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RESUMO

O estudo das formas de retengdo de fons no biofilme dental e dos mecanismos de
disponibiliza¢do destes para o fluido do biofilme é importante para o entendimento do
papel destes reservatérios em interferir na dindmica do processo de formacdo da cérie
dental. Sabe-se que o fluoreto (F) estd ligado ao biofilme por interagdo com fons calcio
(Ca). Um dos reservatdrios que estes dois fons podem formar é o F ligado ao Ca na
superficie de bactérias e proteinas da matriz extracelular. Quando o pH do biofilme diminui
apls a exposicdo a carboidratos fermentaveis, a liberacdo destes ions poderia diminuir o
potencial de perda mineral, mas isto ndo estd claro na literatura. Além disso, hd evidéncias
de que um pré-bochecho com Ca aumente a retenc¢io de F no biofilme e entender a cinética
de ligacdo e liberacdo destes fons pode ser uma estratégia importante para o
desenvolvimento de métodos que os mantenham por mais tempo no biofilme dental. Assim,
o objetivo deste trabalho de tese foi estudar a cinética de ligacdo de Ca e F na superficie
bacteriana e sua liberacdo em funcio do tempo e do pH do meio. A bactéria Streptococcus
mutans cepa IB 1600 foi utilizada em todos os experimentos. Foram realizados
experimentos sequenciais in vitro para avaliar a cinética de ligacdo e liberacdo de Ca a
superficie de S. mutans utilizando solu¢des contendo O (controle), 1 ou 10 mM de Ca. A
capacidade de liberacdo deste reservatdrio também foi avaliada em situagdo que simula a
queda do pH. Além disso, foi avaliada a capacidade e cinética de ligacdo de F, na
concentragdo de 52,6 uM F (1 ppm F), mediada por Ca, as bactérias. A quantidade de Ca e
F ligada as bactérias foi estimada apds extragdo desses ions da superficie bacteriana com
acido forte, utilizando dosagem colorimétrica e eletrodo ion-especifico, respectivamente.
Curvas e parametros de cinética de ligacdo e liberagdo foram calculados e avaliados como
fendmenos bioquimicos. Os resultados mostraram que a ligacdo de Ca a S. mutans € funcao
da concentracdo do meio e mostrou ser um fendmeno rapido, onde a méxima saturacao é
alcangada nos primeiros minutos. Por outro lado, a cinética de liberacdo mostrou ser um
fendmeno mais lento, onde significativa quantidade de ions € encontrada ligada as bactérias
mesmo apds 60 min de tratamento com solugdo livre de Ca. Ademais, a liberacdo parece

ser funcdo direta do pH do meio e ndo influenciada pela quantidade de Ca previamente
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ligada. A ligacdo de F as bactérias também mostrou ser um fendmeno rdpido, mas nio
dependente da concentracdo de Ca ligado as bactérias. A ligacdo deste ultimo também nao
foi afetada pela presenca de F no meio. De forma geral, os resultados sugerem que a ligacio
de Ca na superficie bacteriana pode funcionar como um importante reservatorio capaz de
perdurar por um significativo periodo de tempo e ser prontamente liberado para o fluido do
biofilme durante uma queda de pH. Além disso, a ligacdo de F as bactérias parece ndo ser

influenciada pela presenca de Ca.

Palavras-chave: placa dentaria, Streptococcus mutans, calcio, fldor, carie dentaria.
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ABSTRACT

The study of the retention of mineral ions in dental biofilm and their release to the biofilm
fluid is important to understand the role of these reservoirs to interfere with the dental
caries process. It is known that fluoride (F) is bound to the biofilm by interaction with
calcium (Ca) ions. One type of reservoir formed is Ca-F bridging in bacteria surface and in
proteins of the extracellular matrix. When pH drops in dental biofilm after a sugar exposure
and a subsaturation state is established, favoring dental demineralization, the ions released
from these reservoirs could reduce the potential for mineral loss, but this is unclear in the
literature. Furthermore, there is evidence that a Ca pre-rinse increases F retention in biofilm
and to evaluate the kinetics of binding and release these ions could be an important strategy
to the development of methods that keep them for longer periods in the dental biofilm.
Thus, this study aimed to evaluate the kinetics of Ca and F binding and release from
bacteria surface as a function of time and pH. Streptococcus mutans IB 1600 was used in
all experiments. In vitro studies were conducted to evaluated the kinetics of Ca binding and
release using treatments solutions containing 0, 1 or 10 mM Ca. The release capacity also
was evaluate after a pH drop. Furthermore, the binding capacity and kinetics of fluoride at
52.6 uM F (1 ppm F) to bacteria was evaluated. The amount of Ca and F bound to bacteria
after equilibrium with treatment solutions was determined in the bacterial pellet after
treatment with strong acid, using a colorimetric method and F electrode, respectively.
Curves and parameters of binding and release were calculated and treated as biochemical
phenomena. Results showed that Ca binding to S. mutans is concentration-dependent and
rapid, with maximum saturation achieved in the first minutes. On the other hand, Ca release
was shown to be a slower phenomenon, since a significant amount of ions was still bound
after 60 min of treatment with Ca-free solution. Moreover, the Ca release seems to be a
direct function of media pH and not influenced by the amount of Ca previously bound. F
binding to bacteria also shown to be a rapid phenomenon, but independent of Ca
concentration in bacteria. Also, Ca binding was not affected by F presence in the treatment
solution. In summary, the results suggest that ions bound to bacterial surface could be an

important reservoir able to persist for a significant period of time and be released into the
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biofilm fluid during a pH drop. Furthermore, F binding to bacteria seems not to be

influenced by Ca previously bound.

Key words: dental plaque, Streptococcus mutans, calcium, fluoride, dental caries.
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1 INTRODUCAO

A carie dental € uma doenga biofilme-agicar dependente, que se caracteriza
pela progressiva perda de minerais do dente decorrente das constantes queda de pH
induzidas pelo metabolismo bacteriano quando o biofilme € exposto a carboidratos
fermentdveis (Fejerskov, 1997). Fisico-quimicamente a queda do pH acarreta um
desequilibrio no estado de saturag¢do do fluido do biofilme em relagdo ao mineral do dente e
este tende a se dissolver.

Tem sido sugerido que a capacidade de retencdo de ions Ca e F no biofilme
dental na forma de depdsitos minerais (Kaufman & Kleinberg, 1976) e/ou ligados a
grupamentos anidonicos das paredes das bactérias (Rose et al. 1993; 1996) e proteinas da
matriz do biofilme (Gao et al. 2001), pode funcionar como reservatorios de ions a serem
liberados para o fluido do biofilme durante a queda do pH e interferir no grau de saturagcao
deste, reduzindo a perda mineral da estrutura dental. De fato, tem sido observado um
aumento significativo na concentracio de Ca no fluido do biofilme apds desafio
cariogénico (Margolis & Moreno, 1992; Rankine et al. 1996; Tanaka & Margolis, 1999;
Tenuta et al. 2006), o que tem sido atribuido a liberacdo destes reservatorios. No entanto,
estudos que avaliaram a dindmica dessa ligacdo e sua importdncia s3o escassos e
particularmente em relacdo aos fons ligados as bactérias, existem poucos trabalhos na
literatura que se ocuparam em investigar a dindmica desta ligacdo (Rose et al. 1993; 1996).

A retengdo de F no biofilme dental é mediada por Ca seja na forma de minerais
precipitados (tipo CaF,), ou ligado a superficie bacteriana e proteinas da matriz do biofilme
(Rose et al. 1996). A formacgao do “CaF,” prevé que se atinja no meio uma concentragao de
fons Ca e F que supere o produto de solubilidade desse mineral, o que aconteceria
preferencialmente apds exposicido a agentes fluoretados contendo alta concentracdo de F,
como produtos para uso profissional.

Por outro lado, a retencdo de F ligado ao Ca na superficie de bactérias ou
proteinas no biofilme seria a forma mais comum e duradoura de manutencdo do ion no
biofilme. Rose et al. (1993; 1996) mostraram que a quantidade de ions Ca e F ligados as

bactérias ¢ menor em pH 5,0 quando comparado ao pH 7,0, e isto tem suportado a hipétese



que durante a queda do pH haveria disponibilizacio destes fons para o fluido do biofilme,
mas isto nunca foi estudado em detalhes.

Além disso, nos ultimos anos tem havido uma preocupacdo em potencializar o
efeito do F como estratégia para aqueles individuos severamente acometidos pela doenca
carie (Vogel et al. 2008). Medidas que visam enriquecer estes reservatorios devem estar
fundamentadas em estudos que avaliam a capacidade destes fons em permanecer por um
longo periodo de tempo no biofilme dental. Assim, estudar as formas de reteng¢do de fons
Ca e F no biofilme dental e dos mecanismos de disponibilizacdo destes para o fluido do
biofilme é fundamental para entendé-los com um reservatério 14bil de fons capaz de

interferir no processo da carie dental.



