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1. Resumo

Sabe-se que o desenvolvimento da carie esta intimamente associado
a microrganismos de origem bacteriana, que se aderem & superficie dos
dentes, formando o biofilme acidificado com conseqiente desmineralizago
dental. Desta forma, a inibigdo do biofime dental seria importante na
prevengao da carie, quer seja impedindo o crescimento dos estreptococos do
grupo mutans na cavidade oral ou evitando a aderéncia destas bactérias as
superficies dos dentes ou ainda inivindo da produgdo de é&cidos pelos
microrganismos. Alguns compostos isolados da propolis tém demonstrado
acdo bioldgica contra bactérias orais em modelo de biofime, porém é
desconhecido 0 seu mecanismo de agéo. Assim, 0 objetivo do presente
projeto foi avaliar in vitro o efeito isolado & em associagio dos compostos:
kaempferol, quercetina, ti-famesol e clorexidina scbre a inibigio do biofilme
de S mutans e sobre a produgdo de acidos na presenca de glicose. O
kaempferol € a quercetina nao inibiram o desenvolvimento do biofime
formado por S mutans. Os BFs tratados com tifamesol, quercetina e
kaempferol respectivamente apresentaram reducdo maxima de pH para 5,8
(£0,2), 4,2 (+0,04) e 4,5 (+0,16), enquanto que no BF controle o pH final foi
de 4,1 (x0,06). Concluimos que 0 kaempferol € a quercetina, testados em
modelo de biofiime, ndc apresentaram efeitos bactericidas, mas que o ft-
famesol inibe a produgao giicolitica de acidos pelo biofilme, podendo ser um

promissor agente anticariogénico.



2. Introdugéo

Sabe-se gue o desenvolvimento da cérie esta intimamente associado
a microrganismos de origem bacteriana, que se aderem a superficie dos
dentes, formando o biofilme dental (FITZGERALD & KEYES, 1960; HAMADA
& SLADE, 1980; GIBBONS, 1984). A constituicio do biofilme inicia-se com a
formacdo da pelicula adquirda, através da interagdo entre proteinas
salivares e glicoproteinas sobre a superficie do dente (HAY & MORENQ,
1993). Posteriormente, ocofre a colonizacdo de bactérias sob a pelicula
adquirida, proporcionando a formacdo e o crescimento do biofilme dental
(GIBBONS & VAN HOUTE, 1975).

Alguns microrganismos, como 0S estreptococos do grupo mutans
possuem caracteristicas aciddrica e acidogénica, tendo aumento em
proporgio na presenca de sacarose. O acumulo de estreptococos na
superficie dental é considerado um dos fatores criticos no desenvolvimento
do biofilme cariogénico, devido a producdo de acidos que proporcionam a
queda do pH do biofime dental. havendo maiores possibilidades de
desmineralizagdo dos tecidos dentais (LOESCHE, 1986).

Além disso, os Strepfococcus mutans tém a capacidade de se
aderirem & pelicula adquirida presente sobre os dentes, através da sintese
de polissacarideos extracelulares produzidos a partir da sacarose (DE
STOPELAAR et al, 1971; GIBBONS & VAN ROUTE, 1873 HAMADA &
SLATE, 1980). A aderéncia é facilitada através de glucanos, principalmente

os insoliveis em Aagua, que Sao sintetizados por enzimas chamadas



glucosilfransferases, (HAMADA & SLADE, 1980; ROLLA et al., 1983;
TANZER et al., 1985 SCHILLING & BOWEN, 1992), produzidas
principaimente pelas bactérias do grupo mutans no biofilme dental
(LOESCHE, 1986; HANADA & KURAMITSU, 1989). Atualmente, a tentativa
de inibir as atividades das glucosiltransferases é uma das estratégias que
visa o controle da formacgéo de um biofilme dental cariogénico (IKENO et al,,
1991; PARK et al., 1998a; KOO et al., 1999). Tem sido também demonstrado
que estes glucanos aumentam a porosidade e mudangas na composi¢éo
inorganica da matriz do biofiime tomando-o ainda mais cariogénico (VAN
HOUTE, 1994; CURY et al., 1997).

