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RESUMO

Streptococcus mutans € o principal agente etiolégico da cérie dentdria,
especialmente devido a sua habilidade de adesdo a superficie dentdria. Esta bactéria
produz glicosiltransferases, que sintetizam polimeros de glicano soldveis e insoluveis a
partir da sacarose, que aumentam a colonizac@o de bactérias cariogénicas e promovem a
formacdo de biofilme dental na superficie dos dentes. A clorexidina é o antimicrobiano
tépico mais utilizado na Odontologia, sendo considerado padrdo nas diversas
especialidades odontoldgicas, porém existem poucos estudos com esta droga em nivel
molecular. O objetivo do presente estudo foi investigar a atividade do gluconato de
clorexidina em Streptococcus mutans UA159, plantonicos e organizados em biofilme,
em diferentes concentragdes e periodos de crescimento. A Concentragdo Inibitéria
Minima (MIC) e a Concentragdo Bactericida Minima (MBC) da clorexidina nas células
plantdnicas e MBC em biofilmes, foram determinadas pelo método da microdilui¢do. O
RNA total das S. mutans plantonicos e organizados em biofilme, expostos ou nio
(controles) a clorexidina foram extraidos, purificados e reversamente transcritos a Cdna.
O PCR quantitativo em tempo real foi utilizado para quantificar os niveis relativos de
transcricao dos genes 16S rRNA, gtfB, gtfC e gtfD de S. mutans na presenca ou auséncia
de clorexidina. A atividade da clorexidina na estrutura do biofilme inicial de 2 e 4h, e as
alteracdes morfoldgicas nas células plantdnicas, sobre concentragdes variadas, foi
examinada por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). A MIC e a MBC para
células plantonicas foram 2,2 mg/L e 18 mg/L, respectivamente, ¢ a MBC para os
biofilmes foi de 800 mg/. A exposicao a clorexidina, nas concentracdes de 4,5 mg/L e 9
mg/L, reduziu a contagem das células plantonicas por 6 e 20 vezes, respectivamente,
enquanto a contagem das células do biofilme foram reduzidas (2,5 vezes ou mais) em
concentracdes acima de 500 mg/L. Nas células plantdnicas, a exposi¢do a 4.5 mg/L de
CHX, aumentou a expressdo das gffC e gifD por 11 e 4 vezes (p<0.01),
respectivamente. Em biofilme, a expressao das gtfB, gtfC e gtfD foram reduzidas (<1,6
X, p<0.01) em -concentracbes acima de 500 mg/L. As superficies celulares
aparentemente nao mostraram modificacdo quando as células plantonicas foram
expostas as concentracdes de 4,5 mg/L por 2 ou 4h, mas depois de 6h, vérias células
murchas de S. mutans com material intracelular extravasado, foram observadas. Um
decréscimo no comprimento das cadeias das células e também da matriz foram
encontradas quando os biofilmes iniciais foram expostos a 1,1 mg/L e 4,5 mg/L de
clorexidina, enquanto as concentragdes de 1200 mg/L e 2000 mg/L causaram extensa
precipitacao de material desconhecido nas laminulas. Assim, concluiu-se que os efeitos
da clorexidina contra S. mutans dependem do tipo de organizacdo celular, periodo de
crescimento e concentracdo utilizada da droga. A clorexidina pode afetar a parece
celular e interferir com mecanismos de formagdo do biofilme e, em concentracdes
subletais, reduz a expressdo de algumas gtfs, o que pode exercer um efeito
anticariogénico.

Palavras-chave: Digluconato de clorexidina, meio ambiente plantdonico, biofilme
dental, PCR em tempo real, Microscopia Eletronica de Varredura.



ABSTRACT

Streptococcus mutans is the main etiologic agent of dental caries, especially due
to its ability to adhesion to the tooth surface. This bacterium produces
glycosyltransferases that synthesize polymers of soluble and insoluble glucan from
sucrose, which increases the colonization of cariogenic bacteria and promote the
formation of biofilm on the surface of the teeth. Chlorhexidine is the most frequent
topical antibiotic used in dentistry and is considered standard in the various dental
specialties, but there are few studies on this drug at the molecular level. The aim of the
present study was to investigate the antibacterial activity of chlorhexidine gluconate
against in vitro planktonic and biofilm Streptococcus mutans cells in a dose- and time-
dependent manner. The minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) of chlorhexidine in planktonic cells and MBC in
biofilms were determined by microdilution method. Total S. mutans RNA from either
planktonic cells or biofilms exposed or non-exposed (controls) to chlorhexidine were
extracted, purified and reversely transcribed to cDNA. Real-time reverse transcription-
PCR was used to quantify the relative levels of 16S rRNA, gtfB, gtfC and gtfD
transcription of S. mutans in the presence of CHX. The activity of CHX in the initial
biofilm structure for 2 and 4 h and morphological alterations in planktonic cells, under a
range of CHX concentrations, was examined by Scanning Electron Microscopy (SEM).
CLX MIC and MBC for planktonic cells were 2.2 mg/L and 18 mg/L, respectively,
while MBC for biofilm was 800 mg/L. Planktonic cells exposed to CLX 4.5 mg/L and 9
mg/L. were reduced almost by 6- and 20-fold, whereas biofilm counts were reduced
(2.5-fold or more) in concentrations above 500 mg/L. In planktonic cells, exposition to
CHX 4.5 mg/L increased gtfC and gtfD expression by 11-fold and 4-fold (p<0.01),
respectively. In biofilm, expression of g#fB, gtfC and gtfD were reduced (<1.6-fold
p<0.01) at concentrations above 500mg/L. Cell surfaces did not show any change when
planktonic cells were exposed to CHX at 4.5 mg/L for 2 or 4h, but after 6 h, several
wilted S. mutans cells with lost intracellular material could be observed. A decrease in
the cells’ chain length and matrix was found when the initial biofilm was exposed from
1.1 mg/L to 4.5 mg/L of CHX, while 1200 mg/L and 2000 mg/L. caused extensive
precipitation of unknown material on the slide. Thus, we conclude that the CHX effects
against bacteria depend on the kind of growth organization and the concentration/time
of exposure to the drug. CHX may affect cell walls and intervene with mechanisms of
the biofilm formation, and at sub-lethal concentrations, affect the expression of gifs,
which may exert an anticariogenic effect.

Key words: chlorhexidine gluconate, planktonic environment, biofilm; real-time PCR;
scanning electron microscopy.
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1 INTRODUCAO

A cérie dentdria € considerada uma doenca transmissivel e infecciosa, onde os
micro-organismos possuem um importante papel na sua etiologia, sendo o
Streptococcus mutans o micro-organismo mais associado a doenga, principalmente
como resultado de sua abilidade para aderir as superficies dos dentes e a sua
acidogenicidade (LOESCHE, 1986). Os S. mutans produzem trés glicosiltransferases
(GTFs), GTFB, GTFC e GTFD, as quais sintetizam polimeros de glucano a partir da
sacarose (KURAMITSU, 1993; MONCHOIS et al., 1999), que aumentam a colonizagao
de bactérias cariogénicas e promovem a formacdo de biofilme dental na superficie dos

dentes (HAMADA e SLADE, 1980).

Alguns agentes antimicrobianos sdo utilizados como auxiliares no controle da
formacdo do biofilme dental, com o objetivo de manté-lo em nivel de menor patogenia,
por meio da redugdo do biofilme existente, o que por si s6 ja previne a formacdo de um
novo biofilme, ou por inibicdo seletiva de bactérias associadas a doenca cdrie, bem

como a reducdo da expressdo de determinantes de viruléncia (MARSH, 1992).

Dentre estas substincias, a clorexidina (CHX), uma bisbiguanida catiOnica
sintética, € o agente topico mais eficaz na reducdo do biofilme dental (CUNHA, 2000;
CORREIA, 1998; REED et al., 1977). Esta substancia se liga a superficies carregadas
negativamente, possuindo um amplo espectro de atividade antimicrobiana (SALEM et
al., 1987). Porém, sua aplicacdo clinica € limitada porque possui um sabor amargo e
pode causar pigmentacdo nos dentes quando utilizada frequentemente (WEI et al.,

2006).

Em concentracdes elevadas, esta substiancia € bactericida e causa dano a
membrana bacteriana, j4 em concentracdes sub-letais, esta droga pode interferir com o
metabolismo das bactérias orais por inibi¢do do transporte de acticar e produgdo 4cida,
e, especialmente, em estreptococos cariogé€nicos, por inibicdo de vdrias funcdes da
membrana, incluindo a inibicdo de enzimas responsaveis pela manutengdo de um pH

intracellular apropriado a sua manutencdo, e por inibicdo da protease (gingipain) no
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patégeno periodontal, Porphyromonas gingivalis (SCHEIE et al., 1989; MARSH,
2010).

Apesar da CHX ser considerada padrdo entre os antimicrobianos topicos
utilizados na odontologia, uma melhor compreensao de todas as implicagcdes para o seu
uso clinico e mecanismo de acdo no S. mutans se faz necessdria para otimizar o
tratamento clinico. Assim, estudos probidticos e de biologia molecular podem elucidar
os mecanismos e modificagdes que podem ocorrer na microbiota da cavidade oral apds

o uso deste produto (ANDERSSON e SHI, 2006).

Vale salientar que, embora alguns estudos in vitro e in vivo ja tenham provado
que a CHX é um produto com eficiente agdo no controle do biofilme dental (GJERMO
e ERIKSEN, 1974; REED et al., 1977, BAEHNI e TAKEUCHI, 2003; GUNSOLLEY,
2006), poucos estudos tém focado nas modificacdes moleculares e estruturais que
podem ocorrer em células isoladas e/ou matriz do biofilme, quando expostas a

diferentes concentragdes de CHX.

2  REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARIE DENTARIA: ASPECTOS GERAIS

z

A cérie dentdria € uma doenga complexa causada por uma desarmonia no
equilibrio fisiolégico entre os minerais do dente e o fluido do biofilme (FEJERSKOV e
NYVAD, 2003). Marsh (1999) descreveu a carie como uma conseqiiéncia da intera¢ao

entre a microbiota oral, a dieta, a denti¢do e o meio ambiente oral.

Em um conceito mais amplo, a cdrie pode ser considerada uma doenca
infecciosa (VAN HOUTE, 1994) e transmissivel (KEYES, 1960), uma vez que os
micro-organismos sdo importantes na sua etiologia, e podem ser transmitidos de uma
pessoa a outra. Porém, s6 a presenca destes nao determina o aparecimento da doenga,

que precisa de outros fatores: o hospedeiro, que pode ser susceptivel ou ndo; e uma dieta
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cariogénica, composta principalmente por carboidratos (KEYES, 1962). Em 1988, foi
adicionado mais um fator etiologico a essa triade: o tempo (NEWBRUM, 1988).

De acordo com Fejerskov (2004), a cérie ndo é uma doenca infecciosa cléssica,
uma vez que resulta de uma modifica¢io ecoldgica no biofilme da superficie do dente,
levando a um desequilibrio mineral entre o dente e o fluido da placa e, portanto, a perda
do mineral da superficie dental. Assim, a cdrie pertence a um “complexo” ou doenca
“multifatorial”, que como o céncer, doencas cardiovasculares e o diabetes, sua etiologia
depende da interacdo de varios fatores de risco genéticos, ambientais e

comportamentais.

Diversos fatores podem causar a cdrie dentéria (Figura 1). No entanto, nenhum
fator causal sozinho foi identificado como o unico responsavel pela doenca (BAELUM
e FEJERSKOV, 2005). A presenca de um biofilme cariogé€nico € considerado fator
etiologico primordial da carie dentdria, mas sO a presenca deste ndo necessariamente

resulta no desenvolvimento de uma lesdo cariosa (MALTZ, 2000).