2 REVISTA DA LITERATURA

2.1 Biofilme dental — Consideracoes Gerais

O biofilme dental consiste de uma comunidade de microrganimos aderida a
superficie do dente, imersa em um material amorfo denominado matriz extracelular. Cerca
de 70% do volume total do biofilme é constituido por células bacterianas — dentre elas, o
género estreptococos € dominante (Macpherson et al. 1991); o restante é ocupado pela
matriz extracelular que envolve e confere integridade estrutural a massa bacteriana (Marsh,
2004). A matriz € constituida de polimeros sintetizados pelas bactérias, macromoléculas e
outros elementos derivados da saliva e fluido gengival. Permeando e constituindo o
biofilme dental hd a porcdo liquida denominada fluido do biofilme que desempenha papel
central na dindmica de manuten¢do da integridade do mineral do dente (Margolis &
Moreno, 1994).

Os principais componentes organicos do biofilme sdo as proteinas bacterianas e
salivares que compreendem aproximadamente metade do peso seco do biofilme. Além
disso, macromoléculas como carboidratos e lipidios também tém destaque no meio
extracelular do biofilme dental. Muitos carboidratos da matriz consistem de polimeros de
glucanos, que compreende 10-20% do peso seco do biofilme, e frutanos, 1-2% do peso
seco, e sdo sintetizados pelas proprias bactérias a partir de acucares da dieta, principalmente
a sacarose (Gibbons, 1968; Wood, 1969; Hotz et al. 1972).

Os componentes inorganicos contribuem com aproximadamente 5% a 10% do
peso seco do biofilme e contém basicamente ions minerais de célcio (Ca), fésforo
inorganico (Pi) e fluoreto (F). Dentre estes, o fluoreto tem destaque, pois em baixas
concentracdes nos fluidos orais € capaz de interferir significantemente no processo de
formacdo da cérie dental (ten Cate, 1997). Estes componentes inorganicos podem estar
dissolvidos na por¢do liquida da matriz extracelular (fluido do biofilme), ou presentes de
forma insoluvel, na por¢do solida da matriz extracelular (Pearce, 1998).

A cariogenicidade do biofilme estd fortemente relacionada a sua composicao

orgdnica e inorganica. Assim a presenca de polissacarideos na matriz do biofilme



determina, quando da ingestdo de carboidratos fermentdveis, uma queda mais acentuada do
pH na interface dente-placa (Fu et al. 1991; Zero et al. 1992; Zero, 1995). Por outro lado, a
integridade da estrutura mineral dos dentes no meio bucal é determinada pela saturacdo da
por¢ao aquosa do biofilme com relacdo aos fons que a compdem. Assim, a concentragio de
ions cdlcio, fosfato inorganico e hidrogénio determina o grau de saturacdo do fluido do
biofilme em relacdo ao produto de solubilidade do esmalte (Margolis et al., 1988; Moreno
& Margolis, 1988; Margolis & Moreno, 1992), definindo se haverd ou ndo

desmineralizacdo quando das quedas de pH.

2.2 Componentes Inorganicos (Ca, Pi e F) do Biofilme e Carie Dental

Ao longo de décadas a composi¢@o inorganica do biofilme dental vem sendo
pesquisada. Por algum tempo a maioria destes estudos tiveram como objetivo estabelecer a
correlacdo entre as concentragdes inorganicas do biofilme dental e a experiéncia de cérie.

Neste sentido, Ashley em 1971, realizou um estudo cujo objetivo foi relacionar
a prevaléncia de carie com as concentracdes de calcio e fosforo no biofilme dental de
estudantes, e associar a frequéncia de ingestdo de agucar das udltimas 48 horas. Todos
voluntérios receberam profilaxia e polimento, a fim de padronizar as condigdes inicias de
presenca de biofilme, e foram orientados a ndo escovarem seus dentes por 48 horas. Apds
coleta dos dados de ingestdo de acucar nas ultimas 48 horas, todos voluntarios mastigaram
uma bala agucarada para padronizar a ultima exposicdo e 30 min apds o biofilme foi
coletado. Os autores concluiram que individuos com baixo indice de cdrie tinham
significativamente maior nivel de cdlcio (p<0,05), fésforo inorganico (Pi) (p<0,001) e
fosforo total (p<0,01) e uma significantemente menor ingestdo de acucar no periodo de 48
horas (p<0,05), quando comparados a individuos com atividade de carie.

Ashley (1977), na tentativa de relacionar o efeito da saliva da pardtida, a
exposi¢do a acucar, as concentracdes de Ca, Pi no biofilme e a prevaléncia de cédrie em
distintas regides da cavidade oral, recrutaram 99 voluntdrios jovens para participarem do
estudo que envolveu a coleta de saliva, profilaxia e 48 horas de abstencdo de escovagdo

dental antes da coleta do biofilme dental. Os resultados deste estudo mostraram que a



concentracdo de Ca e Pi no biofilme estd relacionada as concentragdes destes fons presente
na saliva da parétida. Além disso, observaram uma correlagdo negativa entre a frequéncia
de exposi¢do a agucar, quando comparada a concentragdo destes ions no biofilme dental. A
mesma correlagdo foi observada também para o indice CPOS dos voluntérios.

Prosseguindo seus estudos, Ashley, em 1975, realizou uma pesquisa sobre a
relacdo entre os niveis de Ca e Pi no biofilme e o CPOS em meninos de 11 a 14 anos que,
durante esse estudo fizeram uso de dentifricio sem fluoreto. Ao longo de 2 anos, trés visitas
foram programadas para coleta de biofilme e dados clinico/radiografico; a primeira 6 meses
apo6s o inicio do estudo, 12 e 24 meses. Os resultados deste estudo mostram que na visita
dos primeiros 6 meses ndo houve correlacdo significativa entre o indice de cdrie e a
concentracdo de Ca e Pi. Explicaram os autores que possivelmente o curto periodo entre o
primeiro exame e a coleta dos primeiros dados, n3o tenha sido suficiente para o
desenvolvimento de lesdes nestes individuos. Nas outras duas, significativa correlagdo foi
observada entre a menor concentracio de Ca e Pi, e o maior indice CPOS dos voluntarios.

Agus et al. (1976) realizaram um estudo observacional comparando a
experiéncia de cérie e a concentracio de fluoreto no biofilme de 72 escolares com idade de
9 a 13 anos residentes em Katoomba, Sydney e Yass, na Austrdlia, que continham na dgua
de consumo: menos de 0,1 ppm F; 1,0 ppm F quatro anos antes do estudo; e 1,0 ppm F
dezesseis anos antes do estudo, respectivamente. A média das concentracdes de fluoreto no
biofilme dos escolares de Katoomba foi de 13,5 ppm, enquanto em Sidney foi de 22,6 ppm
e em Yass 25,6 ppm (peso seco). Foi observada uma associagdo inversa significativa da
concentracdo de fluoreto no biofilme daqueles individuos com experiéncia de carie da
cidade de Sydney e também quando analisada toda a amostra.

Em estudo longitudinal, Ashley & Wilson (1977) acompanharam por 3 anos a
incidéncia de carie de 51 escolares e a composi¢do do biofilme dental coletado aos 12, 24 e
36 meses apés o exame inicial. Os resultados deste estudo corroboraram com seu estudo
anterior onde significativa correlacdo foi observada entre a menor concentracao de Ca, Pi e
fosforo orginico e o aparecimento de novas lesdes de cérie. Além disso, observaram uma
correlagdo direta entre o surgimento de lesdes de cérie e a concentragdo de carboidratos

intracelulares do biofilme dental.



Schamschula et al. em 1977, estudaram as concentragdes de Ca e Pi, e de
elementos tracos (encontrados em menor concentracdo) em amostras de biofilme de 72
escolares residentes em cidades com diferentes concentragdes de F na dgua de
abastecimento (mesmas cidades do estudo de Agus et al. 1976). Pelos resultados obtidos,
os autores ndo observaram diferencas significativas das concentracdes de Ca e Pi para as
trés cidades. Elementos tracos com Zn, K e Mg mostraram-se diferentes entre as
populagdes das diferentes cidades, porém sem associagdo significativa com a presenca de F
na dgua de abastecimento.

