpA, que esta relacionado a
adesdo bacteriana e formacao de biofiime dental pelo S. mutans foi avaliado apds
tratamento por 15 e 30 minutos com concentragées de BlueM® de 50% e 25%. Na
figura 3 pode-se observar que apos o tratamento com as concentragdes testes de
BlueM® por 15 e 30 minutos houve uma redugédo altamente significativa na expresséo
do gene gbpA (***p<0,001, ****p<0,0001). Da mesma forma, clorexidina 0,12%
apresentou uma redugao significativa na expressdo do gene apos ambos periodos
avaliados (**p<0,01, ****p<0,0001).
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Figura 3. Efeito do BlueM®, sobre a expressdo de mRNA do gene gbpA envolvido na
adesao e formagao do biofiime de S. mutans (ATCC 25175). Os resultados estéao
expressos em médias + DP de ensaios em triplicata para trés experimentos
independentes (ANOVA/teste de Tukey, a = 0,05). — indica diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle para cada periodo de
avaliagao (**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).

Avaliacio da citotoxicidade do BlueM®
Os efeitos citotoxicos do BlueM® est&o expostos na Figura 4. Pode-se observar

que concentragbes de 50% a 0,78% de BlueM® apresentaram diminuigdo
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estatisticamente significante (p<0,01%) na viabilidade das células ap6s o tempo de
tratamento, quando comparados ao grupo controle. Contudo as concentragdes de
0,39% a 0,04% nao apresentaram diminuigcdo estatisticamente significativa na
viabilidade celular (p>0,01%).
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Figura 4. Viabilidade celular (% do controle) de fibroblastos L929 apds 2h de exposigcéo
com diferentes concentragdes de BlueM®, (50% - 0,04% v/v) e camptotecina 10 yM
utilizado como controle positivo. *, indica reducéo da viabilidade celular estatisticamente
significante comparada ao grupo controle (ANOVA One-way seguido pelo teste de
Tukey, p <0,001).
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4 DISCUSSAO

O uso de métodos complementares de higienizagdo oral, tais como os
enxaguantes bucais, associados aos métodos tradicionais, vem sendo amplamente
estudados a fim de entender os possiveis mecanismos para o controle de bactérias
patogénicas da cavidade bucal. No presente estudo mostrou-se o efeito
antimicrobiano do BlueM® contra S. mutans. Até o momento nédo existem estudos
cientificos demonstrando a efetividade desde produto sobre bactérias cariogénicas,
apenas sobre Porphyromonas gingivalis, bactéria relacionada a doenga periodontal’.
No entanto, o Blue M® atribui seu potencial antimicrobiano principalmente ao oxigénio
ativo presente em sua formulagao e se apresenta como uma alternativa no que se
refere ao combate de microrganismos'®.

A carie dentaria é uma doenga multifatorial, ou seja, seu surgimento depende
de varios fatores tais como presenca de biofilme e dieta e se apresenta como uma
doenca dinamica, que resulta em perda liquida de minerais dos tecidos dentais'®. As
principais bactérias associadas séo o L. acidophilus e S.mutans, que na presencga de
carboidratos fermentaveis, liberam, como produto metabdlico, acido na superficie
dental’”. Neste contexto, o potencial cariogénico do S. mutans estéa relacionado com
trés caracteristicas principais do mesmo: 1. capacidade de sintetizar grande
quantidade de polimeros extracelulares, como o glucano; 2. Capacidade de converter
em acidos organicos uma ampla gama de carboidratos; 3. capacidade de sobreviver
frente a estresse ambiental, principalmente no que se refere a baixo pH2.

Os resultados apresentados no presente estudo, mostram o efeito
antimicrobiano do BlueM® contra S. mutans. Nao existem estudos na literatura sobre
o potencial antimicrobiano do BlueM® contra bactérias cariogénicas tais como S.
mutans em estado planctdnico. Os resultados de Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) e Concentragao Bactericida Minima (CMB), mostram valores de 0.005% e
0.01%. Desta forma, baixas concentragdes de BlueM® foram capazes tanto de inibir o
crescimento bacteriano, quanto apresentar agao bactericida. Como ja descrito, o Blue
M® contém em sua composigdo oxigénio ativo'#'%, logo os mecanismos de agio
dessas particulas podem elucidar os resultados obtidos, pois essas moléculas tem
como mecanismo de agao antimicrobiano a interagdo com grupos tiol de enzimas,

proteinas, DNA e parede celular de bactérias™®.
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No processo de formacdo de biofilme, as superficies dos dentes sao
imediatamente recobertas por mucoproteinas salivares formando a pelicula adquirida,
a qual é um fator imperativo para a adesao bacteriana através de ligagdes idnicas,
inicialmente fracas, mas que se fortalecem através da interacdo entre moléculas
bacterianas'®. Assim, no presente estudo foi utilizada saliva humana ndo estimulada
para formacdo de biofiime, com o objetivo de simular uma condi¢cdo clinica. A
avaliagao de Concentragao Minima para Inibigao de Biofilme (CMIB) foi utilizado como
um teste preliminar para determinar a menor concentragdo capaz de inibir 50% da
formacao do biofilme de S. mutans®°. Apesar do teste de cristal violeta ser considerado
um teste quantitativo que avalia a biomassa do biofilme, esse tem sido comumente
utilizado como um método de avaliagao para determinar a redugao e/ou inibicdo de
um biofilme?'22. Os resultados apresentados sugerem que Blue M® 6,25% ¢é capaz de
reduzir o biofilme de S. mutans e estdo de acordo com os resultados apresentados
em diversos trabalhos'#'% que indicam, por meio de estudos in vivo e in vitro, que o
oxigénio ativo possui agao antibacteriana.