“Classe Social”

Educagéo

Deposito
Microbiano

o1,

Fluoreto
Dieta

Capacidade tampao

Composicao
Freqliéncia Tempo Aguicar
- Taxa de eliminagao
Espécies

Microbianas

Deposito
Microbiano

Conhecimento

Saliva
(Composigao)

Atitudes

Modificado por FEJERSKOV e MANIJI, 1990.

Figura 1: Ilustracdo esquematica da relacio entre os fatores etiolégicos (circulos azuis),
determinantes (circulo rosa) e relacionados (circulo amarelo) com a iniciacdo e desenvolvimento da
carie dentaria. Os fatores determinantes interagem diretamente com a superficie dentaria. Os
fatores relacionados ndo estio em contato com o dente, porém influenciam o processo de
aparecimento das lesdes cariosas.
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O esmalte e a dentina sdo formados basicamente por mineral (apatita),
proteina, lipideo e d4gua. No esmalte, 85% de seu volume corresponde a apatita, 20% por
agua e 3% por proteinas (enamelina) e lipideos. O equilibrio mineral é definido como a
capacidade dos minerais (apatita) de manterem sua estrutura inalterada em funcio do
ambiente que os circunda. No esmalte, os minerais em equilibrio sio mantidos ao redor
ou dentro dos tubulos dentindrios estabilizados pela matriz organica (coldgeno)

(BUZALATF et al., 2008).

A estrutura do esmalte, por ser microporosa, permite a liberagao
(desmineralizagdo) ou aquisicdo (remineralizacdo) de fons do ambiente bucal, a
depender do pH deste (MALTZ e CARVALHO, 2003). A reducdo do pH provoca a
dissolu¢do do esmalte, com conseqiiente transporte de cdlcio e fosfato para o meio

ambiente bucal (MALTZ, 2000).

Assim, caso o meio (biofilme ou saliva) se apresente subsaturado em relagao
ao célcio e fosfato, a tendéncia é que ocorra perda de mineral do dente para o meio
(Des), na tentativa de devolver o equilibrio. O oposto também € verdadeiro, quando o
meio estd supersaturado, a reagdo € no sentido inverso (Re). No entanto, essas situagdes
(Des e Re) dificilmente ocorrem na boca em condi¢des fisiologicas (pH neutro), uma
vez que tanto a saliva quanto o biofilme s@o supersaturados em relagao a hidroxiapatita
(HAP) e apresentam inibidores da precipitacdo de minerais, mantendo o equilibrio e
garantindo o equilibrio quimico entre o esmalte e a fase aquosa que o circunda. Assim,
dois conceitos bdsicos necessitam serem definidos: produto de atividade i6nica com
respeito a hidroxiapatita (PAlgap) e produto de solubilidade da hidroxiapatita (KSPyap)
(BUZALAF et al., 2008).

Segundo Buzalaf et al. (2008), o grau de saturacdao de um solu¢do em relacdo a
HAP depende do principio do produto de solubilidade. Essa teoria é derivada da Lei de
Acdo das Massas, que afirma que a velocidade de uma reagdo € proporcional ao produto
das massas das substdncias reagentes, cada uma elevada a poténcia do nimero de
moléculas que participam. Assim, quando uma unidade de massa de hidroxiapatita se
dissolve, 5 ifons calcio, 3 ions fosfato trivalentes e um ion hidroxila sdo liberados em

solucdo (Equagao 1).

Equacio 1: Cas(PO4); OH «—5Ca** +3PO,> +OH
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O PAIyap é determinado multiplicando-se a concentragdao do fon cdlcio (ou
melhor, sua atividade quimica) elevada a 5* poténcia pela concentragdo de fosfato

trivalente elevada a 3* poténcia pela concentragdo de hidroxila em mol/L (Equagao 2):

Equacdo 2: PALyap = (Ca*)’x (PO4)’ x OH

z

Em solucdes muito diluidas, a atividade de um {fon € similar a sua
concentracdo, mas a medida que a concentra¢do de sais soldveis aumenta, a atividade
torna-se significativamente menor que a concentracio, devido as agdes iOnicas. Assim,
para o cdlculo do PAlysp consideram-se apenas as concentracdes dos ions Ca+2, PO4'3 e

OH’ livres ativos na fase liquida que circunda o esmalte.

Quando uma solucdo contendo HAP estd saturada e o mineral estd em
equilibrio com os fons em solucdo, o PAlyap € igual ao KSPyap (uma constante que

possui valor de 7,41 x 10°° mol’/L° a 37°C). Entdo, no equilibrio (Equacio 3):
Equacio 3: SPyap= (Ca®*)’ x (PO4)’x OH = 7,41 x 10 mol/L’

O processo de dissolu¢dao do fosfato de cdlcio do esmalte continua enquanto
houver disponibilidade de carboidratos fermentdveis que serdo metabolizados pelos
micro-organismos (FEATHERSTONE, 1999). A lesdo inicial de cérie apresenta, no
esmalte, um aspecto poroso e esbranquicado devido a perda mineral, e denomina-se
mancha branca (ZERO, 1999). As manchas rugosas e opacas indicam lesdes ativas, as

manchas lisas e brilhantes indicam lesdes inativas (MALTZ e CARVALHO, 2003).

Além da producdo 4cida nas regides mais profundas do biofilme através do
metabolismo dos carboidratos pelos micro-organismos nele presentes (MARSH, 1994),
outro mecanismo também importante no desenvolvimento de lesdes cariosas € o
aumento na concentragdo de polissacarideos extracelulares que facilita a adesdo dos
micro-organismos com conseqiiente acimulo de biofilme (SCHEIE et al., 1989). Esta
correlagdo entre o conteido de glicanos insoliveis em dgua e a capacidade de adesao

dos micro-organismos na superficie dentdria foi observada por Mattos-Graner et al.

(2000).

Dentre os carboidratos oriundos da dieta, a sacarose € considerada o mais
cariogénico, por ser o principal substrato utilizado na formacdo de dextranos

microbianos extracelulares importantes para a formacdo do biofilme dental; por seu



23

elevado grau de difusdo e de solubilidade; e por ter uma alta energia livre de hidrélise
(BRAMSTEDT, 1975). Dai a preferéncia dos Streptococcus mutans por este
dissacarideo composto de glicose e frutose. A sacarose ¢ também o carboidrato mais
comum, o actcar de mesa e, portanto, o mais consumido pela populag¢do. Porém, outros
carboidratos de alto peso molecular, como o amido, sdo utilizados, especialmente em
habitats protegidos e menos expostos, como, por exemplo, nas regides proximais dos
dentes. Os carboidratos quando consumidos em grandes quantidades, por meio da dieta,
nio sdo fermentados de modo direto, mas armazenados na forma de polissacarideos

intra e extracelulares (MALTZ, 2000).

2.2 RISCO DE CARIE

Risco de carie pode ser definido como o risco que uma pessoa possui de
desenvolver lesdes cariosas em uma determinada época (KRASSE, 1988; HAUSEN,
2005). Para saber se determinada doenga possui um risco maior ou menor de ocorrer, €

necessdria a avaliacdo de fatores de risco e de indicadores de risco.

Os fatores de risco para o desenvolvimento da cdrie dentdria sdo aqueles
diretamente envolvidos nos eventos bioquimicos, como uma grande quantidade de
biofilme presente no elemento dentério, dieta rica em carboidratos, baixa capacidade de
tamponamento, reducdo do fluxo salivar e a presenca de fluoretos, auxiliando na
remineraliza¢do. Os indicadores de risco s@ao os que agem de forma indireta, como

fatores socioecondmicos, relacionados a saude geral, epidemiolégicos e clinicos

(GROISMAN e MEDEIROS, 2003).

A experiéncia passada de cdrie dentdria é o mais confidvel fator preditivo do
incremento futuro de carie (RAITIO et al., 1996), pois traduz o efeito acumulado de
todos os fatores de risco, conhecidos ou ndo, aos quais os individuos foram expostos,
sendo, desta forma, o preditor mais comumente utilizado para avaliar o risco de cdrie

(HAUSEN, 2005).

O Indice CPOD (Dentes Cariados, Perdidos e Obturados) é o mais utilizado no

mundo para o diagndstico das condicdes dentais. Para a denticdo decidua (temporaria),



24

o indice € identificado com minusculas (ceo-d), e é correspondente ao CPO-D, com
excecdo dos Perdidos (P), que no ceo-d, sdo extracdes indicadas (e), devido a
dificuldade de se identificar os elementos perdidos por carie ou esfoliacdo dentéria

(PINTO, 2000).

O Indice de Higiene Oral Simplificado (IHOS) (GREENE E VERMILLION,
1964), mede a existéncia de placa e tartaro na superficie vestibular do incisivo central
superior direito, do incisivo central inferior esquerdo, dos primeiros molares superiores
(dentes 11, 31, 16 e 26) e na superficie lingual dos dois primeiros molares inferiores
(dentes 36 e 46). Os dados sdo anotados em ficha clinica de acordo com o seguinte

escore: 0 a 1, higiene oral boa; 1 a 2, regular e 2 a 3, deficiente.

O Indice de Sangramento Gengival (ISG) (AINAMO e BAY, 1975) € realizado
pela sondagem suave do sulco gengival com sonda periodontal apenas em unidades
dentdrias permanentes nas quatro superficies (mesial, distal, vestibular e lingual). Os
dentes em erupcao sdo excluidos da andlise. As faces sangrantes sdo anotadas na ficha
clinica, sendo obtido o percentual de superficies sangrantes, o ISG (%). O ISG acima de

5% ¢ considerado alto.

Existem outros métodos de avaliacio de risco de cdrie, como exames
microbiolégicos e salivares, e um programa computadorizado desenvolvido para a
plataforma windows® denominado Cariograma® (BRATTHAL, 1996). Este programa
baseia-se na triade de Keyes (KEYES, 1962) relacionando graficamente os fatores
relacionados a cérie, levando em consideracdo os fatores individuais de risco ou de

resisténcia (MAGALHAES et al., 2008).

Os exames microbiologicos podem predizer a susceptibilidade de individuos a
carie por meio da correlacio entre o nimero de estreptococos bucais e a incidéncia da
doenca (BRATTHALL, 1980; ZICKERT et al., 1982). Uma contagem de estreptococos
bucais (CEB) superior a 10° UFC/mL na saliva tem sido associada com um alto risco de
carie (BRATTHALL e CARLSSON, 1989). Este nimero indica que a maioria das
superficies estd colonizada por estes micro-organismos. Um valor abaixo de 10*
UFC/mL destes micro-organismos na saliva € considerado baixo. Com relacdo aos

lactobacilos, um valor acima de 10* UFC/mL € considerado alto (KRASSE, 1988).
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Testes bacteriologicos que determinam a presenca de estreptococos bucais e
lactobacilos no biofilme sdo excelentes testes de diagndstico de risco de cérie. Porém,
como essa quantificagdo no biofilme € trabalhosa e ha uma relagdo clara entre o nimero
destes micro-organismos na saliva e o ndmero de sitios colonizados, este ultimo
geralmente é o método de escolha (BRATTHALL e ERICSSON, 1994; MALTZ e
CARVALHO, 2003). No entanto, alguns estudos tém sido realizados utilizando
amostras de biofilme dental (SANCHEZ-PEREZ e ACOSTA-GIO, 2001). Segundo
estes estudos, a correlagdo entre a concentracao de estreptococos bucais e a incidéncia
de cérie apresentou uma melhor acurdcia nas amostras de biofilme que nas de saliva.
Outros autores observaram que a selecio da amostra, biofilme ou saliva, afeta a
contagem de estreptococos do grupo mutans (KOHLER et al., 1981; BEIGHTON,
1986; BOWDEN, 1997).