Gaugler & Bruton (1982) avaliaram a concentracdo de F no biofilme de jovens
recrutas com ou sem experiéncia de cdrie. O estudo consistiu em coleta da coleta de
biofilme destes voluntdrios e em laboratdrios, os autores realizaram extragdes seriadas de
fluoreto no biofilme de modo a estimar a porcentagem liberada em cada condi¢do: dgua,
HC10,5M 7 °C e em HCI1 0,5 M a 60 °C. Cerca de 50% do total de F foi encontrado ja na
extragdo em dgua, aproximadamente 45% no tratamento com dcido gelado e o restante, que
os autores chamaram de fortemente ligados, no extrato quente com HCl 0,5 M. Houve
significativa diferenca da concentracdo de F no biofilme de individuos livres de carie,
quando comparado aquele cdrie-ativo; mas as parcelas de F encontradas nos diferentes
extratos foram similares quanto a experiéncia de cérie dental.

A relagdo entre a concentracdo de F na dgua de abastecimento e a concentracao
inorganica (Ca, Pi, F e H") do biofilme dental também foi avaliada por Grobler et al. (1982)
em 149 criangas de cidades da Africa do Sul. Os resultados mostraram que a concentragio
de F e Pi estavam diretamente correlacionados a maiores concentracdo de F na dgua de
abastecimento. J4 a concentracdo de Ca e o pH do biofilme, mostrou uma correlacao
inversa a concentragdo de F. A hipdtese levantada por estes autores para explicar estes
achados estd baseada no esgotamento do reservatdrio de Ca que pode estar ocorrendo pela
reversao da desmineraliza¢io na presenca de baixos valores de pH.

Estudando a associacdo entre as concentracdes de Ca e Pi do biofilme e sua
relacdo com a carie dental, Shaw et al. (1983) coletaram amostras de biofilme e saliva de
55 criangas entre 13 e 15 anos: 23 destas eram livres de cdrie, enquanto as outras 32

apresentavam evidéncias de alta atividade de carie com um CPOS médio de 25,9. A



concentracdo média de Ca no biofilme das criancas no grupo livre de cérie foi 3,57 pg/mg
(peso seco), comparando com 1,63 ug/mg no grupo cérie-ativo. Diferengas significantes
similares foram encontradas entre os niveis de Pi no biofilme. Na saliva, apenas a
concentracdo de Pi mostrou-se significantemente maior nas criancgas livre de cérie.

Nobre dos Santos & Cury em 1988, reportaram as mudancas na concentraciao
de F no biofilme dental de criancas durante a paralisacdo da fluoretacdo da 4dgua de
abastecimento publico em Piracicaba, SP. Observaram antes da descontinuidade, a
concentracdo de F no biofilme era 21,7 ng/mg; depois da paralisacdo, os niveis de F cairam
para 1,7 ng/mg; mostrando a profunda diminuicdo da concentracdo deste ion na auséncia
desta medida preventiva. Os autores observaram ainda que ap6s a refluoretacdo da dgua de
abastecimento, os niveis de fluoreto no biofilme aumentaram para 17,3 ng/mg e que Ca e Pi
nio alteraram durante a interrup¢do da fluoretacio da 4gua de abastecimento (dados
referenciados em Ellwood ef al. 2008)

Tatevossian (1990a) em um estudo de revisdo, descreveu que a concentracdo de
fluoreto total no biofilme varia de 5 a 10 ppm (peso iimido). O autor relata que existem dois
“pools” de fluor no biofilme: menos de 5% do flaor total esta no fluido do biofilme como
ion livre, e a grande porcdo restante do fldor total é designado como F ligado (cerca de
95%, que pode ser extraido por dcido perclérico 0,5 M). O autor discutiu que ha evidéncias
que o flior ndo idnico pode ser liberado pela queda do pH produzida pela fermentacdo
bacteriana de carboidratos, mas isto provavelmente nao alcanga uma concentragdo iOnica
suficiente para exercer uma significante inibi¢ao da acidogénese do biofilme.

Wilson & Ashley (1990) avaliaram a relagdo entre a composi¢@o inorganica do
biofilme e o breve histérico de exposi¢cao a carboidratos em individuos jovens. Neste estudo
foram recrutados 45 adolescentes do sexo masculino e 75 do sexo feminino e acompanhado
seu histdrico de ingestio de carboidratos quanto ao tempo da ultima exposi¢do, a frequéncia
e o total de acicar ingerido nas ultimas 24 horas. Os autores estabeleceram correlacdes

entre estas varidveis, o sexo e o local de coleta da placa (proximais ou vestibulares/liguais).
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Correlagdo mais importante encontrada foi entre a composi¢do do biofilme quanto

o

concentracdo de Ca, Pi e carboidratos soliveis e o tempo da ultima exposi¢dao

carboidratos.



A frequéncia de exposicao a sacarose e sua influéncia na composic@o organica e
inorganica do biofilme foi avaliada por Cury et al. (1997), em um estudo in situ, cruzado,
composto de quatro fase de 28 dias cada, no qual 12 voluntdrios utilizaram dispositivos
intra-orais contendo blocos de esmalte que foram submetidos a exposicdes a sacarose 0, 2,
4 e 8 vezes ao dia. Os resultados mostraram que a frequéncia de exposi¢ao a sacarose reduz
significativamente a concentracdo de F (7x), Ca (3x) e Pi (10x) no biofilme dental e leva a
um aumento (3x) de polissacarideos extracelular insoliveis (PECI) quando comparado ao
biofilme formado na auséncia de exposi¢do. Os autores discutem ainda que,
matematicamente em termos de peso, o aumento da massa do biofilme pela presenca de
polissacarideos ndo explica proporcionalmente a redu¢do da concentragdo idnica
encontrada.

Dando continuidade a estes estudos, Cury ef al. (2000) demonstraram que a
menor concentracdo de Ca, Pi e F no biofilme formado na presenca de sacarose ndo parece
estar relacionada unicamente pela alta quantidade de polissacarideos insoldveis, uma vez
que os monossacarideos constituintes da sacarose, glicose e frutose, também promovem
diminui¢do da concentragdo inorganica do biofilme, embora ndo sejam substrato para a
producdo de polissacarideos insoliveis. Os autores reforcam que a cariogenicidade do
biofilme formado na presenca de sacarose nio deve ser atribuida somente ao aumento da
porosidade, mas também deve ser funcdo importante da diminui¢do da concentracdo destes
ions.

Com o objetivo de avaliar a influéncia da concentracio da sacarose na
composi¢cdo do biofilme e na desmineralizacio dental, Aires et al. (2006) realizaram estudo
in situ, cruzado, boca dividida, com 3 fases de 14 dias. Doze voluntérios participaram do
estudo utilizando dispositivos palatinos contendo 4 blocos de esmalte humano. A cada fase
experimental dois tratamentos eram avaliados, considerando que cada dois blocos
colocados de um lado do dispositivo recebiam tratamento diferente, que foi aleatoriamente
determinado: dgua dd e sacarose 1%, sacarose 10% e 20%, sacarose 5% e 40%. Durante o
periodo experimental, os voluntérios utilizaram dentifricio ndo fluoretado e consumiam
agua otimamente fluoretada (0,6-0,8 mgF/L). Acidogenicidade, composi¢cdo inorgénica e

conteido de polissacarideos no biofilme formado sobre os blocos, € mudangas na



microdureza (de superficie e em secg¢do transversal) do esmalte foram analisados. Os
achados sugeriram que 5% € o limiar de concentracdo de sacarose para a formacdo de um
biofilme com propriedades acidogénicas e menores concentra¢des inorginicas, capaz de
promover o desenvolvimento de carie dental.

Ccahuana-Véasquez et al. (2007) mostraram que, quando a frequéncia de
exposicio ao desafio cariogénico estd associado ao uso de dentifricio fluoretado, a perda
mineral € significativa em frequéncias acima de 6 vezes ao dia, contudo, alteragdes
bioquimicas e microbioldgicas do biofilme estdo presentes em frequéncias menores.

Vale et al. (2007), avaliaram a composi¢do microbioldgica e bioquimica do
biofilme dental formado in situ na presenca de sacarose ou glicose + frutose por 3, 7 e 14
dias e sua relacdo com a desmineralizacdo do esmalte dental. Como conclusdo, os autores
entenderam que o biofilme formado por trés dias na presenca de alta exposi¢do a sacarose
ja apresenta mudancas profundas na sua composi¢do inorgadnica e organica, enquanto a
perda mineral se mostrou significativa com sete dias.