Colonizadores primarios no biofilme sdo predominantemente Gram-positivos
do género Streptococcus, os quais favorecem uma colonizacdo secundaria de
bactérias tornando o biofilme mais complexo e maduro?324. Como observado nos
resultados de Andlise Antimicrobiana do BlueM® sobre Biofilme Pré-formado em
Corpos de Prova (UFC/mL) e imagens de Microscopia Confocal de Varredura a Laser
(CLSM), os resultados mostraram reducéo estatisticamente significante apds o
tratamento com BlueM® sobre biofiime de S. mutans crescido em superficies de
dentina bovino. Neste contexto, podemos sugerir que o efeito antimicrobiano do Blue
M® é devido ao seu principal composto, o oxigénio ativo, essencial cofator para a
formacao de o6xido nitrico e peroxido de hidrogénio, substrato para a geragcao de
espécies reativas ao oxigénio (EROs). As espécies reativas de oxigénio (EROs), s&o
moléculas que contem O2 em sua estrutura e que foram, por meio da adi¢cao de
elétrons, reduzidas adquirindo formato radical altamente reativo?®. Adicionalmente, as
EROs consistem em moléculas apolares que tem a capacidade de se difundirem
rapidamente através de membranas celulares tipicas, por meio da agua?6. Portanto,
possuem alta capacidade antimicrobiana frente bactérias Gram-negativas e Gram-

positivas, bem como atuam na prevencao da formacao de biofilme?>.
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Estudos prévios tém demonstrado efeito antimicrobiano contra S. mutans apds
o tratamento com Clorexidina?’-?°. Supreendentemente, no presente estudo CHX
0.12% nao mostrou reducao estatisticamente significativa quando comparada ao
grupo controle negativo. Tendo em consideragdo que na forma de biofiime, os
microrganismos tornam-se mais resistentes comparados a sua forma planctonica,
devido a trocas metabdlicas inter e intraespécies; assim como o tipo de superficies
onde o biofiime é aderido; pode ser sugerido que, considerando a presenga de
exopolissacarideos no biofilme, estes poderiam dificultar a penetracido de produtos
antimicrobianos tais como a Clorexidina®.

Um dos mecanismos pelo qual o fator de viruléncia influencia no processo de
colonizagao de S. mutans é o fato de o microrganismo expressar alguns genes que
auxiliam no acimulo e crescimento bacteriano na superficie dental®'. S. mutans
sintetiza trés proteinas de ligagado ao glucano sem atividades enzimaticas conhecidas
gbpA, gbpB e gbpC®. As propriedades associadas a viruléncia destes genes
especificos sdo bem estudas. No entanto, o gbpA é o principal representante desse
grupo sendo um gene glucano dependente que atua na adesao bacteriana e coesao
durante a formacgao de biofilme3'. Os glucanos extracelulares promovem aderéncia e
s3o criticos para aumentar a concentracdo de S. mutans no biofilme bacteriano33. No
presente estudo, qPCR foi realizado para investigar o efeito do Blue M® na expressao
do gene relacionado a ades&o de S. mutans. Esta analise mostrou que o tratamento
do biofilme de S. mutans com Blue M® reduz a expressdo de gbpA, o que nos leva a
sugerir que as mudangas na viruléncia resultam ou podem influenciar nas mudancas
da estrutura do biofilme. Neste contexto, Jang et al.3* sugerem que a expressdo do
gene gbpA pode estar correlacionado com a quantidade de microrganismos presentes
no biofilme, diminuindo assim sua expressao conforme reducdo do numero de
microrganismos.

A biocompatibilidade de um produto destinado para o tratamento ou prevengao
de infeccbes orais € um paradmetro chave a se considerar. Desta forma testes de
citotoxicidade do Blue M® foram realizados sobre células tipo fibroblastos. Estas
células foram selecionadas devido ao fato de serem tipos celulares que se encontram
dentro da composi¢cdo da mucosa oral, a qual é a primeira barreira com a qual um
colutério entra em contato. Concentragdes baixas de Blue M® mostraram-se néo

citotoxicas para as células. Justificando-se pelo fato de que o oxigénio ativo em altas
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concentragdes promove morte celular, contudo em concentragdes baixas o0 mesmo é
capaz de regular a colonizagdo microbiana, a resposta imune e a fungéo celular'®25,
O presente estudo trata-se de um estudo inédito. Nao existem estudos
preliminares que relatem a eficacias do Blue M® sobre bactérias cariogénicas.
Portanto testes adicionais in vivo e in vitro sdo necessarios para corroborar e elucidar

0 seu mecanismo de agio, assim como sua eficacia no tratamento da carie.
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5 CONCLUSOES

- Com base nos achados do presente estudo, pode-se demonstrar que o Blue
M® usado como enxaguante bucal possui efeito antimicrobiano contra o S. mutans,
promovendo efeitos bactericidas, bacteriostaticos, antibiofiime e nao citotéxico em
baixas concentracgoes.

- O Blue M® foi capaz de reduzir a expressdo do gene gbpA, interferindo na

capacidade de adesao do S. mutans.
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