Em acréscimo, como relatado até entéo, a formag&o do biofime dental
bacteriano é bastante complexa, sendo que varios modelos de estudo para
reproduzir este biofiime t&m sido propostos. Pesquisas tém demonstrado que
esses modelos estdo mais préximos de reproduzir as condigOes reais da
cavidade oral, pois em comparacéo com o modelo de células plancténicas,
vastamente utilizado (KOO et. al., 1999; Duarte et. al., 2003), as celulas do
biofilme possuem crescimento diferenciado e metabolismo afterado devido a
alta densidade populacional. A maior resisténcia encontrada nos biofimes
aos agentes antimicrobianos é relacionado as barreiras de difuséo, além
disso, as céluias do biofime possuem mais tempo para se adaptarem ao
estresse aplicados por esses agentes (BURNE et al., 1999, SVENSATER,G,,
2001).

Deste modo, a inibicdo do biofime dental seria imporiante na

prevengdo de carie, seja inibindo o crescimento dos estreptococos do grupo



mutans na cavidade bucal, ou inibindo a aderéncia destas bactérias as
superficies dos dentes através da inbicdo da atividade das
glucosiltransferases ou ainda através da inibig8o da producéo de acidos.

Muitos agentes de origem natural vém sendo explorados nas ditimas
décadas (IKENO et al,, 1991; OTAKE et al., 1991; OOSHIMA ET AL., 1993
KOO, H. et al., 2002), devido as suas possiveis agbes farmacologicas. Deste
modo, tem sido descobertos novos compostos naturais com atividade anti-
glucosiltransferase efou antibacteriana. Um dos produtos naturais que vém
se destacando é a propolis, composto resinoso produzido pelas abelhas Apis
mellifera. Foi demonstrado que o extrato etandlico bruto da prépolis (EEP)
apresenta atividade antimicrobiana contra estreptococos do grupo mutans €
inibe a atividade das glucositranferases (IKENO et al., 1991; KOO et al,
1999; DUARTE et al., 2003).

Sabe-se gue a composic&o quimica da prépolis € complexa (TOMAS-
BARBERAN et al, 1993, PARK et al, 1997: BANKOVA et al., 1999
KUJUMGIEYV et al., 1999; KOO et al., 1999; MURATA et al, 2001; DUARTE
et al, 2003) e formada por compostos fendlicos, principaimente 08
flayonoides, que tém sido considerados substancias biclogicamente ativas da
propolis (GHISALBERT!, 1979, BONHEVI et al., 1994; KOO et al., 1999).
Varios desses flavondides ja foram identificados, € dentre estes, o kampferol
e a quercetina tém demonstrado atividade anti-glucosiltransferase e
antimicrobiana em células pianctonicas (KOO et al.; 2000; 2002).

Os mecanismos de agao do kampferol, da quercetina e do tt-femesol

ndo esi@o bem estabelecidos (ELLIOT et.al, 1992 BRAVO, 1998). PACE et
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al. (1995), sugere que a quercetina age competindo com a enzima
glucosiltransferase, embora mais estudos sejam necessarios antes que seja
possivel chegar a alguma concluso.

Por outro lado, esta bem estabelecido que a clorexidina, outro potente
agente antimicrobiano, vem sendo utilizado visando o controle da formacéo
do um biofilme dental. Esta substancia parece ser o mais eficiente agente na
redugéo do biofilme bacteriano supragengival (LOE, H. & SCHIOTT, C. R,
1970).