Paes Leme et al. (2006), em revisdo, discutem o papel da sacarose como o
carboidrato mais cariogénico dentre os acucares da dieta e seu papel no aumento da
cariogenidade do biofilme. Este carboidrato além de ser fermentavel a acidos, é substrato
para formacao de polissacarideos no biofilme o que acarreta em mudancgas significativas na
matriz do biofilme. Os autores exploram também o papel dos componentes inorganicos do
biofilme dental e diante das claras evidéncias que o biofilme formado sob alta frequéncia de
exposicdo a sacarose tem menor concentracdo inorginica, os autores lancaram mdo de
hipdteses para tentar explicar este fendmeno. Uma das hipdteses levantadas estar
relacionada as frequentes queda do pH induzida pela metabolizagdao da sacarose, promover
a liberacdo dos reservatorios minerais destes ions no biofilme dental e sua difusdo para a
saliva. Entretanto os autores lembram que o biofilme com menores concentragdes
inorganicas sdo coletados 10-12 h apds a ultima exposicdo a sacarose e que haveria tempo
suficiente para o restabelecimento das concentragdes destes fons pela acdo da saliva. Outra
hipétese levantada por estes autores explicar apenas a menor concentracdo do F pela
precipitacdo do mineral menos soluvel de fluorapatita no mineral do dente, mas ndo a de Ca

e Pi. A menor concentragdo de Ca e F poderia ser explicada também pelo esgotamento do
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reservatorio de fons ligados a parede de bactérias ou ainda pela reducdo da densidade
bacteriana devida a alta concentracdo de polissacarideos extracelular insoldvel presente no
biofilme formando na presenga de sacarose. Entretanto, os autores concluem que os dados
presentes na literatura nao suportam totalmente as hipéteses levantadas e afirmam que
pesquisas sobre o perfil protéico da matriz extracelular poderia indicar o caminho para
explicar a menor concentragdo inorganica encontrada no biofilme dental cariogénico.

Leitdo et al. (2012), em um estudo in vitro, avaliaram o efeito da matriz
extracelular rica em polissacarideos extracelular insolivel (PECI) em diminuir a densidade
bacteriana e consequentemente reduzir o nimero de sitios de ligacdo de Ca no biofilme,
hipétese esta que poderia explicar a menor concentracdo de Ca no biofilme formado sob
alta frequéncia de exposi¢do a sacarose. Neste estudo, a bactéria S. mutans foi crescida em
caldo contendo 1% de sacarose (para permitir a formacao de PECI) ou em caldo contendo
0,5% glicose + 0,5% frutose (ndo substrato para formacdo de PECI) e tratadas com solucao
contendo 1 ou 10 mM Ca. O pellet bacteriano sem tratamento foi analisado quanto a
concentracdo de PECI, proteinas bacterianas (indicador de biomassa) e concentracdo inicial
de Ca. Os autores mostraram que o biofilme formado na presenca de sacarose tem
concentracdo 10 vezes maior de PECI quando comparada aquele crescido na sua auséncia;
menor concentracdo de proteinas bacteriana (biomassa) e menor concentragdo de Ca
inicialmente ligado. Entretanto a capacidade de ligacdo de ions nestas bactérias depois do
tratamento com solu¢des de Ca foi similar para ambas as condi¢des de cultivo mostrando
que a presenca de PECI ndo parece influenciar a capacidade de formacao deste reservatorio

de fons ligado as bactérias.

2.3 Concentraciio de fons no Fluido do Biofilme e Carie Dental

Com o objetivo de avaliar a cinética do fosfato inorganico (Pi), Na e K no
fluido do biofilme, Tatevossian & Gould (1979) conduziram um experimento no qual o
biofilme dental formado em 24 horas, foi estudado apds bochecho com 4gua, sacarose a
20% e fostato 0,12 e 0,5 M. O biofilme foi coletado nos tempos 0, 5, 10 e 15 minutos apds

cada bochecho. Seus resultados mostraram que houve um aumento na concentra¢do de Pi
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no fluido do biofilme, o que poderia exercer um efeito local de curta duragdo, por acdo de
massas, sobre a dissolucdo e remineralizacao do esmalte.

Moreno & Margolis (1988) fizeram um estudo no qual a composicao do fluido
do biofilme foi determinado em 50 estudantes (18 a 22 anos de idade), que se abstiveram de
higiene bucal por 36 horas e ndo comeram ou beberam por pelo menos 1 hora antes da
coleta do biofilme. Os resultados mostraram que a composi¢do inorganica do fluido do
biofilme foi similar aquele ja encontrado por outros autores. Observaram que quando o pH
inicial no fluido excedeu 6,5, o fosfato contribuiu significantemente para a capacidade
tampao, e que, o produtos de atividade i0nica calculados sugerem que o fluido do biofilme
€ saturado em relacdo aos minerais do esmalte.

Margolis et al. (1988) analisaram a composi¢do do fluido do biofilme de
individuos agrupados de acordo com a idade (8 a 11, 14, 17, 18 a 25 anos ) e indice de
caries (livres de carie — CF, CPOS = 0; e susceptiveis a ciarie — CS, CPOS > 10). Os
voluntdrios receberam profilaxia dental uma semana antes da coleta do biofilme e foram
orientados a ndo realizar higiene oral por 48 horas, € ndo comeram ou beberam pelo menos
uma hora anterior a coleta. Avaliagdes indicaram que o fluido do biofilme € supersaturado
em relacdo ao esmalte e ao fosfato dicdlcio diidratado (Ca.HPO4.2H,0), com um
significante maior grau de saturacdo para aquele individuos livres de cérie. Os resultados
sugeriram que o fluido do biofilme de individuos CF tem um maior potencial de
remineralizacdo em relacdo aos individuos CS.

De acordo com Tatevossian (1990b), de aproximadamente 82% de dgua no
biofilme, apenas 30 a 35% € extracelular e permea toda a estrutura tridimensional da matriz
do biofilme, os microrganismos e a superficie do dente. Esta por¢do pode ser obtida por
centrifugacido e € denominado fluido do biofilme. O fluido do biofilme tem
aproximadamente duas vezes a capacidade tampdo da saliva em repouso e contribui por
volta de Y4 com a capacidade tampao total da placa. Este autor cita Carey et al. (1986); e
Moreno & Margolis (1988), que afirmam que a capacidade tampao do fluido do biofilme é
de interesse primdrio durante flutua¢des no pH, justamente porque esta € uma importante
varidvel na determinacdo do grau de saturacio no fluido do biofilme. Mais ainda, o autor

afirma que o Ca e Pi sdo fons comuns na determinagdo das for¢as que conduzem o grau de
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saturacdo, e este ird estabelecer o ponto no qual o esmalte sob o biofilme sofrerd
desmineralizacao.

Margolis (1990), durante o simpdsio sobre “Fluido da placa e propriedades da
interface placa/esmalte”, apresentou as seguintes consideragdes: as mudancas quimicas
induzidas pela fermentacdo dos carboidratos da dieta por microrganismos especificos no
biofilme sdo refletidas em mudancas na composicdo do fluido do biofilme dental. A
magnitude de algumas dessas mudangas — por exemplo, mudancgas na atividade de espécies
de 4cidos e no grau de saturagdo em relagdo aos minerais do esmalte — deve, em principio,
estar diretamente relacionada a intensidade do desafio cariogénico. Assim, a importancia do
fluido do biofilme no contexto da cdrie dental estar relacionada as mudangas quimicas
induzidas pela atividade microbiana sao refletidos no meio, o qual estd em intimo contato
com a superficie do esmalte, e que este meio € acessivel a analises quimicas e bioquimicas.

Margolis & Moreno, em 1992, realizaram um estudo com o objetivo de estudar
a composi¢do do fluido do biofilme de individuos livres de caries (CF) e cdries-positivos
(CP) apos exposicdo a sacarose. Em tempos selecionados (7, 15, 30 e 60 minutos) e apos
bochecho com sacarose a 10%, o biofilme foi coletado de superficies com manchas brancas
e superficies integras dos dois grupos para cada individuo. O fluido foi isolado por
centrifugacdo e analisados quanto a concentracdo de 4dcidos organicos, ions inorganicos e
pH. Antes da exposi¢do a sacarose, o fluido do biofilme do grupo CF e de superficies
integras dos voluntarios CP apresentaram maior valor de pH do que as amostras do grupo
CP e de superficies com mancha branca, respectivamente; por outro lado, a composi¢ao
inorganica foi similar. O fluido do biofilme dos voluntirios em jejum mostrou ser
supersaturado em relacdo ao esmalte e ter um grau significativamente maior nas amostras
CF, sugerindo que o fluido no biofilme CF tem um maior potencial de remineralizagdo que
de individuos acometidos pela doenca cdrie. Para todos os tempos examinados, as médias
de pH e grau de saturagdo do esmalte foram baixas e a concentracdo de 4cido lactico foi
maior nas amostras CP do que nas amostras CF. A concentracdo de Ca também aumentou
no fluido do biofilme apds exposicdo a sacarose em niveis similares nas amostras de
individuos CF e CP, apesar da significante menor producdo de acido nas amostras CF.

Estes dltimos resultados parecem estar associados com achados adicionais de que o
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biofilme do grupo CF contém significantemente mais Ca do que as amostras dos individuos
CP. A disponibilidade de ions minerais, como o Ca no biofilme, pode, portanto, ter um
importante papel no controle da desmineraliza¢do do esmalte.