Em relacdo a saliva e sua utilizagdo na clinica para a identificacdo do risco de
carie do paciente, dois fatores salivares sao utilizados: o fluxo salivar e a capacidade
tampao da saliva (MALTZ e CARVALHO, 2003). Estes fatores sdo geralmente
elevados em criangas e variam de acordo com a idade e o tamanho da glandula salivar.
Os individuos que apresentam secre¢do salivar extremamente baixa (xerostomia) tém
atividade cariogénica elevada (RAVALD e BIRKHED, 1991). No entanto, alguns
estudos demonstraram que essa relacdo € fraca ou estatisticamente inexistente

(SUNDIN et al., 1992).

2.3 BIOFILME DENTAL

Segundo Marsh (2004), a placa bacteriana dental, pode ser definida como uma
comunidade diversa de micro-organismos encontrados na superficie dos dentes como
um biofilme, embebidos em uma matriz de polimeros de origem microbiana e do

hospedeiro.

A capacidade de reorganizagao da placa bacteriana dental em um curto espago
de tempo e o fato de existir em sua estrutura um equilibrio dinamico que rege sua
formacdo, desenvolvimento e adaptacdo ao meio ambiente, permitem a este sistema

funcionar como um biofilme, dai a denominagdo de biofilme dental (CUNHA, 2000).
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As fases de desenvolvimento do biofilme dental sdo as seguintes: adsorcao de
glicoproteinas bacterianas e do hospedeiro na superficie dentdria; transporte passivo de
bactérias orais na superficie dentdria; co-adesao dos colonizadores tardios aos
colonizadores ja aderidos inicialmente; multiplicagdo dos micro-organismos aderidos na
superficie dentdria; e separagdo ativa dos micro-organismos da superficie dentdria

(MARSH, 2004).

Dentre as propriedades principais dos biofilmes, destacam-se a presenca de
canais e lacunas; a producdo de polimeros extracelulares para formar uma matrix
funcional; a resisténcia aumentada a CHX e outros antimicrobianos; a produgdo de [3-
Lactamase por células vizinhas para proteger organismos sensiveis; a sintese de
proteinas novas; a regulacdo da expressdo génica da gt#fBC; a produg¢do de moléculas
sinalizadoras célula-célula; gradientes de pH e O,; a co-adesdo; anaerébios obrigatdrios
em um ambiente predominantemente aerdbico; e o catabolismo completo de moléculas

complexas do hospedeiro (mucinas) por consércio (MARSH, 2004).

As caracteristicas de micro-organismos organizados em biofilmes e crescidos
sobre uma superficie sdo diferentes dos fenétipos expressos pelos mesmos organismos
em uma cultura liquida convencional (FEJERSKOV e KIDD, 2005). Além disso,
devido a organizagdo estrutural e funcional que apresentam, os biofilmes podem ser

1000 vezes mais resistentes a agentes antimicrobianos (MARSH e MARTIN, 2005).

N

Em relagdo a carie dentdria, o perfil dos micro-organismos presentes no
biofilme dental € decisivo para o estabelecimento de uma microbiota virulenta ou nao
no sentido do desenvolvimento de lesdes cariosas; sendo, portanto, mais virulento um
biofilme composto de maior nimero de bactérias que sobrevivem em meio acido
(aciduricas) e que produzem &cido (acidogénicas), uma vez que o acido (principalmente
o dcido lactico), produzido por estes, provocard a perda de minerais da superficie do

esmalte, dando inicio a lesdo cariosa (BEZERRA e TOLEDO, 2003).
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2.4 ESTREPTOCOCOS BUCAIS E SUA RELACAO COM A CARIE DENTARIA

Os estreptococos fazem parte da microbiota oral residente (MARSH e MARTIN,
2005) e sdo comumente encontrados na cavidade oral e no trato respiratério superior
(HAMADA e SLADE, 1980). Dentre estes estreptococos, os isolados com mais
freqiiéncia na mucosa oral sdo os Streptococcus sanguis e os Streptococcus mitis. Os

menos comuns sao os Streptococcus salivarius e Streptococcus oralis (MARSH e

MARTIN, 2005).

O irrompimento dos dentes modifica a microbiota bucal, pois alguns micro-
organismos necessitam de superficies duras para a coloniza¢do, como é o caso do
Streptococcus mutans e Streptococcus sanguis. Em beb&s com poucas semanas de vida
e, portanto, edentados, podemos identificar Streptococcus salivarius, Streptococcus
mitis, Streptococcus oralis, Staphylococcus e Lactobacillus (LLENA-PUY et al., 2000;
CORREIA, 1998; MARSH e NYVAD, 2005).

A microbiota se torna mais complexa a medida que as criangas atingem a idade
de 2 anos ou mais, pois com a constante erup¢cao dentdria neste periodo, hd o aumento
da quantidade de micro-organismos encontrados no biofilme dental, tornando o
ambiente mais propicio para o estabelecimento de bactérias cariogénicas (CORREIA,

1998).

Os estreptococos bucais sdo representados por: Streptococcus cricetus, sorotipo
a; Streptococcus rattus, sorotipo b; Streptococcus ferus, Streptococcus macacae;
Streptococcus downei, sorotipo h; Streptococcus sobrinus, sorotipos d e g;5 €
Streptococcus mutans, sorotipos ¢, e e f (MARSH e MARTIN, 2005), sendo as duas
ultimas espécies mais associadas a carie em humanos (THYLSTRUP e FEJERSKOV,
1994). O S. mutans é a mais comum das espécies bacterianas isoladas do biofilme
dental humano; a segunda mais prevalente € o S. sobrinus (FEJERSKOV e KIDD,
2005).

Apesar do S. sobrinus ter sido associado a cdrie dentdria em humanos
(HAMADA e SLADE, 1980; LOESCHE, 1986; KOGA et al., 2002), existem poucos
estudos sobre o papel deste micro-organismo na doenca. Alguns estudos ndo tentaram

distingui-lo do S. mutans, e em outros o meio de cultura mitis salivarius bacitracin



28

(MSB) (GOLD et al., 1973) foi utilizado para cultivid-lo, o que pode ter inibido seu
crescimento (MARSH e MARTIN, 2005). Vérios métodos tém sido desenvolvidos para
distinguir estas espécies (CANGELOSI et al., 1994; DE SOET et al., 1990), alguns
baseados na detec¢do dos micro-organismos por meio da PCR simples ou com
variacdes, em amostras de saliva (OHO et al., 2000; YOSHIDA et al., 2003) ou de
biofilme dental (OKADA et al., 2002; SATO et al., 2003b).

O S. sobrinus é considerado o micro-organismo mais acidogénico dos
estreptococos orais (de SOET et al., 1989) e seu mecanismo de tolerancia dcida €
diferente ao do S. mutans (NASCIMENTO et al., 2004). Um estudo utilizando a técnica
da PCR indicou que o S. sobrinus pode ser mais prevalente que o indicado em estudos
utilizando cultura de micro-organismos, e raramente estd presente no mesmo nivel que o

S. mutans na placa (OKADA et al., 2002).

A razdo para a inabilidade do S. sobrinus proliferar parece ser devido a
incapacidade para transportar a N-acetilglicosamina, um processo que requer energia e
que diminui os niveis intracelulares de fosfoenolpiruvato, importante para a obtencao de
energia do micro-organismo (HOMER et al., 1993). Quando a fonte externa de
carboidratos fermentdveis € alta, ou 0 meio ambiente € muito dcido, como nas pessoas
bulimicas, este efeito inibitdrio torna-se insignificante e o S. sobrinus prolifera (BRETZ
et al., 1993). Em estudo realizado com criangas de 3 a 5 anos, em que os dois micro-

organismos foram identificados, o incremento de cérie foi maior (OKADA et al., 2005).

As demais espécies do género Streptococcus t€m potencial cariogénico baixo,
como € o caso dos estreptococos do grupo mitis € salivarius, mas suas interagdes no
biofilme dental podem ser importantes para o estabelecimento e manutencdo da
microbiota oral e cariogenicidade do biofilme (NYVAD e KILIAN, 1990). Alguns
estudos demonstraram a capacidade do S. salivarius de causar lesdes de cérie em ratos
(ORLAND e BLANEY, 1955; BRAILSFORD et al., 2001). Nao hd muitos estudos a
respeito da cariogenicidade do S. salivarius, porém sabe-se que possui capacidade
cariogénica, uma vez que, da mesma forma que os estreptococos do grupo mutans,
também produzem glucanos soldveis e insoliveis a partir da sacarose (MARSH e

MARTIN, 2005).

Os estreptococos do grupo salivarius sao formados por: S. salivarius; S.

thermophilus (intimamente relacionado e ndo encontrado na boca); e o S. vestibularis
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(descrito recentemente). O S. salivarius coloniza preferencialmente as superficies
mucosas, especialmente o dorso da lingua; e produzem um frutano extracelular que da
origem a coldonias mucéides grandes quando cultivadas em dgar contendo sacarose

(MARSH e MARTIN, 2005).

2.4.1 Streptococcus mutans

O Streptococcus mutans, um micro-organismo constantemente associado a
carie dentdria (SILVA et al., 2008), tem desenvolvido ao longo do tempo e com éxito,
multiplos mecanismos para sua sobrevivéncia, colonizagdo e presenga continua na
cavidade oral humana. Estas bactérias produzem os édcidos lictico, acético, férmico e
propidnico através da metabolizagcdo dos carboidratos ingeridos na dieta pelo hospedeiro
humano (LOESCHE, 1986; CARLSSON e HAMILTON, 1994). Estes acidos provocam
a perda de minerais da superficie do dente (FEATHERSTONE, 1990), sendo o acido
l4ctico o mais relacionado com a dissolucdo da estrutura dentdria de elementos higidos

(MARGOLIS e MORENO, 1990).

Estes micro-organismos produzem polissacarideos extracelulares soluveis e
insoluveis (glucanos e frutanos) a partir da sacarose, que sdo associados com a formacgao
de placa e cariogenicidade; e polissacarideos intracelulares que atuam como reservas de
carboidratos e podem ser convertidos em 4dcido durante periodos em que os carboidratos
da dieta ndo estdo disponiveis. De acordo com Marsh e Martin (2005), o potencial
cariogénico deste grupo € elevado por serem capazes de produzir dcido de forma rdpida

e conseguirem crescer e sobreviver sob estas condi¢des.

Estes micro-organismos sao associados tanto com o inicio da lesdo de carie
como com o consumo de sacarose (HAMADA e SLADE, 1980; LOESCHE, 1986;
KOGA et al., 2002). Porém, ocasionalmente, também sdo associados a infec¢des nao

orais, principalmente a endocardite bacteriana (HERZBERG, 2000).

Pesquisas recentes t€ém estudado o Streptococcus mutans (ZHU et al., 2001;
SATO et al., 2003a; REDMO et al., 2003; NAKANO et al., 2005), e seu genoma ja esta
totalmente seqiienciado (AJDIC et al., 2002), sendo composto por 2.030.936 pares de
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nucleotideos. As funcdes de aproximadamente 63% destes genes ja sdo conhecidas,
como manutencao de seu metabolismo, defesa contra fatores do hospedeiro e contra
outras espécies bacterianas (Figura 2), o que pode levar a novas estratégias para

prevencao e tratamento da cérie.

Segundo Marsh e Martin (1992), a relacdo entre S. mutans e carie dentdria ndo é
absoluta. Altas propor¢des de S. mutans podem persistir na superficie do dente sem
progressdo da cdrie, assim como céries também podem se desenvolver na auséncia
destas espécies (LOESCHE e STRAFFON, 1979). O nivel de estreptococos do grupo
mutans na saliva de criangas nao pode predizer um incremento futuro de carie (MATEE
et al., 1993). Da mesma forma, os individuos que possuem um alto nivel destes micro-

organismos, ndo necessariamente desenvolvem cdries (KLEINBERG, 2002).