Entretanto, a clorexidina apresenta efeitos indesejaveis, como a
pigmentagio dos dentes, da lingua, das restauragbes e proteses, disturbios
do paladar, sensagdo de queimagao na lingua e descamagéo da mucosa
oral. Esses efeitos, no entanto, podem ser minimizados com a reducéo da
concentracao de clorexiding, 0 que, por sua vez pode reduzir sua atividade
sobre o biofime (FLOTRA, 1971; ERIKSEN, 1985; LANG, 1988; ADDY &
MORAM. 1995, CURY, 2000). No entanto, nenhum trabaiho relata o efeito
associado dos inibidores da glucosiltransferase com a clorexidina, visando a
reducdo da concentracdo a ser administrada e conseqientemente a

diminuigo dos seus efeitos adversos.

Assim, o objetivo principal do presente projeto foi de avaliar in vitro o
efeito isolado do kaempferol, quercetina e ft-famesole e as associacies
destes compostos enire si e com a clorexidina sobre a inibigdo da formacéo

do biofilme de patégenos e na inibigdo da producac de acidos pelos



microrganismos formadores do biofilme, consequente inibigdo na queda do

pH na presenca de glicose.

2. 1.Justificativas

Caréncia de informacgdes: ha escassez de informagdes na literatura
a respeito da ag&o antimicrobiana de compostos isolados da propolis sobre
patégenos bucais em modelo de biofiime.

Efeito da associagdo: poucos trabalhos observaram o efeito dos
compostos isolados da propolis em comparacao com seus efeitos associados

em modelos de biofilme.,

3. Desenvolvimento

3. 1. Material e Métodos

3.1 .1.Agentes Antimicrobianos

Foram utilizados compostos identificados na propolis como: kaempferol
(Extrasynthese®, Franga), quercetina (Aldrich®, Chem. Co., E.U.A) (KOO et
al., 2000; 2002; PARK ef al., 2000), tt-famesol {(Extrasynthese®, Franga) e a
clorexidina (Sigma®, Chem. Co., E.UA), isoladamente nas concentracdes

de 1,33 mM e 0,665 mM.

Além de agentes preparados isoladamente, foram feitas as seguintes

combinacoes:
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e quercetina + kaempferol; e kaempferol + tt-farnesol;
o quercetina + tt-farnesol; e kaempferol + clorexidina;

o quercetina + clorexidina; o tt-farnesol + clorexidina.

3.1.2. Microrganismo utilizado
Foi utilizada a bactéria Streptococcus mutans UA 159, rotineiramente
mantida em freezer a —70°C, em meio BHI (Difco®), contendo solugdo de

glicerol @ 50% (em V/v).

3.1.3. Inibicdo de Formagao do Biofiime

Os biofilmes de Streptococcus mutans UA 159 foram formados sobre
laminas padronizadas cobertas com meio tryptone-yeast-extract (TSA,
Difco®), acrescidas de 1% de sacarose. Estas |aminas foram introduzidas em
uma caixa de vidro contendo o meio de crescimento com culturas ativas dos
respectivos microrganismos (Fig. 1). A caixa foi incubada a 37°C, em
atmosfera contendo 10% de CO», por 48 h, como descrito por MA et al., 1999

e KOO et. al, 2003.

Figura 1. Caixa e suporte para a formagio de biofilmes.

Caixa para formagio dos Suporte para as laiminas de
biofilmes vidro
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A partir do 2° dia de formagéo do biofilme, estes foram tratados com
as amostras de kaempferol, quercetina e clorexidina isoladamente e em
associacdo, duas vezes ao dia, por 1 minuto e imediatamente recolocados
no meio de crescimento fresco, idéntico ao utilizado anteriormente. Este

procedimento foi repetido no 3°, 4° e 5° dia de formagao dos biofimes.

Figura 2. Tratamento
dos biofilmes

Biofilmes tratados
duas vezes ao dia,
por 1 minuto.