Em 1994, Carey et al. avaliaram a concentragdo de Ca no fluido do biofilme
dental ap6s um desafio cariogénico. Para isso, sete voluntdrios acumularam biofilme antes
da coleta. Amostras do biofilme supragengival foram coletadas antes e cinco minutos apds
um bochecho de sacarose 10%. Os resultados obtidos mostraram que as concentragdes de
cdlcio total e fosfato ndo alteraram significantemente.

Tenuta et al. (2006) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a
concentracdo de Ca, Pi and F no fluido do biofilme dental formado in situ, bem como a
cinética ap0s a ingestdo de carboidratos ou apds a interrup¢do dos desafios cariogé€nicos.
Dezesseis voluntarios utilizaram em 3 fases cruzadas de 15 dias, um dispositivo palatino
contendo 8 blocos de esmalte humano, que foram expostos 8 vezes ao dia a 4gua destilada
deionizada (ADD), solu¢do de glicose a 10% + frutose a 10% (GF) ou solugdo de sacarose
a 20% (S). Apo6s 14 dias de exposi¢do a ADD ou aos carboidratos, os tratamentos foram
invertidos no intuito de entender a relacdo entre os componentes inorganicos do biofilme e
o processo de desmineralizacdo dental. Os resultados mostraram que as concentracdes de
Ca, Pi e F no biofilme total foram menores para os grupos GF e S do que para o grupo
ADD (p<0,05), mas esse efeito nao foi observado no fluido. Apés o desafio cariogénico, Ca
aumentou e Pi diminuiu significativamente no fluido (p<0,05), mas o F ndo se alterou
(p>0,05). Ca, Pi e F no biofilme total aumentaram significativamente 24 h apds a suspensao
do tratamento com GF (p<0,05), e o mesmo efeito foi observado para o Ca apds a
suspensdo do tratamento S, mas essas alteracdes nao foram observadas no fluido (p>0,05).
Os autores concluiram que as diferencas na concentracdo de Ca, Pi e F no biofilme formado
na presenca ou auséncia de sacarose nao se refletem no seu fluido, onde ocorrem as trocas
ionicas com o esmalte. Sugeriram que o alto conteido de reservas minerais do biofilme
formado na auséncia de sacarose poderia ser importante para uma menor cariogenicidade
desse biofilme, porém ele seria esgotado por frequentes quedas de pH quando da exposi¢ao

a carboidratos fermentaveis.
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A dificuldade de entender o papel dos componentes inorganicos do biofilme no
processo de cérie dental estar no fato que, durante a queda do pH, tanto os fons minerais
presentes no biofilme, quanto aqueles da estrutura mineral do dente, serdo mobilizados para
o fluido do biofilme. Neste contexto, Correia et al. (2012) avaliaram a composicdo do
fluido de biofilmes formados em substratos com diferentes graus de solubilidade apds 5
min de exposicdo a carboidratos. Para isto, os autores conduziram um estudo in situ,
cruzado, onde 10 voluntdrios utilizaram dispositivo palatino contendo blocos de esmalte,
dentina e acrilico (controle) que foram expostos 8 vezes ao dia a solucdo de glicose 20%
durante 4 dias. No 5° dia, o biofilme formado sob os diferentes substratos foram tratados
com solucdo de glicose 20% ou agua destilada, e coletados apds 5 min para determinacao
da concentracdo de Ca, Pi e F na por¢ao sélida e fluido do biofilme. O tratamento com dgua
destilada foi considerado controle da exposi¢do ao carboidrato. Os resultados mostraram
que a composi¢ao inorganica da porcao sélida do biofilme ndo alterou significativamente
em relac@o ao substrato no qual ele foi crescido (esmalte, dentina ou acrilico). Observaram
ainda que houve um aumento significativo da concentragdo de Ca no fluido do biofilme
apos exposicao a glicose quando comparado aos valores de baseline (dgua destilada), no
entanto, ndo houve diferenca estatisticamente significante da quantidade destes ions
disponibilizados em fun¢do do substrato. Os valores de Pi e F ndo mostraram um padrao
especifico quanto aos substratos ou aos tratamentos. Discutindo seus resultados, os autores
destacaram a semelhante mobilizacdo de fons Ca do biofilme formado sob o acrilico
quando comparado ao esmalte e dentina. Estes resultados demonstram o potencial destes

reservatorios em interferir na desmineralizacio dental.
2.4 Mecanismo de Retencio de fons no Biofilme Dental

Em 1977, Rolla & Bowen sugeriram uma hip6tese do mecanismo de retencao
de ions no biofilme dental, em que ions Ca da saliva sdo ligados a grupos 4cidos nas

bactérias e os fons F sdo atraidos para o Ca ligado, como contra fons através de forgas

eletrostaticas.
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Nesse sentido, Tatevossian (1981) talvez tenha sido o primeiro autor a avaliar a
ligacdo de Ca em biofilmes dentais. Seu ensaio consistiu em calibrar um eletrodo ion
seletivo com solugdes de concentracdo conhecida de Ca e equilibrd-lo no padrao contendo
1 mM Ca, pH 7,0. Em seguida imergiu “pools” de biofilme dental coletado de voluntarios e
acompanhou a variacdo de milivoltagem em fun¢do do tempo, como indicador da
diminui¢do da concentracdo de Ca na solu¢d@o. Os resultados deste estudo mostraram que
houve reducdo em 30% da concentragdo de Ca na solugdo (indicativo de ligacdo as
bactérias) e a saturacao foi alcangada nos primeiros 10 min.

O efeito do Ca na coesdo do biofilme foi estudado por Edgar, em 1979, pela
observacdo do indice de sedimentacdo de bactérias em solucdo tampdo quanto a presenca
de Ca. Os autores observaram que a adicdo de Ca na suspensio de biofilme favoreceu a
sedimentacdo, presumivelmente pela formagdo de particulas de maiores dimensdes. Estes
resultados suportam a hip6tese de que cations divalentes, particularmente o Ca, t€ém uma
parcela na manutencdo da estrutura do biofilme por favorecer a coesdo entre elementos
estruturais adjacentes. Os mecanismos fisico-quimicos envolvidos neste efeito podem
incluir a neutralizacdo de cargas negativas sobre a superficie das particulas adjacentes
(macromoléculas anidnicas salivares ou bacterianas), reduzindo assim as forcas
eletrostdticas repulsivas e favorecendo a floculagdo, a formacdo de pontes idnicas
divalentes entre as macromoléculas carregadas negativamente ou efeitos de solvatacao.

Sdo escassos na literatura os trabalhos que se ocuparam em avaliar a capacidade
do biofilme de ligar Ca a grupamentos anidonicos presentes na superficie de bactérias e
proteinas da matriz. Rose et al. (1993) estudaram a capacidade de ligacdo e afinidade de Ca
a bactérias presentes na cavidade oral. Em uma camara de didlise, separadas por uma
membrana de celulose, bactérias do gé€nero estreptococos foram equilibradas com solugdo
de CaCl, a 5 mmol/L por 2 horas. fons Ca, por difusio, atravessavam a membrana e
ligavam-se as bactérias no outro lado da camara até que o equilibrio fosse atingido. Os
autores quantificaram a capacidade das bactérias de se ligar a Ca e determinaram a
afinidade dos grupos bacterianos em adsorver e liberar estes fons em fun¢do do pH do
meio. As espécies S. sanguis e S. downei (antigamente denominada de S. mutans sorotipo

h) apresentaram capacidade de ligacdo, em pH 7,0, de 34,7 £ 3,7 ¢ 41,5 £ 5,4 umol de Ca/g
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de pellet bacteriano, respectivamente. Em pH 5,0, apenas a capacidade de ligacdo da
espécie S. downei foi determinada e os valores obtidos foram de 21,4 + 0,8 umol de Ca/g
de pellet. Com essa reducdo de cerca de 50% na capacidade de ligagdo em funcio do pH, os
autores concluiram que, no momento do desafio cariogénico, haveria liberacdo de Ca dos
sitios de ligacdo da bactéria para o fluido do biofilme aumentando o grau de saturacdo do
fluido em relacio ao tecido mineral do dente, reduzindo a desmineralizagdo.
Adicionalmente, utilizando-se de artificios matematicos (equagao de Hill), os autores
perceberam que, na faixa de pH 6,5-7,0, a presenca de Ca determinaria um cooperativismo
positivo entre as bactérias e propuseram um modelo onde o Ca, por ser um fon divalente, se
liga a dois grupamentos anidnicos, ou na mesma bactéria ou entre bactérias adjacentes.
Estes autores ainda simularam uma condicdo de liberacao de Ca em fung¢do da concentragao
presente no meio. Para isto, reequilibraram bactérias que haviam sido previamente tratadas
com solucdes contendo Ca, respectivamente com metade, um quarto, um oitavo da
concentracdo inicialmente equilibrada. Observaram que a curva de liberacdo mostrou-se
diferente da curva de ligacdo. Na tentativa de explicar este fendOmeno, os autores
propuseram que a presenca de polimeros inespecificos da parede bacteriana promovem uma
interacdo célula-célula e isto pode interferir na liberacdo dos ions Ca ligados as bactérias.