Uma vez que a cdrie € conseqiiéncia da interacdo de varios fatores, €
reconhecido que a iniciacdo de cdries, na auséncia ou presenca de estreptococos do
grupo mutans, pode ser explicada pela relagdo dindmica entre os fatores de consumo de
carboidratos, composicdo e potencial acidogénico do biofilme dental, e atividade de
carie (BEIGHTON, 2005). Os S. mutans sdo os micro-organismos mais prevalentes e os
mais associados as lesdes de carie (SILVA et al., 2008), justificando estudos em nivel
molecular que visem um melhor entendimento do metabolismo desta bactéria,

especialmente em situacdes de estresse.

2.5 GLICOSILTRANFERASES

A maioria dos estreptococos orais produz as enzimas glicosiltransferases, que
fazem parte de um extenso grupo de enzimas: as glicanosacarases, as quais sao enzimas
extracelulares produzidas principalmente pela bactéria de solo Leuconostoc
mesenteroides  (dextranosacarases) e por bactérias l4cticas  (Lactococci)
(SIDEBOTHAN, 1974). Estas enzimas catalizam, a partir da sacarose, a sintese de
polimeros de alta massa molecular, chamados glicanos, e também, os de baixa massa
molecular, quando moléculas aceptoras eficientes, como a maltose ou isomaltose, sao

adicionadas ao meio de reacdo (KOEPSELL et al., 1953).
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Reconstrucao das vias metabdlicas especificas e mecanismos de transporte em S. mutans.

Ajdi¢ D et al. PNAS 2002;99:14434-14439

Figura 2: Reconstrucao de vias metabdlicas especificas e mecanismos de transporte em S.
mutans. O metabolismo do acdcar intra e extracelular e os compostos orginicos do
metabolismo sao mostrados de acordo com as sequéncias gendomicas anotadas.
Transportadores sao agrupados por especificidade ao substrato: vermelho, carboidratos;
verde, aminoacidos e peptideos; amarelo, cations inorganicos; azul, Anions inorganicos;
roxo, nucleotideos — DNA; preto, drogas e nio-classificados. As interrogacoes indicam
especificidade incerta do substrato. Setas representam a direciao do transporte de soluto.
Cada Figura representa o tipo especifico de transportador, como mostrado acima. GtfB,
glicosiltransferase-I; gtfC, glicosiltransferase-SI; gtfD, glicosiltransferase-S; dexA,
dextranase; dexB, dextran glucosidase; ftf, frutosiltransferase; fruA, frutanase; ATP,
adenosina trifosfato; ADP, adenosina difosfato; P, fosfato.
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As glicosiltransferases dos estreptococos orais produzem glicanos insoliveis ou
soliveis em dgua, que aumentam a adesdo e colonizacdo de bactérias cariogé€nicas nas
superficies dentdrias, como os Streptococcus mutans, desempenhando, assim, um papel

chave no processo cariogénico (MONCHOIS et al., 1999).

Estas enzimas estdo envolvidas na sintese de partes de carboidratos das
glicoproteinas, glicolipideos e glicosaminoglicanos, que possuem papéis especificos no
crescimento celular e nas interacdes célula-célula (CROCKER e FEIZI, 1996), na
adesdo celular (incluindo fertilizagao) (TALBOT et al., 2003; AKAMA et al., 2002),
modulacdo por fatores de crescimento (TAKAHASHI et al., 2004), defesa imune
(RUDD et al.,, 2001), inflamacdao (LOWE, 2003) e infec¢Oes virais e parasitarias
(SACKS e KAMHAWI, 2001).

Por desempenharem um papel tdo importante no processo cariogénico, as
GTFs sdo candidatas potenciais a uma possivel vacina anticarie (SHAH et al., 2004). As
seqiiencias de 14 diferentes genes destas enzimas ja foram estudadas e codificadas
(chamadas gtf) em diversas pesquisas (AOKI et al., 1986; SHIROZA et al., 1987;
UEDA et al., 1988; SIMPSON et al., 1995).

Uma regido nio-conservada localizada na regido adjacente ao peptideo sinal foi
descoberta devido a comparagdo entre as gtfs de alguns estreptococos orais, como o0s S.
sobrinus, S. salivarius, S. sanguinis, S. oralis e S. gordonii (HOSHINO et al., 2004),
sendo a regido 5' terminal do gene gtf conservada no S. mutans (FUJTWARA et al.,
1998) e S. oralis (FUIIWARA et al., 2000). Portanto, essa regido do gene gt#f é uma
sequéncia especifica de cada espécie dos estreptococos orais, podendo ser usada para

sua identificagdo (HOSHINO et al., 2004).

As glicosiltransferases catalisam a transferéncia de unidades de glicosila a
partir da sacarose, sendo a sintese dos diferentes produtos dependentes do destino destas
unidades (MOOSER, 1992) (Figura 3). A reacdo de sintese de dextrano ocorre por
transferéncia sucessiva de unidades de glicosila para a cadeia polimérica nascente. Estas
enzimas também podem hidrolisar a sacarose em meio aquoso € a sintese de
oligossacarideos € induzida pela transferéncia de unidades de glicosila sobre o esqueleto
das moléculas aceptoras, no meio de reacdo. Seja qual for o destino das unidades de
glicosila, sua transferéncia envolve primeiro a formacdo de um complexo covalente

glicosila-enzima (ROBYT et al., 1974).
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(Glicose), (Glicose),,,q + gtf

Frutose V

Sacarose D-Glicosil-gtf (1) Aceptor glicosilado

+ gtf ) ) i + gtf
Frutose 7\ Aceptor

D-Glicose + gtf

Figura 3: Reacées catalisadas por glicanosacarases. I, Sintese de glicanos
por transferéncia sucessiva de unidades de glicosila; II, hidrdlise da
sacarose; 111, sintese de oligossacarideos; IV, sintese de sacarose (reacao
reversa do complexo glicosil-gtf)

O tunico doador natural de substrato (unidades glicosila) para esta sintese € a
sacarose, induzindo uma mudanc¢a na conformac¢do da proteina que, por sua vez, pode
ativar o sitio catalitico. A energia necessdria para catalisar todas as reacdoes vem apenas
da clivagem de ligacdes glicosidicas da sacarose. A reacdo ocorre com a retencdo da
configuragdo o durante a clivagem da ligagcdo glicosidica. A sintese de glucanos ocorre
por autopolimerizagdo e € um mecanismo em cadeia tnico, sendo este alongamento

catalisado por um unico tipo de enzima (MONCHOIS et al., 1999).

Estas enzimas sdo extremamente relacionadas e possuem uma estrutura em
comum (Figura 4), sendo compostas por quatro dominios estruturais distintos
(GIFFARD et al., 1993; SIMPSON et al., 1995), além de apresentarem uma regiao
altamente conservada de cerca de 1000 aminoacidos, denominada dominio catalitico

(MONCHOIS et al., 1996).

A B c D

| | ! !

0 400 800 1200 1600 aa

Figura 4: Estrutura génica esquematica das glicosiltransferases; A,
peptideo sinal; B, regido variavel; C, extremidade amino que contém o
dominio catalitico; D, extremidade carboxila que contém o dominio de
ligacdo a matriz glicana.
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2.6 CLOREXIDINA

A CHX (Figura 5) foi primeiramente sintetizada nos anos 40 e introduzida no
mercado em 1954 como um anti-séptico para ferimentos na pele (DAVIES et al,
1954). Esta substancia se caracteriza por ser um detergente catidnico, da classe das
bisbiguanidas, disponivel nas formas de acetato, hidrocloreto e digluconato, sendo este

ultimo, o sal mais comumente empregado em férmulas e produtos.

Desta forma, ela foi testada primeiramente por Loe e Schiott (1970), no qual
demonstraram que bochechos de uma solu¢do de gluconato de CHX 0,2%, realizados
duas vezes por dia, se mostraram eficazes em diminuir o crescimento do biofilme
bacteriano e o desenvolvimento de gengivite clinicamente detectaveis por um periodo

de 21 dias.

Cerca de 30% de uma solucdo de CHX fica retida na boca apds um bochecho
(ROLLA e MELSEN, 1975). Esta substincia adsorve-se a compostos anionicos, devido
a sua natureza catidnica, como glicoproteinas salivares, radicais fosfatados e
carboxilicos presentes no biofilme dental como bactérias e polissacarideos
extracelulares, pelicula dental e macromoléculas presentes na mucosa oral (GJERMO e

ERIKSEN, 1974; BONESVOLL et al., 1974).

A CHX ¢ uma substincia estdvel, ndo téxica aos tecidos, sua absorcdo pela
mucosa e pele é pequena, além de ser bem tolerada quando administrada via parenteral
e intravenosa, parece nao atravessar a barreira placentdria e ndo provoca alteragdes na
microbiota oral, nem efeitos téxicos colaterais sistémicos com o uso prolongado
(DAVIES e HULL, 1973; CASE, 1977; RUSHTON, 1977; WINROW, 1973; LOE e
SCHIOTT, 1976).
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Figura 5: Formulas da clorexidina: ndo protonada (A) e protonada (B).

Dentre as diversas formas de utilizacdo da clorexidina, como enxaguatdrios,
dentifricios, palitos, géis, sprays, chicletes e vernizes (FLOTRA, 1973; PILLON, 2001;
LUOMA, 1992), a mais utilizada inicialmente foi por meio de enxaguatodrios, utilizando
10 mL de uma solucdo de clorexidina a 0,2%, por duas vezes ao dia (CUMMING e
LOE, 1973). Porém, estudos posteriores demonstraram que diminuindo a concentrac¢io
do produto e aumentando o volume da solucdo, a efetividade anti-placa era semelhante,
com uma reducao dos efeitos colaterais. Desta forma, a concentracao das solugdes para
bochechos foi reduzida para 0,12% e utilizadas com um volume de 15 mL (SEGRETO
et al., 1986, SMITH et al., 1995). O tempo de duragdo do bochecho recomendado € de 1

minuto nestas concentragdes.

Apesar de sua eficdcia, a clorexidina possui alguns efeitos adversos, como

alteracdes do paladar, pigmentagcao dos dentes, de restauracdes, de préteses e da lingua
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e, mais raramente, descamacdes na mucosa oral, tumefacdo reversivel nos ldbios ou
glandulas pardtidas, urticdria, dispnéia e choque anafilatico (FLOTRA et al., 1971;
ADDY et al.,, 1979; OKANO et al., 1989; CIANCIO, 1995). Dentre esses efeitos
colaterais, a pigmentacdo dental € o principal fator limitante do uso da clorexidina por
periodos prolongados, sendo considerada a principal queixa por parte dos pacientes

(ALBANDAR et al., 1994).

Esta substancia € um agente antimicrobiano de amplo espectro, cujos efeitos sao
mais potentes em micro-organismos gram-positivos que em gram-negativos
(EMILSON, 1977). A CHX reduz a quantidade de estreptococos do grupo mutans em
relagdio a outras bactérias em placa dental e saliva (EMILSON e FORNELL, 1976; LOE
e SCHIOTT, 1976).

Esta droga apresenta substantividade elevada, ou seja, seu tempo de
permanéncia ativa na cavidade bucal é de aproximadamente 12 horas, fato explicado
pela sua natureza dicationica, de forma que, uma extremidade catidnica da molécula se
prende a pelicula, que apresenta carga negativa, e a outra extremidade cationica fica
livre para interagir com bactérias que buscam colonizar o dente. Assim, apresenta uma
acdo bactericida inicial imediatamente apds o seu uso, € uma a¢do bacteriostitica

prolongada (BONESVOLL e GJERMO, 1978).