No 5° dia de experimento, as laminas foram raspadas (Fig. 3), 0s
biofilmes dispersos por ultrasom a baixa temperatura, com sonicador
VibraCell (Sonics & Materials Inc.) utilizando 6 pulsos de 10 segundos com
intervalos de 5 segundos e 40 watts de poténcia. Em seguida, foram diluidos
em uma solugdo de salt solution (50mM KCI e 1mM MgCl,, pH7.0) e
cultivados em placas de Tryptic-Soy-Agar (TSA, Difco®) a 37°C, 10% COx,
por 48 horas, os quais foram utiizado para contagem das unidades

formadoras de coldnias — ufc/biofilme, sendo os resultados expressos em
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Log ufc/biofilme. O efeito bactericida é definido como uma diminuigao > 1 log
ufc/biofime da contagem de ufc dos biofimes tratados em relagdo ao

controle negativo.

Figura 3. Raspagem dos biofilmes

Biofilmes raspados com auxilio de
lamina de vidro esterilizada.

3.1.4. Teste de queda de pH em biofilme

Os biofilmes de Streptococcus mutans UA 159 foram formados sobre
laminas padronizadas, introduzidas em uma caixa de vidro com suporte
interno, para que estas laminas fossem posicionadas sem haver contato
fisico entre as mesmas. A esta caixa foi adicionado o meio de crescimento
(Tryptone-Yeast-Extract - Difco - com 1% de sacarose) com culturas ativas
do Streptococcus mutans UA 159. As caixas com as laminas foram
incubadas a 37°C, em atmosfera contendo 10% de CO,, por 48 h, como
descrito por BELLI et al., 1995. Apds este periodo, cada lamina foi transferida
diariamente para um meio de cultura fresco e esta operagéo foi processada
por um periodo de 3 dias, ocasido em que O biofilme se encontrava denso e

maduro (MA et al., 1999).
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Cada |amina de biofilme, apds os 5 dias de formagéao, foi transferida
para tubos contendo uma solucéo de salf solution, adicionada dos compostos
testes. kaempferol, querceting, fi-famesol isoladamente e em associagao,
com suas respectivas concentragdes finais, foi adicionado & mi de glicose em
cada tudo e o pH inicial ajustado para 7,2. Entéo, foram realizadas as
medidas de pH nos tempos de 0, 30 min., 1, 2, 3, 4 e 5 horas da solucio

contendo o biofime e o agente antimicrobiano (BELL! et al, 1993).

3.1.5. Teste de reversibilidade de pH em biofiime

Ao témino desta fase experimental do item 3.1.5 , cada iamina de
biofilme foi lavada com salt solution, para remover os agentes testes e a
lamina foi introduzida em um outro tubo contendo apenas salt solution €
novamente o pH foi ajustado para 7.2. Novas medidas de pH foram
realizadas nos tempos de O hora, 30 minutos, 1, 2, 3, 4 e 5 horas, para
verificar se o agente teste causou efeito irreversivel sobre a produgao de

acidos do microrganismo em biofilme (Belli ef al., 1995).

3.2. Resultados e Discussao

3.2.1 Inibigao de Formagédo do Biofilme
Os resultados de inibigo de formagao dos biofiimes formados por S.
mutans UA 159 est&o expressos no Grafico 1. Os resultados de inibicéo de

formacao foram expressos em log ufcibiofiime.
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L.og ufc/biofilme

Grafico 1. Resultados da inibicao de formacgao de biofilme de S. mutans UA 159,

tratados com kaempferol, quercetina e associagoes.
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Valores seguidos da mesma letra nao sio significativamente diferentes dos outros (P<

0,05, teste F , Anova, comparagdo em pares usando o teste Tukey-Kramer teste, n=9)

Os resultados da inibigao de formagao do biofiime com kaempferol e
as associagdes entre: kaempferol + quercetina nas concentragdes de 0,665
mM e a 1,33 mM, kaempferol + tt-famesol e quercetina + tt-famesol a 0,665
mM  (Grafico 1) nao apresentaram efeito inibitorio estatisticamente
significativo na formagao do biofiime de S. mutans, quando comparados ao
controle negativo. Estes resultados estdo de acordo com o estudo realizado
por KOO et al, 2002, na qual foi demonstrado que O kaempferol nao
apresentou efeito antimicrobiano nos testes de CIM e CBM, mas apresentou
efeito inibitorio sobre GTFs B, C e D.