Rose et al. (1997) avaliaram a capacidade de ligacdo de Ca dos grupamentos
carboxilicos e fosfatos de diversas bactérias do biofilme dental. Seu estudo consistiu em
isolar paredes celulares de S. mutans, S. oralis, S. gordonii, S. downei, Actinomyces
naeslundii e Lactobacillus casei; manipula-las de forma a remover os grupamentos fosfatos
presentes ou mascarar grupamentos carboxilicos; e comparar a capacidade de ligacdo de Ca
destes isolados com a de pellets de bactérias intactas. Os autores observaram que para os
estreptococos, aproximadamente 75% da capacidade de ligagdo de Ca esteve relacionada
aos grupamentos fosfatos. Actinomyces e Lactobacillus apresentam menor capacidade de
ligar Ca quando comparado aos estreptococos, e os sitios de ligagdo predominantes nestas
espécies foram os grupamentos carboxilicos.

Pouco se sabe sobre o mecanismo pelo qual fons fluoreto podem ficar retidos na
porcao organica do biofilme dental. Rose et al. (1996) propuseram um modelo no qual o F

se liga a fon Ca que previamente estariam ligados a grupamentos anidnicos presentes na
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parede bacteriana e proteinas da matriz. Através de equilibrio de didlise, os autores
observaram que os S. mutans na auséncia de F, apresentavam capacidade de ligacdo de Ca
em torno de 27,7 + 2,8 umol/g de pellet bacteriano. Na presenca de 5 mmol/l de F, a
capacidade da bactéria em ligar Ca foi de aproximadamente o dobro (55,0 £ 8,6 umol/g de
pellet bacteriano) em pH 7,0. Em pH 5,0, houve uma reduc@o na capacidade de ligacgao,
porém manteve-se a propor¢do observada em pH 7,0 de aproximadamente o dobro da
capacidade da bactéria de ligar Ca quando da presenca de 5 mmol/l de F (16,5 + 0,3 pumol/g
na auséncia de F; e 29,9 + 1,2 umol/g na presenca de F). Desta forma, os autores
concluiram que o F seria capaz de quebrar a ligacdo divalente do Ca (Rose et al., 1993),
expondo uma carga positiva para sua posterior ligacdo. Além disso, com a queda do pH,
como produto da exposicdo do biofilme a carboidratos fermentdveis, os grupamentos
anidnicos seriam protonados, liberando Ca e F para o fluido do biofilme para participar da
dindmica de des-remineralizacdo. O modelo proposto por estes autores de reten¢do de ions
Ca e F no biofilme dental é amplamente aceito na comunidade cientifica. Ainda assim, nao
ha um consenso na literatura se o biofilme pode ser considerado um bom reservatorio de
ions, disponibilizando-os para o fluido do biofilme no momento do desafio cariogénico,
pois pouco se sabe sobre suas cinéticas de ligacdo em condicdes proximas as encontradas in
Vivo.

Vogel et al. (2008) reconhecendo as baixas concentragdes de Ca no biofilme
dental e a importancia de conduzir estratégias para potencializar a formacdo de
reservatorios no biofilme dental principalmente em relagdo ao fluoreto, avaliaram o efeito
de um pré-bochecho com 150 mM de lactato de cdlcio, no aumento da concentracdo de F
na parte sélida e fluida do biofilme. Para isto, 13 voluntérios abstiveram-se da escovagao
para acumulo de biofilme por 48 horas e foram aleatorizados em um delineamento cruzado
de 4 grupos de tratamento: (1) nenhum bochecho (controle); (2) bochecho por 1 min com
10 mL de solugdo de lactato de célcio; (3) bochecho com solucdo NaF 228 ppm; e (4)
bochechos com as solugdes do grupo 2 e 3, nesta ordem. O biofilme foi entdo coletado 1
hora apds a exposi¢do ao tratamento e processado de forma a separar a parte sélida do
fluido do biofilme. Os resultados mostraram que o pré-bochecho com Ca seguido de uma

exposicdo ao bochecho fluoretado determinou a um aumento na concentracdo de ions
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fluoreto de 12 vezes no biofilme total e de 5 vezes no fluido do biofilme. Ainda que diante
de resultados tdo satisfatérios, os autores lembram que a importancia destes reservatorios
estard na sua capacidade de perdurar por um significativo periodo de tempo.

Diante do que foi exposto, esta revista da literatura mostra o interesse dos
pesquisadores em estudar a relagdo entre a composi¢cdo inorganica do biofilme dental e a
sua cariogenicidade. Ademais, ndo hd um consenso na literatura se o biofilme pode ser
considerado um bom reservatério de ions, disponibilizando-os para o fluido do biofilme no
momento do desafio cariogénico. Desta forma, visando um maior entendimento do
processo de retencdo de Ca e F em biofilmes bacterianos, faz-se necessdrio avaliar a
cinética de ligacdo e liberacdo de Ca e F na superficie de bactérias dominantes no biofilme

dental.
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3 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo:

1. validar uma metodologia in vitro para estudar a cinética de ligagcdo e
liberacdo de fons da superficie de bactérias do biofilme dental;

2. estudar a ligacdo e liberacdo de Ca a Streptococcus mutans em funcao
da concentragdo e do tempo;

3. estimar o potencial de libera¢do destes fons da superficie bacteriana em
uma condi¢do que simula a queda do pH induzida por um desafio
cariogénico;

4. avaliar a cinética de ligacdo de F a Streptococcus mutans mediada por

Ca.
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4 MATERIAIS E METODOS

No presente trabalho, foram realizados estudos sequenciais in vitro para validar
a metodologia de ligacdo dos fons Ca e F a bactéria Streptococcus mutans e avaliar a
capacidade de ligacdo e liberacdo destes ifons da superficie bacteriana. Por se tratarem de
estudos interdependentes, alguns resultados obtidos serdo referenciados antecipadamente
para facilitar o entendimento do estudo subsequente. Antes disto, serd descrito o modo de

obtencao dos pellets (precipitados) bacterianos que foram utilizados nos experimentos.

4.1 Cultivo bacteriano e obtencao do pellet experimental

A espécie Streptococcus mutans foi escolhida para realizacdo deste estudo, pois
o género estreptococos € dominante no biofilme dental e apresenta alta capacidade de ligar
ions divalentes em grupamentos anidnicos presentes na parede bacteriana, principalmente
pela presenca do acido teicdico/lipoteicoico (Rose et al. 1993; 1997). Em acréscimo, a
espécie S. mutans € aquela mais fortemente relacionada ao processo de formagdo da cérie
dental.

Assim, uma cultura de estoque de S.mutans cepa Ingbritt 1600 foi reativada em
caldo BHI por 18 h, a 37 °C em atmosfera de 10% CO,. A cultura foi semeada em placas de
agar sangue, incubada a 37 °C em atmosfera de 10% CO, por 24 h, com o objetivo de obter
colOnias isoladas e certificar a pureza da cultura. Cinco a seis coldnias foram transferidas
para 100 mL do caldo de cultura tioglicolato (tioglicolato 2,4%; extrato de carne 1,2%;
carbonato de cdlcio 1,5%; e glicose 0,5%), que foi mantido por 18 h a 37 °C em atmosfera
de 10% CO,. Este caldo foi considerado cultura de estoque para todos os experimentos,
tendo sido mantida, por no maximo 7 dias, a 4 °C até o momento do preparo da cultura final
para o experimento. Para isso, uma aliquota de 8 mL da cultura em tioglicolato foi
transferida para 500 mL do caldo Tryptona + Extrato de Levedura (TYB), suplementado
com 0,25% de glicose. De acordo com Zero et al. (1986), essa € a concentracio basal de
glicose necessdria para crescimento desta cepa sem a formacdo de reservas internas de

carboidratos fermentdveis (polissacarideos intracelulares), evitando assim metabolizagao
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destas durante os ensaios in vitro. Apés o crescimento no caldo TYB por 18 h a 37 °C, 10%
de CO,, a cultura foi centrifugada a 10.000 g, 4 °C, 10 minutos; lavada e sonicada (7 W, 1
min) com tampao PIPES 0,05 M (piperazina-1, 4-bis [dcido 2-etanosulfénico], Sigma
Aldrich), pH 7.0, para eliminar restos do meio de cultura. Em seguida foi novamente
centrifugada, o sobrenadante foi descartado, e ao precipitado bacteriano foi adicionado
solucdo de EDTA 0,01 M para complexacdo de fons Ca remanescentes, sendo repetidos os
passos de sonicacdo, centrifugacdo e descarte do sobrenadante. Por fim, ao precipitado
bacteriano foi novamente adicionado tampao PIPES 0,05 M, pH 7,0, para garantir a
completa elimina¢do da solu¢do de EDTA, que foi em seguida centrifugado e descartado o
sobrenadante.