O seu mecanismo de acdo antibacteriano baseia-se principalmente na sua
natureza catidnica, sendo rapidamente atraida pela carga negativa da superficie da
bactéria, cuja adsor¢do a membrana celular, concentracdo-dependente, € feita por
interacOes eletrostaticas. Assim, em dosagens elevadas, ela causa precipitacdo e
coagulacdo das proteinas citoplasmaticas e morte bacteriana e, em doses mais baixas, a
integridade da membrana celular € alterada, resultando num extravasamento dos
componentes bacterianos de baixo peso molecular (HIELJORD et al., 1973; HUGO e

LONGWORTH, 1964; ROLLA e MELSEN, 1975).

Segundo Marsh et al. (1983), a CHX em baixas concentragdes, tem um efeito
bacteriostitico baseado no distirbio de algumas fungdes celulares, como enzimas e
receptores celulares bacterianos e que, em elevadas concentracdes, a CHX causa

precipitacao ou coagulacao citoplasmaética.
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De acordo com Hugo e Longworth (1966), em baixas concentracdes, a
interacdo desta substancia com a membrana celular, reduz a fluidez da membrana e
afeta a capacidade osmorregulatéria e metabdlica da membrana e suas enzimas contidas.
Em altas concentracdes, as interagdes sdo mais severas e levam a membrana a adotar
um estado cristalino liquido, com perda de sua integridade estrutural, permitindo a
perda de materiais celulares (LONGWORTH, 1971; CHAWNER e GILBERT,
1989a,b,c).

Ainda, segundo Scheie et al. (1989) e Marsh (2010), em elevadas
concentracdes, a CHX ¢é bactericida e causa dano letal a membrana bacteriana, e em
concentracdes sub-letais, pode interferir com o metabolismo das bactérias orais por
inibicdo do transporte de acucar e producdo dcida em estreptococos cariogénicos; por
inibicdo de vdrias fun¢des da membrana em estreptococos, incluindo a inibicdo de
enzimas responsdveis pela manutencdo de um pH intracellular apropriado; e por

inibicao da protease gingipaina no patégeno periodontal Porphyromonas gingivalis.

De acordo com Deng et al., (2009), as células presentes no biofilme dental
perdem sua viabilidade, somente em altas concentracdes de CHX, quando sua atividade

metabdlica ¢ completamente bloqueada, enquanto concentracdes bacteriostdticas de

antimicrobianos afetam apenas a atividade metabdlica das bactérias.

A agdo da CHX estd condicionada a sua adsorcdo inicial a pelicula dental,
exercendo localmente sua acdo bactericida e bacteriostatica (JENKINS et al., 1988;
ADDY e MORAN, 1983). O célcio, o fldor e alguns detergentes anidnicos podem
influenciar as ligacOes da clorexidina, reduzindo sua adsor¢do e sua atividade antibidtica
(ROLLA e MELSEN, 1975; BONESVOLL, 1977; BARKVOLL et al., 1989). Em
relacdo ao pH bucal, uma maior retencdo da droga € alcangada quando o pH apresenta

uma variacao entre 6.4 a 9.0 (GJERMO e ERIKSEN, 1974).

A natureza cationica da CHX promove conexao com o componente anidnico
da superficie bacteriana (grupos fosfato dos 4cidos teicdicos em bactérias Gram-
positivas e lipopolissacarideos em bactérias Gram-negativas) capazes de alterar sua
integridade. A alteracdo da permeabilidade da membrana citoplasmdtica promove
precipitacdo de proteinas citoplasmaticas, altera o balango osmético celular, interfere

com o metabolismo, crescimento, divisdo celular, inibe a ATPase da membrana e o
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processo anaerdbico (ROLLA e MELSEN, 1975; JENKINS et al., 1988; HUGO e
RUSSEL, 1992).

Foi reportado que a CHX inibe as ATPases ligadas e ndo-ligadas a membrana
como também a absor¢do de K" em Enterococcus faecalis (HAROLD et al., 1969).
Entretanto, somente em altas concentragdes inibe as ATPases ligadas a membrana
(CHOPRA, 1987), o que sugere que a enzima ndo € um alvo primdrio da acdo da CHX.
A ruptura da membrana provocada pela CHX, ao invés da inativacdo da ATPase, é que
esta associada aos seus efeitos letais (BARET-BEE et al., 1994; KUYYAKANOND e
QUESNEL, 1992).

Tattawasart et al., (2000), utilizando microscopia eletronica de varredura,
observou que células plantonicas de Pseudomonas stutzeri sensiveis a CHX, quando
expostas a concentragdes mais elevadas da droga, sofreram rompimento da membrana.
Este rompimento da membrana pode ser explicado pelo fato da CHX, carregada
positivamente, se ligar fortemente as membranas das bactérias por causa de sua carga
negativa oposta, ocasionando o rompimento da membrana por perturbacdo destes sitios

(GILBERT e MOORE, 2005).

Segundo Rolla, Loée e Schiott (1971), a CHX possui uma elevada afinidade
com proteinas e hidroxiapatita. A inibi¢do da formacdo de placa, observada in vivo,
pode ocorrer quando concentragdes sub-MIC da droga sao utilizadas (RADFORD et al.,
1992), por mecanismos desconhecidos. No entanto, é possivel afirmar que a reduc¢do na
formacdo da matriz do biofilme exposta as baixas concentracoes de CHX pode estar

relacionada com a afinidade da CHX com proteinas.

Segundo Dunne (2002), este antimicrobiano mata somente as bactérias das
camadas mais externas do biofilme, deixando os micro-organismos sauddveis nas
camadas mais internas, permitindo o crescimento destas bactérias posteriormente,

quando a CHX se desliga das mesmas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

e Correlacionar a presenca de estreptococos orais no biofilme dental de
criangcas com diferentes padrdes de cérie dentdria; e avaliar a atividade antibacteriana
do gluconato de clorexidina (CHX) em Streptococcus mutans plantdnicos e

organizados em biofilme, em diferentes concentragdes e periodos de crescimento.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Detectar a prevaléncia de estreptococos bucais em criangas com cérie e
livres de cérie por meio da técnica da PCR e correlacionar com dados clinicos como

indices de cérie (ceo-d e CPO-D) e de higiene oral (IHOS), fluxo e pH salivar;

e Determinar a concentracdo inibitéria minima e a concentraciao
bactericida minima da CHX em S. mutans UA159 isolados e em biofilmes de 18 h de

crescimento;

¢  Quantificar as células plantonicas em periodos de crescimento distintos e
organizadas em biofilme de 18 h, expostas a diferentes concentracdes de clorexidina,

por meio de métodos microbioldégicos;

e Diferenciar e quantificar a expressao das glicosiltransferases gtfB, gtfC e
gtfD de S. mutans UA159 plantbnicos e em biofilmes de 18h, na presenga e auséncia

de CHX em diferentes concentragdes, utilizando o PCR em tempo real;

e  Verificar as modificacdes morfoldgicas dos S. mutans plantdnicos com
crescimento de 2, 4 e 6h, e em biofilmes de 2 e 4 h, expostos ou ndo a diferentes

concentracdes de CHX, por meio do Microscépio Eletronico de Varredura.
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SHORT COMMUNICATION

ABSTRACT

This work correlated the presence of oral streptococci in dental biofilm with clinical indexes of caries and oral
hygiene in caries-active and caries-free children. S. mutans and/or S. sobrinus in the dental biofilm does not

indicate a direct risk for developing dental caries.

Key words: dental caries; dental biofilm; oral streptococci; PCR; glucosyltranferases

It is well established that microorganisms have an important
role in caries etiology (13). The oral streptococci, especially
Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus have often
been associated with dental caries in humans (18). Other
microorganisms, such as Streptococcus mitis and Streptococcus
salivarius have also been linked with the disease or absence of
it. Their interplay within the dental biofilm is an important feature
for the establishment and maintenance of the oral microflora and
the development of a cariogenic dental plaque (16).

The detection and identification of oral streptococci in the
dental biofilm is considered to be an important step for the
understanding of dental caries. Several methods have been
proposed to identify and differentiate oral streptococci:
biochemical tests (24), immunologic and genetic methods with
DNA probes (4), microbiologic methods (21), polymerase chain
reaction (PCR) (8) and variations of this technique, such as
real-time PCR (26) and nested PCR (22). The PCR method is
faster, more sensitive and specific than the current microbiologic
methods (9).

However, for clinical studies, the best predictor of dental
caries is the past caries experience. This information is limited
since the caries risk can be already established (2).

The aim of the present study was to correlate the presence
of oral streptococci in the dental biofilm of children with different
caries patterns, using specific primers to identify S. mutans, S.
sobrinus and S. salivarius using the PCR technique.

Ten children were invited to participate in this study
according to the following inclusion criteria: age ranging from
6-8 yr; studying in the same school an under same dietary
pattern; presenting erupted permanent molars and different
pattern of dental caries activity (DMFT/dmft>0 or DMFT/
dmft=0). Children taking any medication during the study were
excluded. The protocol was approved by the Ethical Board of
the Health Science Center at the Federal University of Paraiba
(protocol 231/04), and informed consent was obtained from the
children’s parents.

The clinical indexes obtained were: gingival bleeding index
(GBI); simplified oral hygiene index (OHI-S) (6), and dental caries
(DMFT and dmft) (25). The following salivary tests were also
carried out: salivary flow rate, buffer capacity and oral
streptococci counting (OSC).

The dental biofilm samples were obtained from the buccal
surface of the first (deciduous or permanent) molar on the left
side of the lower jaw, using sterile dentine spoons. The material
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was dispersed in sterile tubes containing brain heart infusion
(BHI; Difco). After biofilm collection, the children were instructed
to chew paraffin wax for 5 min, and then to spit into a sterile
tube. The stimulated saliva and biofilm samples were kept on
ice, transported immediately to the laboratory and examined
within 2 h of collection.

The buffer capacity was obtained adding 1 ml of salivato 3
ml of HCI (0.005%), and the final pH was measured.

The oral streptococci count was obtained after serially
diluting the saliva samples with sterilized saline, inoculating on
MS agar plates, and incubating at 37°C for 2 days in a 5% CO,-
enriched atmosphere. The microorganisms from saliva and dental
biofilm samples were routinely cultured in brain heart infusion
broth (BHI) (Difco, USA), mitis salivarius agar (MSA) (Difco,
USA) and mitis salivarius agar supplemented with 440 mmol I
sucrose, 39 mmol I potassium tellurite and 0.2 units ml* of
bacitracin (MSB).

Saliva samples were vortexed for 30 s and serially diluted
(1:10, 1:100 and 1:100) in isotonic saline solution. The samples
were then inoculated on MSB agar plates, in duplicate and
incubated at 37°C for 2 d ina 5% CO,-enriched atmosphere. Before
the examination, the plates were left at room temperature for 24 h.
To avoid bias, all plates were processed and examined by the
same investigator. Colonies of oral streptococci were identified

Oral streptococci in dental biofilm

morphologically and counted. The results are expressed as (CFU)
ml, The dental biofilm samples dispersed in BHI were vortexed
for 30 s, plated in duplicate on agar plates of MS and MSB and
incubated at 37°C for 2 d in a 5% CO,-enriched atmosphere.
Aliquots of oral streptococci from the dental biofilm samples
were stored in tubes containing Skin Milk medium (Difco, USA).

The microorganisms (100 pl) stocked in Skin Milk were
grown in 5 ul of BHI at 37°C for 24 h in a 5% CO,-enriched
atmosphere. DNA extraction from the microorganisms of the
dental biofilm samples were carried out according to Buikema
et al. (3), modified. The samples were kept at -20°C.