A quercetina, o tt-famesol a 133 mM e as associagoes entre

kaempferol + tt-famesol, quercetina + tt-faresol a 1,33 mM (Grafico 1)



apresentaram efeito inibitério sobre a formacéo de biofiime diferenciando
estatisticamete do controle negativo. Estes resultados podem ser atribuidos a
acho destes compostos da propolis sobre a diminuigdo de aderéncia
bacteriana ao biofilme ou devido & sua agéo antimicrobiana A diminuicao da
aderéncia pode estar associada & diminuicdo da atividade das
glicositransferase (KOO et al, 2002). Os resultados também estao em
concordancia com estudo recente, que demonstrou atividade antimicrobiana
da quercetina sobre Micrococcus lufeus € Shigella sonei (MARTIN! et al.,
2004) e com a atividade antimicrobiana apresentada pelo ttfamesol e
quercetina sobre células planctonicas de S. mutans (KOO et al, 2000, 2002},
sendo reafirmada no presente estudo.

Foi comprovado que as associagbes dos compostos isolados da
propolis com a clorexidina, nas concentragdes de 0,666 mM e a 0,445 mi
(Gréfico 1) apresentaram inibigao de formagdo sobre o modelo de bicfime,
nao diferindo estatisticamente do controle positivo. Sendo provavel gque, este
gfeito seja obtido através da clorexidina, que proporciona um amplo espectro
de agdo, atuando sobre Gram positivo e Gram negativo, agindo como um
bacteriostatico, devido & maior permeabilidade celular e pela sua acéo

pactericida, promovendo a precipitacéo do citoplasma (LINDHE, 1999).

3.2.2. Teste de queda de pH em biofilme
A associagao entre tt-farnesol + quercetina na concentracao de 0,665
mM, conforme observado no gréafico 2, apresentou um eficiente poder

inibitério na queda de pH em biofilme. Este dado sugere a existéncia de um
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ofeito aditivo entre estes dois compostos, pois quando associados
apresentaram melhor poder inibitério da queda de pH, do que guando

testados isoladamente.

Grafico 2. Resuitados do teste de queda de pH em biofiime de S. mutans UA 159,

tratados com kaempferol, quercetina, tt-farnesol e associagoes.

Teste de queda de pH

[ _e—Controle (Salt Solution) |
i —=—Clorexidina 1,33 |
' Clorexidina 0,665 i
i »—Quercetina 1,33 |

—s—Quercetina 0,665 |

‘ —e—Kaempeferol 1,33
| —+—tt-farnessol 1,33 |

| ——tt-farnessol 0,665 |
‘ —_Quer + Chx (0,665 cada) !
} it + Chx(0,665 cada) |
| Toaquers (0885 cada)

Tempos (H)

O tt-famesol, além de um potente agente antimicrobiano (KOO et al.,
2002), na concentragéo de 1,33 mM, apresentou também um eficiente poder
inibitrio na queda de pH (Grafico 2), podendo ser atribuido este resultado a
inibicdo da produgao glicolitica de acidos e/ou a extrusdo de prétons para
fora de célula. Estas atividades devem estar relacionadas a sua agao sobre a
membrana celular bacteriana, demonstrada por RAMAGE et al, 2002.

O tt-famesol na concentragéo de 0,665 mM, a quercetinaa 1,33 mM e
a 0665 mM e as respectivas associagoes destes compostos com a

clorexidina (Grafico 2), nao foram eficazes na inibicdo de queda de pH,
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apresentando valores de pH abaixo de 55. Estes resultados podem estar
associados a baixa atividade antimicrobiana do tt-famesol, a concentragao
de 0,665 mM, sobre modelo de biofilme. Além do mais, a clorexidina nao
inibe a queda de pH na concentragdo de 1,33 mM, havendo relatos em
estudos prévios em humanos, que afirmam a existéncia de uma adaptacao
de microrganismos quando os mesmos estdo em contato com a clorexidina
em baixas concentragbes (MCDERMID, ef al., 1987).