Para obtencdo de pellets experimentais com homogeneidade em relagio ao peso
(usado para expressar a concentragcdo de Ca e F ligados as bactérias), a massa bacteriana foi
ressuspendida em 15 mL de tampao PIPES, homogeneizada por vortexacdo e aliquotas
foram transferidas para tubos de microcentrifuga pré-pesados com auxilio de pipetas
automaticas (volumes definidos em estudo piloto prévio). Em seguida os tubos foram
centrifugados (21.000 g, 5 min, 4° C) e o sobrenadante foi cuidadosamente eliminado com
auxilio de micropipetas sob microscopio (Figura 1). Essa centrifugacdo foi repetida duas
vezes a fim de eliminar totalmente o residuo de solu¢do tampdo e permitir a determinagao
adequada do peso imido do pellet obtido. Para isso, os tubos foram novamente pesados (+

0,01 mg), sendo obtido por diferenca o peso de pellet.
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Figura 1. Preparo do pellet experimental de S. mutans a partir de uma cultura de estoque da cepa IB

1600.
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4.2 Estudo da viabilidade bacteriana e controle do pH da solucao tratamento

Com o intuito de avaliar se o tempo mdximo para estudo da ligacdo e liberacio
de Ca e F as bactérias seria adequado em relacdo a viabilidade bacteriana, e se a capacidade
tampao das solugdes tratamento utilizadas seria suficiente para manutencdao do pH durante
todo o tempo experimental, um estudo prévio foi realizado onde o pellet bacteriano foi
exposto as mesmas solugdes e condicdes que foram utilizadas nos experimentos que serao
descritos ao longo deste tdpico.

Assim, apds adi¢do das solugdes tratamento e sonicacdo por 15 s, 7 W, e ao
término do tempo maximo de tratamento para cada estudo realizado, uma aliquota de 100
pL foi coletada e dilui¢cdes decimais foram realiadas em NaCl 0,9%. As diluicdes 107210
¥ foram semeadas em placas de BHI &gar e incubadas a 37 °C, 10% CO, por 48 h. O
numero de unidades formadoras de coldnia (UFC) foi determinado e os resultados
expressos em UFC/mg de pellet bacteriano.

Para controle do pH da solucdo tratamento, o pellet bacteriano ao fim do
tratamento foi centrifugado (21.000 g, 4 °C, 5 min), o sobrenadante foi coletado e seu pH
determinado utilizando fitas indicadoras com sensibilidade de 0,5 unidade (Merck,

Germany).
4.3 Validacao do protocolo experimental

Em todos os experimentos realizados neste estudo, a quantidade de Ca e F
ligados a superficie bacteriana foi estimada extraindo-se do pellet, apds tratamento com as
respectivas solugdes, a concentragdo total de Ca e F (por extrag@o 4cida, conforme descrito
por Cury et al. 1997). Para assegurar que o resultado obtido refere-se a quantidade de ions
ligada a superficie de S. mutans e ndo a fons apenas retidos no fluido da massa bacteriana,
dois experimentos foram conduzidos com o objetivo de validar o protocolo experimental:
um deles para a ligacdo de Ca e outro para a ligacdo de F. Nesses experimentos, pellets
bacterianos foram equilibrados com tampdes contendo concentrac¢do conhecida de Ca ou F,

priorizando uma baixa propor¢do de volume de solugdo por peso bacteriano, de modo a
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permitir a determina¢do da reducdo da concentracio destes ions na solucdo e confirmar sua
ligacdo as bactérias.

Para validag¢do da ligacdo de fons Ca, pellets bacterianos obtidos a partir da
cultura de S. mutans foram tratados com solu¢@o tampao PIPES contendo 1 ou 10 mM Ca
(concentracOes encontradas no fluido do biofilme em repouso e durante uma queda de pH
[Tenuta et al. 2006; Margolis & Moreno 1992]), por 60 minutos, 37 °C, na propor¢do de 15
mL/g para o grupo 1 mM Ca; e 7,5 mL/g para o grupo 10 mM Ca. O tampao PIPES foi
escolhido por apresentar insignificante afinidade por fons Ca (Good & Izawa, 1972),
assegurando que o veiculo utilizado nos tratamentos ndo influenciaria nos resultados. A
proporcdo diferenciada para os grupos 1 e 10 mM foi calculada baseando-se nos valores da
capacidade de ligagdo de Ca encontrada Rose et al. (1993), de modo a possibilitar a
observacdo da reducdo na concentragao de Ca da solugdo tratamento.

Ap6s 60 min de equilibrio, a suspensdo bacteriana foi centrifugada (21.000 g, 5
min, 4 °C); o sobrenadante foi coletado para determinacdo da concentracdo de Ca residual;
o remanescente de solucdo tratamento foi cuidadosamente removido com auxilio de
micropipetas sob microscopio, a fim de garantir a ndo contaminacio da etapa seguinte, na
qual o pellet bacteriano foi tratado com HCIl 0,5 M por 3 horas (Cury et al. 1997) para
extrair todo Ca ligado a superficie bacteriana (Figura 2).

Para validacdo da ligacdo de ions F, mediada por Ca, as bactérias, o pellet
bacteriano foi previamente equilibrado por 10 min com solucdo contendo 1 ou 10 mM Ca,
uma aliquota foi coletada para determinacdo baseline de F e a suspensdo foi centrifugada
afim de recuperar o pellet enriquecido com Ca. Este pellet resultante foi em seguida tratado
com solugdo contendo a mesma concentracdo de Ca usada no tratamento inicial, e 52,6 uM
F (1 ppm F), na propor¢do 1,5 mL/g, 37 ° C, 60 min. As concentracdes de Ca e F utilizadas
ndo excedem o produto de solubilidade do mineral “CaF,”, evitando que haja precipitacao
desse mineral durante o teste. Apds 60 min, a suspensao bacteriana foi centrifugada; o
sobrenadante coletado para determinacdo da concentracdo de F residual; o remanescente de
solucdo tratamento foi cuidadosamente removido com auxilio de micropipetas sob
microscopio; € o pellet bacteriano foi tratado com HCI1 0,5 M por 3 horas para extrair todo

F ligado.
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Todos os experimentos foram repetidos 3 vezes (n=3), com triplicata de

amostra em cada repeticao.

-,
[

i
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:> 3 . |:> de Ca removida da solugédo
Alta proporgéo de Centrifugacio | tratamento
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A :> :> Determinagio da quantidade

de Ca ligada ao pellet (apos

‘ L extragao acida)
. Cury et al. 1997
Remocéo do excesso de Pellet bacteriano
solugdo tratamento com enriquecido com Ca
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Figura 2. Adi¢ao da solucao tratamento contendo concentragdo conhecida de Ca ao pellet bacteriano
obtido da cultura de S. mutans 1B 1600; equilibrio por 60 min a 37°C e centrifugacio para separa¢do
da solucdo tratamento e pellet. Coleta do sobrenadante e determinacdo da concentragdo de ions. O
remanescente de solugdo tratamento sobre o pellet foi eliminado com auxilio de micropipeta
acoplada a bomba a vacuo, sob microscopio e ao precipitado foi adicionado HCI 0,5 M para
extragdo dos fons ligado as bactérias.

4.4 Estudos para avaliar a ligacao e liberaciao de Ca a S. mutans em funcio do tempo e

do pH

4.4.1 Estudo 1: Cinética e capacidade de ligacao de Ca a S. mutans

Visando avaliar a importincia da ligacdo de Ca as bactérias do biofilme dental,
como reservatorio de fons a serem liberados para o fluido do biofilme ou mesmo como sitio
para posterior ligacdo de F, a capacidade e cinética de ligagdo de Ca a S. mutans foi
avaliada neste estudo. Pellets bacterianos foram tratados com tampdao PIPES 0,05 M
contendo O (controle), 1 ou 10 mM Ca (concentracdes encontradas no fluido do biofilme
em repouso e durante uma queda de pH [Tenuta et al. 2006; Margolis & Moreno 1992]),
pH 7,0, a 37 °C, na proporc¢ao 150 mL/g de pellet bacteriano, por até 60 min. Assim, 5, 10,
30 e 60 min apds a exposicao das bactérias ao tampao contendo Ca, os tubos contendo as

amostras foram centrifugados, o sobrenadante descartado e o pellet resultante analisado
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quanto a concentracdo total de Ca ligado (ap6ds extragao com HCl1 0,5 M) (Figura 3a). A alta
propor¢ao de solucdo tratamento por peso utilizada neste estudo assegurou que niao
ocorresse alteracdo significativa da concentragdo de Ca nas solucdes tratamento durante o
experimento. Para a constru¢do de curvas da cinética de ligacdo de Ca a superficie de S.
mutans, a concentracdo de Ca em pellets ndo tratados foi considerada como tempo 0 na
curva de ligagao.