PCR was conducted using specific primers for the
glucosyltransferase (GTF) enzyme to detect S. mutans, S.
sobrinus and S. salivarius (Hoshino et al., 2004 (8), modified).
The PCR products were analyzed by 2.0% agarose gel
electrophoresis, after staining with ethidium bromide. The gels
were photodocumented using ImageMaster (Amersham
Pharmacia Biotech, USA) for subsequent analysis.

The product size in each species was in accordance with
the expected size. No results were found for S. sobrinus. S.
salivarius was identified in 80% of dental biofilm samples
cultivated in MSA and 55.5% in MSB. S. mutans was identified
in 60% of the dental biofilm samples cultivated in MSA and
78% in MSB (Table 1).

Table 1. Oral streptococcal species detected by PCR from dental biofilm samples cultivated in medium MSA and MSB.

Caries risk High caries activity (DMFT/dmft>0) Low caries activity (DMFT/dmft=0)
Patient no.* 1 3 5 6 7 2 4 8 9 10
Age 7 7 8 7 7 7 6 7 7 7
dmf-t** 4 3 9 6 2 0 0 0 0 0
DMF-Tt 1 4 4 4 1 0 0 0 0 0
OHI-St 15 1.83 20 18 116 2.16 083 116 133 116
GBI§ 6.25 217 833 6.8 5.00 7.29 131 6.25 4.76 1.08
MSA

S. mutans +88§ + + + + -8§ + - - -
S. sobrinus _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
S. salivarius - + + - + + + + + +
MSB

S. mutans +88 + + - + - + - + +
S. sobrinus -88§ - - - - - - - - -
S. salivarius - + - + - - + - + +

*Dental biofilm samples obtained from ten 6-8-year-old children.
**dmf-t, decayed and filled deciduous tooth index.

TDMF-T, decayed and filled permanent tooth index.

1OHI-S, simplified oral hygiene index.

8GBI, percentage of gingival bleeding index.

88+, detected in PCR; —, not detected in PCR.

#There was no growth of microorganisms in the dental biofilm sample cultivated in MSB from patient 2.
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There was no clear relationship between caries experience
and caries activity as well as oral streptococci counting (OSC).
Some studies found a relationship between high OSC (above
108 UFC/ml) and high caries indexes (5,15). On the other hand,
Loesche and Straffon (12) demonstrated that caries can occur
in the absence of S. mutans and Matee et al. (14) observed that
the level of oral streptococci in the saliva of children cannot
predict future caries.

Correlations between salivary tests (including OSC) and
patients with high caries activity and low caries activity were
not observed. These findings are in accordance with Sundin et
al. (23) who also found a weak or non-existent relationship
between these variables. However, Ravald and Birkhed (20)
demonstrated that individuals with low salivary flow rate have
a higher predisposition to cariogenic activity.

In the present work, MSB medium selected the
microorganisms of the mutans group (S. mutans and S. sobrinus)
and S. salivarius of the salivarius group. These findings are in
accordance with Yoo et al. (27) who concluded that MSB medium
is not specific for selecting streptococci of the mutans group,
suggesting that a new selective medium is required for reliable
isolation of mutans streptococci.

In this work, S. mutans and S. salivarius were identified in
the dental biofilm of patients with HCAand LCA (Table 1). The
association between S. mutans with S. sobrinus and carious
lesions has been observed previously. The differentiation
between S. mutans and S. sobrinus is important due to their
different behavior in the initial colonization phase and different
virulence mechanism (11). Considering the cariogenicity of
S. salivarius, few studies related this bacterium with dental
caries (1).

S. sobrinus is frequently present at a lower level than S.
mutans (17) due to its inability to carry N-acetylglucosamine.
This is an energy-requiring process which depletes the
intracellular levels of phosphoenolpyruvate (7) and reduces
the energy inside the microorganism that can be used for other
purposes. MSB medium can also inhibit the growth of S.
sobrinus. Pereira et al. (19) demonstrated that S. mutans has
ability to inhibit plaque formation by S. sobrinus and recolonize
surfaces. Individuals with increased numbers of mutans
streptococci and lactobacilli were associated with increasing
prevalence of caries (10).

Few studies have evaluated the prevalence of S. salivarius
in dental biofilm. In general, this microorganism is identified on
the tongue. In this study, this microorganism was frequently
identified in cultivated samples of dental biofilm in MSA and
MSB, as well in patients with HCA and LCA. Similar findings
were observed by Hoshino et al. (8), who identified this
microorganism in 9 of the 10 salivary samples analyzed in caries-
free patients, and patients with high caries indexes (DMFT and
dmft). S. salivarius showed a high prevalence in dental biofilm
samples in this study, and it can cooperate with S. mutans to
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form a cariogenic dental plaque. This must be investigated further
in future studies.

In spite of the low number of patients in our study, it could
be expected that if a direct and strong correlation between OSC
and dental caries takes place, this relationship could be
differentiated between these carious risk groups. The unclear
relation of specific microorganisms and clinical caries parameters
support the hypothesis that other factors are necessary to be
operating for caries development (e.qg. lack of oral hygiene and/
or a sugar rich diet). Nevertheless, the multifactorial etiology
for dental caries does not invalidate the use of PCR for
microorganism detection since this technique can be a reliable
tool for bacteria identification in the complex biofilm environment.
Finally, it can be concluded that the presence of S. mutans and/
or S. sobrinus in the dental biofilm does not indicate a direct
risk for the development of dental caries.
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RESUMO

Deteccdo de estreptococos orais em biofilme dental de
criancas carie-ativas e livres de cérie

Este trabalho correlacionou a presenca de estreptococos
orais no biofilme dental com indices clinicos de carie dentaria e
higiene oral em criancas com alta e baixa atividade de cérie. S.
mutans e/ou S. sobrinus no biofilme dental ndo significa o
imediato desenvolvimento de lesGes cariosas.

Palavras-chave: cérie dentéria; biofilme dental, estreptococos
orais; PCR,; glicosiltransferases.
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Synopsis

Objectives: The aim of the present study was to investigate the antibacterial activity of
chlorhexidine gluconate (CHX) against in vitro planktonic and biofilm Streptococcus

mutans cells in a dose- and time-dependent manner.

Methods: Real-time reverse transcription-PCR was used to quantify the relative levels
of gtfB, gtfC and gtfD transcription of S. mutans in the presence of CHX. The activity of
CHX in the initial biofilm structure for 2 and 4 h and morphological alterations in
planktonic cells, under a range of CHX concentration, was examined by Scanning

Electron Microscopy (SEM).

Results: In planktonic cells, exposition to CHX 4.5mg/L increased g#fC and gtfD
expression by 11-fold and 4-fold (p<0.01), respectively. In biofilm, expression of g#fB,
gtfC and gtfD were reduced (<1.6-fold p<0.01) at concentrations above 500mg/L. Cell
surfaces did not show any obvious change when planktonic cells were exposed to CHX
at 4.5 mg/L for 2 or 4h, but after 6 h, several wilted S. mutans cells with lost
intracellular material could be observed. A decrease in the cells’ chain length and matrix
was found when the initial biofilm was exposed from 1.1 mg/L to 4.5 mg/L of CHX,
while 1200 mg/L and 2000 mg/L caused extensive precipitation of unknown material on

the slide.

Conclusions: The CHX effects against bacteria depend on the kind of growth
organization and the concentration/time of exposure to the drug. CHX may affect cell
walls and intervene with mechanisms of the biofilm formation, and at sub-lethal

concentrations, affect the expression of gtfs, which may disturb the biofilm.
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Introduction

Chlorhexidine (CHX) is successfully used in many formulations to control the
formation of dental biofilm'. As a cationic biguanide, the drug binds to negatively-
charged surfaces® and has a broad spectrum of antimicrobial activity3. However, its
clinical application is limited because it has a bitter taste and can cause teeth to stain on

frequent use”.

This drug can be used as "shock treatment" in patients with high risk and caries
activity, since it greatly decreases the amount of micro-organisms existing in the
biofilm, including aciduric and acidogenic bacteria associated with dental caries, by
applying CHX professional associated with a prophylactic regimen containing oral
hygiene instruction, dietary advice, professional dental prophylaxis and topical fluoride

applications.

CHX at high concentrations is bactericidal, causing lethal damage to the
bacterial membrane; at sub-lethal concentrations, CHX can interfere with the
metabolism of oral bacteria by inhibiting: (a) sugar transport and acid production in
cariogenic streptococci, (b) various membrane functions in streptococci, including
inhibiting enzymes responsible for maintaining an appropriate intracellular pH, and (c) a

protease (gingipain) in the periodontal pathogen, Porphyromonas gingivalis®.

Despite the CHX being the "gold standard" among the topical plaque control
products of dentistry’, understanding all the implications for its clinical use and having
a better comprehension about its mechanism of action on Streptococcus species is

relevant for establishing clinical protocols.

Streptococcus mutans is the main causative agent of human dental caries, mainly

as a result of its ability to adhere to teeth surfaces and acidogenicity®’. Such bacteria
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produce three glucosyltranferases, GtfB, GtfC and GtfD, which synthesize soluble and
insoluble glucan polymers from sucrose'’. These polysaccharides enhance the
colonization of cariogenic bacteria and promote the formation of dental plaque on teeth

surfaces'!.

The understanding of the structure of the dental plaque as a biofilm sheds light
on the understanding and clinical relevance of CHX usagelz. Studies have already
proved that CHX in vitro and in vivo conditions has been an efficient plaque
control>'*!%; however few studies have focused on structural or molecular changes that

can occur in cells and/or biofilm matrix.

The aim of this study was to evaluate the in vitro antibacterial effects of CHX
gluconate on S. mutans planktonic or biofilm cells in a dose- and time-dependent
manner. Morphological changes in cells and/or biofilm matrix were examined using
Scanning Electron Microscopy (SEM), and by real-time quantitative PCR (RT-PCR),

expression of gtfB, gtfC and gtfD.

Materials and methods
Bacteria, growth conditions and chemicals

S. mutans UA159 was grown in Brain Heart Infusion (BHI) (Difco, MD, USA) at 37°C,
in an atmosphere enriched with 10% CO,. Chlorhexidine digluconate (20% aqueous

solution, Cat. #C9394) was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

CHX MIC and MBC assay for planktonic cells (Plk)
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The MIC and the MBC for Plk were determined by overnight-standard 96-well plate
microdilution method and agar plating'®. Two-fold dilutions of drug were prepared in
each test well with BHI, with CHX concentrations ranging from 0.56 mg/L to 72 mg/L.
Aliquots of 20uL containing bacterial suspension, adjusted spectrophotometrically to
match the optical density of Asspnm=0.5, were added to each 180 puL of drug-containing
culture medium. Control wells included culture medium only, culture medium and CHX
and wells without CHX. Plates were closed and incubated for 18 h at 37°C in an
atmosphere enriched with 10% CO,. After incubation, the MIC was determined
visually. MIC was defined as the lowest drug concentration in which growth-turbidity
was not observed. Assays were repeated three times in duplicate. Viable counting from
control wells and from test wells was performed onto BHI agar plates to determine
MBC. MBC was defined as the lowest drug concentration in which no colony forming

units were observed on the plate.
CHX MBC assay for biofilm cells

Biofilm analyses were formed in 20 mm diameter, 15 mm deep polystyrene multidishes
(six wells plates), by incubation of 20uL of bacterial suspension (Assonm=0.5) and 5 mL
of BHI supplemented with 0.1 % sucrose. After 18 h of growth, CHX was added
directly to media-containing wells at final concentrations of 50 mg/L, 100 mg/L, 500
mg/L, 800 mg/L or 1000 mg/L. Wells which didn't receive CHX were set as control.
Whole plate was closed and homogenized on an orbital mixer (80rpm) for 60s, and
incubated for additional 5 min at 37°C in an atmosphere enriched with 10% CO,. After,
the medium was aspirated and biofilm was washed three times with 5ml NaCl 0.9%
solution (saline) to remove non-adherent cells. Whole biofilm layer was dislodged with
the aid of a cell disrupter (Lifter Cell/3008; Costar, Corning, NY) in presence of 2 mL

saline. Part of dislodged biofilm suspension was subjected to expression analysis
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(below) and part (50ul) subjected to dilution for viable counting onto BHI agar plates
aiming quantifies MBC in biofilm (MBC-b). MBC-b was defined as the lowest drug
concentration after exposure that prevented colony forming units growing on agar

medium. Assays were performed in duplicate and repeated three times.