Considerando que o pH critico bucal & de 5,5 e que esta promove a
desmineralizacdo dental, pode-se afimar que o tifamesol e suas
associagcbes com a quercetina sdo promissores agentes na inibigao da queda
de pH, produzidos por microrganismos do grupo mutans, ja que estas
substancias mantiveram o mesmo acima do critico (FEJERSKOV, O,

THYLSTRUP, A.,2001),

3.2.3. Teste de reversibilidade de pH em biofilme

No teste de reversibilidade da queda de pH foi observado (Grafico 3),
nas associagdes entre tt-fameso! + quercetina (0,665 mM cada) e tt-famesol
+ clorexidina (0,665 mM cada), uma discreta queda de pH durante a primeira
hora, logo apds, o pH manteve-se pouco &cido e constante. Este fato pode
ser devido ao efeito bactericida do tt-famesol sobre os microrganismos (KOO
ef al, 2002, MURATA, 2004) efou ainda ao efefto sobre a inibigéo
permanente da extrusdo de prétons. Sendo observado que o ttfamesol
possui efeitos maiores quando associado a outros compostos, como

quercetina e clorexidina. Este fato pode ser atribuido a uma possivel agéo
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aditiva proporcionada pela associagao entre 0s mesmos. Sendo, entao, ao tt-
famesol e suas associagbes com quercetina e clorexidina, compostos

promissores no controle de queda de pH .

Grafico 3. Resultados do teste de reversibilidade de queda de pH em biofilme

de S. mutans UA 159, tratados com kaempferol, quercetina, tt-farnesol e associagbes.

Teste de reversibilidade de pH

" | —e—Controle Salt Sol
—=—Clorexdina 1,33

Clorexidina 0,665
~—Quercetina 1,33

—%—Quercetina 0,665

—s—Kaempeferol 1,33
—+—tt-farnessol 1,33

Tt + Chx (0,665 cada)

—Tt-famessol 0,665 MM |
-~ Quer + Chx (0,665 cada)|

| Tt+querc (0,665 cada) |

As associacdes entre quercetina e clorexidina a 0,665 mM cada,
quercetina a 0,665 mM e o tt-famesol a 1,33 mM (Gréfico 3) apresentaram
também pequena queda de pH, obtendo-se um valor de pH, ao final do
tempo de 5 horas, acima do valor apresentado pelo controle negativo.
Havendo assim, discreta interferéncia destes compostos e suas associagoes
sobre a reversibilidade de producéo de acidos pelos microrganismos em

modelo de biofilme.
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A quercetina a 1,33 mM , © kaempferol a 1,33 mM & 0 tt-famesol a
0,665 mM (Grafico 3) foram, nesta ordem, 0S grupos Qque menos
apresentaram poder inibitario na queda de pH ao verificar reversibifidade.

N30 havendo, portanto, mecanismo de acao eficaz destes compostos.

Bim e
L=

(]

-2 =TS ol
o LAy arkd

microrganismos.

4. Conclusao

o kaempferol isoladamente ou €m associagdo ndo apresentou gfeito
bactericida sobre biofilme de microrganismos do grupo mutans.

e A querceting, 0 t-famesol a 1,33mM e as associagdes entre kaempferol +
tt-famesol, quercetina + tfamesol a 0,665 mM apresentaram um
pequeno efeito inibitorio sobre a formagao de biofime.

s O ttfamesol apresentou um eficiente poder inibitdrio na gueda de pH,
provavelmente agindo sobre a producéo glicolitica de &cidos efou &
extrusio de protons das células, quando comparado 20S demais
compostos testados.

« O tt-famesol pode ainda, possuir efeitos malores guando associado a
outros compostces, COMO quercetina € clorexidina. Este fato pode ser
airbuido a uma possivel acao aditiva proporcionada pela aggociacan

entre 0s Mesmaos.
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