Analysis of gtf expression in planktonic cells under CHX exposition challenge

The expression levels of all genes were normalized by amplification of 16S rRNA of S.
mutans as an internal standard. Overnight S. mutans broth culture was inoculated into
300ml of pre-warmed BHI and let growth until reaches Assonm=0.3. Homogenized
culture was then distributed into 20ml aliquots in new tubes, and exposed to sub-lethal
doses of CHX at 1.1 mg/L, 2.2 mg/L and 4.5 mg/L each. Tubes which received the
same volume of saline instead of CHX were set as control. All tubes were incubated for
2,4 and 6 h at 37°C, 10%CO,. After, suspensions were quickly cooled on ice and
centrifuged at 5500g at 4°C for 4 min. Cells were washed in cold saline and stored with
220ul of 10 mM Tris, I mM EDTA, pH 8.0 (TE) at -80°C until use. Aliquots of cultures

at each time point were subjected to viable counting onto BHI agar plates.

Analysis of gtf expression in biofilm cells under CHX challenge

Biofilms exposed to CHX at 100 mg/L, 500 mg/L and 800 mg/L, as described above,
where selected to analysis of gi#f expression. Dislodged cell suspensions were

centrifuged, washed in cold saline and stored with 220 ul of TE at -80°C, until use.

RNA isolation from planktonic cells and biofilms

Total S. mutans RNA from either planktonic cells or biofilms was extracted and purified
using an RNeasy RNA isolation column (Qiagen-Sciences, MD). Briefly, frozen cells

were mechanically disrupted with 0.16 g of 0.1 mm diameter Zirconium Beads
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(Biospec, OK, USA) on a Mini-beadbeater (Biospec), at maximum power (3 cycles of
30s with 60s on ice). Further RNA purification, followed by digestion with on-column
RNase-free DNase I, was performed as recommended by the manufacturer. To remove
small traces of remaining DNA, purified RNA was treated with DNase I (Invitrogen,
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s protocol. RNA
sample concentrations were determined at Ajgonm (NanoDrop, Thermo Scientific, USA)

and integrity by 1.2% formaldehyde agarose gels stained with ethidium bromide.

Reverse transcription and RT-PCR

Reverse transcription of experimental samples together with negative controls was
carried out with 1ug RNA using Superscript III RT (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) as previously described'’. After the reaction, water was added, so
the product concentration was relative to RNA 10ng/ul. Controls for cDNA synthesis

included samples without RNA template and samples without reverse transcriptase.

Quantification of cDNA was performed using the Step One Plus Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Life Technologies, USA) and primers described (Table
1)17. Each reaction mixture (25 pL) contained 1x SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems), 0.6uM of each appropriate forward/reverse primer and 3uL of
cDNA sample (30ng relative RNA). Cycling conditions included initial denaturation at
95°C for 10 min, followed by a 50 cycles amplification, consisting of denaturation at
95°C for 15s, annealing at 54°C for 15s and extension at 72°C for 30s each. Controls
included reaction mixtures without cDNA template, to rule out primer dimers formation
or presence of contaminating DNA. A standard DNA amplification curve starting from
300ng to 0.003ng (10-fold dilutions) and a melting-point product curve were obtained
for each primer set. Assays were performed in duplicate with three or more independent

RNA samples.
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Scanning Electron Microscopy (SEM)

Planktonic cells

The effects of CHX on cell morphology were investigated by SEM. Planktonic cells
were grown in presence of CHX (1.1 mg/L, 2.2 mg/L, 4.5 mg/L) or not (control) for 2, 4
and 6 h. Cultures were centrifuged, washed with saline two times and re-suspended with
saline in original's volume. Bacterial suspensions (50ul) were applied on cover slip
surfaces and subjected to fix process with 55°C (60min) and 2.5% glutaraldehyde
(30min). Glutaraldehyde excess was removed, and cells were dehydrated within ethanol
series (50% to 100%) for 20min each. Finally, ethanol was removed and cover slips
dried at room temperature. Samples were sputter-coated with gold and analyzed with a
scanning electron microscope as recommended by manufacturer (JEOL, JSM, 5600LV,

Japan).

Biofilms

The effects of CHX on the initial phases of biofilm formation were investigated by
SEM. Sterile glass cover slips (¥=13 mm, GLASTEC, Brazil) were placed in each well
of a 24-well plate. BHI medium (1.5ml) supplemented with 0.1% sucrose containing
CHX (1.1 mg/L, 4.5 mg/L, 72 mg/L, 1200 mg/L or 2000 mg/L) or not (control) were
transferred to wells. Aliquots of 50uL of bacterial suspension (Asspnm=0.5) was then
added, mixed, and incubated at 37°C, 10% CO, for 2 or 4 h. Biofilm grown on slides
was washed three times with PBS to remove non-adherent cells and processed for SEM

analysis as described above.

Statistical analysis
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Relative expression was calculated by Pfaffl mathematical model'®. Briefly,
cycle threshold values of expression levels (C;) obtained from dilution curves were used
to determinate qPCR efficiency for each primer set. Each g#f gene of treated cells was
normalized to the 16S rRNA gene (internal control)'’. These values were then compared
to those from the non-treated, 16S-normalized control, to determine the changes in gtf
genes expression. Using C; values, statically significance was obtained at p<0.01 or

p<0.05, using ANOVA Dunnett Bilateral test, under BioEstat 5.0 free software.

Results
Antimicrobial effects of CHX

CHX MIC and MBC for planktonic cells were 2.2 mg/LL and 18 mg/L,
respectively, while CHX MBC for biofilm (MCBy) was 800 mg/L (Figure 1).
Planktonic cells exposed to 4.5 mg/LL. CHX and 9 mg/LL CHX reduced the bacterial
counts almost by 6- and 20-fold, whereas 18 h biofilm counts were consistently reduced

(2.5-fold or more) only in concentrations above 500 mg/L (Figure 1).
Effect of CHX on 16S gene expression

Ct values of 16S rRNA did not change in experiments with cells from biofilms
[mean Ct 13:24 (+ 0:48]. Ct values of 16S rRNA showed a higher coefficient of
variation (6.05%) in the group with the highest concentration of CHX (C3: 800 mg/L)

than with other groups (C1: 100 mg/L and C2: 500 mg/L) (<3.0%) (Figure 2).

The values of Ct 16s rRNA gene did not vary in the experiments with planktonic
cells [mean ct 13:24 (+ 0.48)]. In terms of exposure to CHX or not, there was less than a

7% variation. Considering only the control and minor concentrations (C1: 1.1 mg/L and
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C2: 2.2 mg/L), this variation was less than 5%. The greatest change was observed in
experiments intra-group C3: 4.5 mg/L, where exposure to CHX has generated a 7%
range (data not shown). Thus, the 16S gene can be successfully used as a housekeeping
gene (reference gene) on these conditions.

Effect of CHX on gtfs genes expression

Regarding the expression of gtfs in planktonic cells, CHX increased gtfC (p
<0.05) and gt#fD (p <0.01) expression only in cell cultures with 6 h growth, at C3: 4.5
mg/L. concentration (Figure 3). In the biofilm environment, the expression of gt#fB and
gtfD was reduced in C2: 500 mg/L and C3: 800 mg/L concentrations, while there was a
decrease of g#fC expression only C2: 500 mg/L concentration, when compared to

control (p <0.01) (Figure 4).

SEM analysis

SEM analyses of planktonic cells and biofilm exposed or not to CHX are shown in
Figures 5 and 6. Several assays were performed for these morphological analyses and
the results presented are representative of three independent experiments. Cells surfaces
did not show any obvious change when cells are exposed to range of concentrations of
CHX (1.1, 2.2 or 4.5 mg/L) for 2h (data not shown). However, as demonstrated by SEM
(Fig. 5), after 4 or 6h of exposition at under-MBC (4.5 mg/L), several wilted S. mutans
cells and cells with rupture of membrane and, as a result, lost a substantial amount of
cytoplasmic material, could be verified. SEM analyses of initial control biofilms and
those treated with CHX are shown in Fig. 6, where a decreasing in the cells chain length
and matrix were found when the biofilms were exposed from 1.1 mg/L to 4.5 mg/L of
drug, while 1200 mg/LL and 2000 mg/L. caused extensive precipitation of unknown

material on the slide (data not shown).
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Discussion

To the best of our knowledge, this is the first report to investigate the effects of
CHX on the glycosyltransferases gene expression from planktonic and biofilm-
organized S. mutans, as well as to examine and relate its effect on cells surface and on

biofilm structure.

In this study the MICs and MBCs of CHX against micro-organisms were
determined in 2, 4 and 6 h planktonic cultures, exposed to the drug since they started
growing, evaluating the growth kinetics under CHX effect. The technique used was the
microdilution'®, and the MIC and MIB found had 2.2 mg / L and 18 mg / L,
respectively. Similar results were found for MIC by some authors as Jarvinen et al",

1991, Sampaio et al, 2009*; Fani et al, 2009>".

The reason for the variations found in the values of MIC reported is probably
due the bacteriological culture media composition that can affect the concentration of
CHX available for interaction with the bacterial cells**. According to Russell and Day,
(1993)23, CHX in high concentrations, binds to proteins in culture media, and their
activity is pH dependent and is reduced in the organic matrix presence. In this study,
CHX used in tests with planktonic cells (low concentrations) was diluted in BHI. In
tests with the biofilms, which required higher concentrations of the drug, CHX was

diluted in sterile distilled water.

The MBC for biofilms were determined according to methodology by Tam et al
(2006)**, modified in the present study. The MBC determined for 18h biofilms was 800
mg/L. Wei et al (2006)>, obtained MIC and MBC of 0.625 mg/L and > 10 mg/L,

respectively, in S. mutans biofilms, but there were some differences in study: 1) the

Journal of Antimicrobial Chemotherapy: under review



Journal of Antimicrobial Chemotherapy

bacterium used was S. mutans GS-5; 2) The BHI medium did not have sucrose; 3) the
method used was the microdilution method, similar to the MIC assay for planktonic

cells, in 96-well polystyrene tissue culture plate; and 4) Incubation at 37°C for 24h.

Likewise, as discussed above with planktonic cells, it is difficult to compare the
results of MIC and MBC of CHX in S. mutans biofilm, since different methodologies
can affect outcomes, such as the type and quantity of bacteria present in biofilms,

whether it is mono-or multispecies, or the type of vehicle in which CHX is diluted.

Sub-MIC and MIC concentrations were selected for the SEM experiments and
expression analysis in 18h biofilms and planktonic cells, since this drug at higher
concentrations causes cell death. Eighteen hours biofilms growth was used in the
experiments to observe the microbial behavior even in the stationary phase. The
biofilms were exposed to the drug for a period of five min, to mimic the oral cavity

environment when exposed to CHX during fast mouthwash with the drug.

S. mutans, when organized in biofilms, has different properties than its
planktonic form. Biofilms have a more tolerant phenotype to antimicrobial agents, stress
and host defenses than planktonic cultures, making them difficult to treat’. This means
that the agents’ effectiveness used in prevention of dental caries, specifically targeted to
combat cariogenic pathogens, should be evaluated in biofilms rather than in traditional
liquid cultures’. The patterns of gene expression in biofilms are also differentiated from
those of planktonic cells®®. Since the biofilms differ significantly from planktonic cells,
it i1s necessary to make tests under both conditions in order to better understand the

effect of CHX on these cells.

In this study, methods of RNA extraction from planktonic cells and biofilms

were similar which makes possible the direct comparison of these different conditions
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of the same bacterial micro-organism. The polysaccharides elimination of the biofilm,

as a prior step to extraction® =", was not necessary in our in vitro conditions.

Our results indicated that the expression of 16S S. mutans remained stable when
exposed to CHX environment regardless whether it is in planktonic or in biofilms. This
suggests that the 16S gene can be used as a reference gene on analysis of expression in
the two conditions described above. However, there was an increase variation of 16S
rRNA gene expression, at concentrations 4.5 mg/LL and 800 mg/L in planktonic cells

and biofilms, respectively (Figure 2).

Thus, the use of 16S rRNA as reference gene in planktonic cultures at
concentrations above 4.5 mg/L, and in biofilms of 800 mg/L should be validated to
observe if this expression is constant, or has its variance increased. This gene has been
successfully used as reference gene in studies with S. mutans in biofilm and planktonic

248,17, 31
cells .

The effect of antimicrobial agents in gene expression that are heavily involved in
biofilm formation is of particular interest to dentistry3 %, Tam et al (2006)24 observed that
iodine at sub-concentrations demonstrates molecular effects that are highly associated
with biofilm formation. Koo et al (2006)’" demonstrated that apigenin affect the gtfs

expression on S. mutans UA159.

Our results suggest that the effect of CHX in the gtfs of S. mutans UA 159 is
dependent upon the type of growth organization and the concentration/time of exposure
to the drug. According to our findings, this drug inhibited the gtfs of S. mutans
organized as biofilm but increased the gtfs expression in planktonic cells. This is a clear

indication that CHX may have an adverse effect on the adhesion process of these cells
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on the tooth surface, which is relevant for clinical purposes for controlling oral biofilms

development in vivo.

According to Wade (2010)>, high concentrations of CHX Kkills the cells, and this
is not interesting for the balance of microbiota in the biofilm. Successful antimicrobial
agents are able to maintain the oral biofilm at levels compatible with oral health but
without disrupting the natural and beneficial properties of the resident oral microflora™®.
Thus, in biofilms, low concentrations of CHX may have an anticariogenic effect by
inhibiting the expression of enzymes associated with virulence of S. mutans. In
addiction, reduced concentrations of CHX mouthwash in the mouth could also reduce
some of the adverse effects of drugs (e.g., unpleasant taste, tooth staining and taste
alteration)35.

Radford et al (1992)*, demonstrate that inhibition of biofilm formation in vivo
can occur when using sub-MIC concentrations of CHX by unknown mechanisms.
However, it is possible that the reduction in the formation of the matrix of the biofilm
exposed to low concentrations of CHX (Figure 7) may be related to the affinity of CHX
with proteins, as well as the ability to reduce the expression of some GTFs (Figures 3
and 4). Thus, the consequent reduction in the synthesis of glucan inhibits the formation

of the biofilm matrix.

According to Dunne (2002)*, the antibiotic only kills outer layers of bacteria of
the biofilm, leaving the healthy microorganisms in the inner layers, allowing the growth
of these bacteria later when CHX is not present. It is also noteworthy to understand that
possible conformational changes in biofilm structure (e. g. water channels) may
contribute to the diffusion of CHX further into deeper layers of the bilfilms™. This

variable was not evaluated in our study but it might explain the unexpected difference in
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gtf expression in planktonic and biofilm forms since viable cells might be protected by

the low diffusion rate of the drug in biofilm matrix.

In this work, planktonic cells, when exposed to higher concentrations of the
drug, suffered rupture of membrane (Figure 6). Tattawasart et al (2000)*, found similar
results on the effect of CHX, however, in Pseudomonas stutzeri species sensitive to the
drug. This disruption of the membrane can be explained by the fact that CHX,
positively charged, binds tightly to the membranes of the bacteria because of its
opposite negative charge, causing the disruption of membrane perturbation by these
sites’. Under such microbial stress, it is expected that enzyme expression can be altered

as suggested by figures 3 and 5 (concentration 4.5 mg/L).

CHX reduces the fluidity of cell membranes in two ways: 1) at low
concentrations affects the cell membrane osmoregulatory metabolic ability*', and at
high concentrations, according to Longworth (1971)** and Chawner and Gilbert (1989a,
b, ¢)**** causes the membrane to adopt a crystalline state liquid, losing its structural
integrity and preventing the loss of cellular materials. This loss of intracellular material

in S. mutans was observed in initial biofilms of 2 and 4 h when exposed to higher

concentrations of CHX: 1200 mg/L and 2000 mg/L (data not shown).

In conclusion, our findings indicate that CHX effects against bacteria depended
on the kind of growth organization and the concentration/time of exposure to the drug.
CHX may affect cell walls and intervene with mechanisms of the biofilm formation,
and at sub-lethal concentrations, reduces the expression of some gifs in S. mutans
biofilms, which may exert a anticariogenic effect. From the clinical point of view, the

purpose of using mouthwashes containing antimicrobial, is not the cell death, but the
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control or elimination of mechanisms of virulence of these micro-organisms in biofilms,

as occurs in the oral cavity.
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Table legends

Table 1. Primer sequences used in this study (listed 5' to 3' end) and amplicon sizes.
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Figure legends

Figure 1. Growth of S. mutans planktonic cells (a) and biofilm (b) exposed to different
concentrations of chlorhexidine (CHX). The arrows mean that the approximate value for
MIC and MBC of CHX, in planktonic and biofilm cultures, respectively. Data are
means + SD of three separate experiments run in duplicate. ** p<0.01 as compared to
control condition.

Figure 2.Validation of /6S rRNA as a housekeeping gene in biofilm-forming cells of S.
mutans exposed or not to chlorhexidine. Absolute /6S rRNA Ct-values show relative
constancy under different experimental conditions. Each point represents an
independent experiment run in duplicate.

Figure 3. Influence of sub lethal concentrations of chlorhexidine (CHX) on the gifs
expression. Planktonic S. mutans cells were grown in absence (0, control) or presence
(C2, 2.2 mg/L; C3, 4.5 mg/L) of CHX and subjected to qPCR analysis. mRNA levels of
gifB, gtfC, and gtfD in each sample were normalized by respective /6S rRNA. Then,
vehicle-treated controls were set at 100%, and levels for treatments (C2, C3) were
expressed relative to this value. The results are expressed as the means + SD of three
separate experiments run in duplicate. *p<0.05 and ** p<0.01 as compared to control
condition.

Figure 4. Effects of sub-lethal and lethal chlorhexidine (CHX) pulse-exposition in in
vitro S. mutans biofilms. (a) mRNA levels of g#fB, gtfC, and gtfD in each sample was
normalized by respective /6S rRNA. Vehicle-treated controls were set at 100%, and
levels for treatments were expressed relative to this value. Reduction in gtfs expression
were reached in concentrations > 500mg/L. (b) Cell counts and coefficient of variation
from same batch used in (a), showing significant influences of CHX only in
concentrations >500mg/L. The results are expressed as the means + SD of three separate
experiments run in duplicate. ** p<0.01 as compared to control condition.

Figure 5. Scanning electron micrograph of planktonic S. mutans UA159 cells with and
without treatment with chlorhexidine (CHX). Cells were exposed to CHX at 4.5 mg/L.
Note that after 4 h and 6 h of CHX incubation, several wilted cells with spilled
intracellular material could be observed (15 kV and 13.000x of magnification).

Figure 6. Scanning electron micrograph of S. mutans UA159 early biofilm, with and
without treatment with chlorhexidine (CHX). Biofilms were exposed to CHX which
was presented as a gradual decreasing in both the cells’ chain length and their matrix
when exposed at 1.1, 4.5 or 72 mg/L concentrations (15 kV and 1.300x of
magnification).
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Table 1. Primer sequences used in this study (listed 5' to 3' end) and amplicon sizes.

Primers
(Q RT- Sequence 5’- (Forward/Reverse) Prsoi(zlgd
PCR)
190 bp

16SRNA CGGCAAGCTAATCTCTGAAA/GCCCCTAAAAGGTTACCTCA

SMUSI0 1GATTCGTGGTATCGTCCTAA/GTTGAGACTTTCTTGGCTGCT 199 bp

(g4D)

51\/(1;}]13())04 CGAAATCCCAAATTTCTAATGA/TGTTTCCCCAACAGTATAAGGA  197pb

Sl\gflc()’% ACCAACCGCCACTGTTACT/AACGGTTTACCGCTTTTGAT

161bp
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Figure 1.
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Figure 2.
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Figure 3.
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Figure 4.
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Figure 5.
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Figure 6.
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4 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados deste trabalho, € licito concluir que:

e Os Streptococcus mutans foram prevalentes nas criancas com e sem carie dentdria e nao

indicaram um risco direto para o desenvolvimento de lesdes cariosas;

¢ A Concentragdao Bactericida Minima (CBM) da clorexidina (CHX) em biofilmes foi

cerca de 40 vezes maior que a CBM da CHX nas células plantdnicas;

® As células plantonicas expostas a CHX foram reduzidas por 6 vezes ou mais a partir das
concentracdes acima da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), enquanto as células do

biofilme, foram reduzidas por 2,5 vezes ou mais a partir das concentragdes sub-CBM;

¢ A CHX aumentou a expressao de algumas gtfs nas células plantdnicas, ao mesmo tempo

em que diminuiu a expressao das gtfs nas células dos biofilmes;

e A CHX, em concentragdes crescentes, provocou rompimento da membrana das células
plantdnicas, e diminuiu as cadeias celulares e a formagdo de matriz nos biofilmes

iniciais;
e O efeito da CHX nos S. mutans depende do tipo de organizagao das células (plantdnico

ou biofilme), do padrdo de crescimento e do tempo de exposi¢do e concentracdo da

droga.
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A presenca da microbiota bucal residente € essencial para a saude oral, pois se
esta microbiota for eliminada, podem ocorrer infecgdes provocadas por patdgenos
exdgenos oportunistas (Wade, 2010). Deste modo, um desafio significante para o futuro
serd o desenvolvimento de produtos que melhorem a condi¢@o clinica do paciente, por
meio do controle adequado do biofilme patogénico, e ainda preservem os beneficios de
uma microbiota oral residente normal (Marsh, 2010). O efeito de agentes
antimicrobianos na expressdo de genes que sdo fortemente envolvidos na formagao do
biofilme € de especial interesse para a Odontologia, pois estudos desta natureza podem

indicar as doses adequadas de antimicrobianos orais para uso clinico.

Frente ao exposto, o objetivo da utilizacdo de colutdrios bucais contendo
antimicrobianos, especialmente do ponto de vista clinico, ndo € a morte celular, mas sim
o controle ou elimina¢dao de mecanismos de viruléncia destes micro-organismos em
biofilmes, como ocorre na cavidade bucal. Concentra¢des mais reduzidas de clorexidina
nos enxaguatorios bucais também podem reduzir alguns dos efeitos adversos da droga,
como o sabor desagraddvel, a pigmentacdo dos dentes e a alteracdo do paladar. Estudos
futuros serdo necessdrios para melhor se entender o mecanismo de desenvolvimento da
carie dentdria em pacientes de risco a doenga, assim como estudos sobre a acdo da
clorexidina, utilizando para este fim, técnicas moleculares e modelos de biofilme
multiespécie, visando a determinacdo de concentragdes ideais que permitam a presenca

de um biofilme dental associado a saude.
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