Adicionalmente, pellets bacterianos pré-tratados com Ca na concentracdo de 1
mM por 10 min foram reequilibrados com tampao contendo 10 mM de Ca por 10, 30 e 60
min, a 37 °C, a fim de avaliar a capacidade e cinética de ligagcdo de Ca em bactérias
previamente expostas a Ca (mais préximo da situacdo clinica, p.ex., quando um bochecho
de solucdo contendo Ca € realizado).

Em todo o estudo, para cada tempo testado, foram utilizados 2 tubos e os
experimentos foram repetidos 3 vezes (n=3). O grafico da concentragdo de Ca ligado em

func¢ado do tempo foi construido e pardmetros da cinética de ligacdo foram calculados.
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Figura 3. A. Delineamento experimental utilizado para determinar a maxima capacidade e a curva

de cinética de ligacdo de Ca a S. mutans. B. Avaliacdo da capacidade de enriquecimento do
reservatorio de fons ligado a bactéria.
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4.4.2 Estudo 2: Cinética de liberacao de Ca ligado a S. mutans

Em acréscimo ao estudo anterior, torna-se relevante estudar a manutengdo do
Ca ligado as bactérias em fun¢do do tempo, i.e., em quanto tempo o biofilme enriquecido
com Ca perde esse reservatorio.

Assim, o pellet bacteriano previamente tratado com solu¢do de Ca a 1 ou 10
mM por 10 min (tempo que levou a mdaxima capacidade de ligacdo de acordo com o
experimento anterior), foi equilibrado com solu¢do tampao PIPES livre de célcio, pH 7,0,
na propor¢do de 150 mL/g pellet. Adicionalmente, as bactérias previamente tratadas com a
solucdo de Ca contendo 10 mM foram equilibradas na mesma propor¢do, com tampao
PIPES contendo 1 mM de Ca. Um grupo controle no qual as bactérias foram pré-tratadas
com tampao PIPES sem Ca foi adicionado. Assim, apds 10, 30 e 60 min, os tubos contendo
as amostras foram centrifugados (21.000 g, 5 min, 4 °C), o sobrenadante coletado e o pellet
resultante analisado quanto a concentracdo remanescente de Ca ligado apds extragdo com
HCI 0,5 M (Figura 4). O sobrenadante (solucdo tratamento apds equilibrio) também foi
analisado quanto a concentracdo de Ca, de modo a assegurar que ndo houve alteragcdo de
sua concentracio pela quantidade de Ca que saiu do pellet bacteriano apds o equilibrio.

Foram realizadas trés repeticdes deste experimento (n=3) e para cada tempo
testado, foram utilizados 2 tubos (analise em duplicata). Um gréfico de liberagdo do Ca
ligado as bactérias em funcao do tempo foi construido e parametros da cinética de liberacao

foram calculados.
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Figura 4. Delineamento experimental utilizado para determinar a liberacio de Ca previamente
ligado ao pellet bacteriano.
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4.4.3 Estudo 3: Liberacao de Ca ligado a S. mutans em funcao do pH

A importancia do reservatorio de ions ligado a superficie de bactérias estd na
sua capacidade de manter-se por um longo periodo de tempo e, principalmente, ser liberado
para o fluido do biofilme durante a queda do pH, funcionando como tampao i6nico para
diminuir a desmineralizacdo dental. A fim de determinar a capacidade de Ca ligado a
superficie bacteriana de enriquecer o fluido do biofilme apds a queda do pH, este estudo foi
realizado.

Assim, bactérias pré-tratadas com 1 ou 10 mM de Ca foram reequilibradas com
tampao acetato 0,5 M, pH 5,0, 37 °C, por 10 min (simulando o tempo em que o pH fica
proximo de 5,0 como resultado de um desafio cariogénico (Stephan, 1944)), na propor¢ao
de 30% de volume de solugdo tratamento por peso de pellet bacteriano (semelhante a
proporcao de fluido/estroma do biofilme encontrada in vivo (Tatevossian, 1990b)). Como
controles, solugdes com pH 7,0 (PIPES) ou acido cloridrico a 0,5 M (pH 1,86) foram
utilizados no estudo. Todas as solu¢des tratamento continham a mesma concentracdo de Ca
utilizada para o pré-tratamento das bactérias para evitar o efeito da menor concentracdo de
fons Ca no fendmeno da liberacdo. A concentracdo final de Ca na solucdo tratamento foi

considerada como indicativo da liberagdao de Ca em fun¢do do pH (Figura 5).
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Figura 5. Delineamento experimental do estudo para avaliar o efeito do pH na liberacdo de Ca a
partir de reservatério de fons ligados as bactérias.
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4.5 Estudo 4: Estudo da cinética e capacidade de ligacio de F a S. mutans

O presente experimento foi realizado para avaliar a cinética de ligacdo de F
mediado por Ca a S. mutans e o efeito da presenca de F no meio na ligacdo de Ca as
bactérias.

Pellets bacterianos obtidos de uma cultura de S. mutans cultivada em meio
TYB suplementado com 0,25% de glicose foram tratados com solu¢@o 1 ou 10 mM de Ca
contendo 52,6 uM F (1 ppm — concentragdo encontrada na 4dgua de abastecimento
fluoretada, que tem comprovado efeito anticdrie (McDonagh et al. 2000), e que nado
ultrapassa o limite de solubilidade do mineral CaF, (McCann, 1968)), por 5, 10, 30 e 60
min, a 37 °C, na propor¢cdo de 150 mL/g de pellet. Grupos controles que foram tratados
com tampao PIPES livre de Ca e F, contendo apenas 1 mM de Ca ou 10 mM Ca, ou ainda,
contendo apenas 1 ppm F, foram incluidos nos 60 min de experimento.

Em fung¢do do tempo, os tubos contendo a suspensdo bacteriana foram
centrifugados, o sobrenadante descartado, e o pellet resultante analisado quanto a
quantidade de Ca e F ligado. Da mesma forma que os demais, foram realizadas trés
repeticoes deste experimento (n=3) e para cada tempo testado, foram utilizados 2 tubos

(andlise em duplicata). A curva de cinética de ligacao de F foi determinada.

4.6 Analises da concentracio de Cae F

4.6.1 Ca e F ligado aos pellets bacterianos

Os pellets bacterianos foram tratados com dcido cloridrico 0,5 M, na proporg¢ao
de 0,1 mL/10 mg de pellet, por 3 h em temperatura ambiente (Cury et al. 1997) para
extracdo total do Ca e F presentes, centrifugados (11.000 g, 3 min) e o sobrenadante 4dcido
foi coletado.

Para determinagdo da concentracdo de Ca foi utilizado o reagente colorimétrico
Arsenazo III (Vogel et al. 1983). Os padroes de concentracdo de Ca conhecida continham

HC1 0,5 M, assim como as amostras. Na reacao foi adicionado igual volume de NaOH 0,5
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M para neutralizacdo do 4cido, previamente a adicao do Arsenazo III. A dosagem foi feita
em placas de 96 pocos, num leitor de microplacas (Multiskan Spectrum, Thermo), sendo
determinada a absorbancia das misturas a 650 nm.

Para a dosagem de F no extrato 4cido, foi utilizado um eletrodo especifico para
o ion, adaptado para microandlise. Padrdes de concentracao conhecida de F contendo HCI
0,5 M foram usados como referéncia. Padroes e amostras foram neutralizados com NaOH
2,5 M (uma parte para 5 partes de amostra) e tamponados com uma parte de TISAB III para
10 partes de amostra. A concentracao de F foi determinada aplicando-se as amostras ou
padrdes na superficie do cristal sensivel a fluoreto do eletrodo ion-especifico, sob 6leo
mineral, utilizando micropipetas. Sob microscépio, um microeletrodo de referéncia foi
trazido em contato com cada uma das amostras, fechando o circuito e permitindo a

determinagdo da concentracao de fluoreto através de um potencidmetro (Vogel et al. 1997).

4.6.2 Ca e F nas solucoes tratamento inicialmente e ap6s o tratamento

Da mesma forma que para o extrato acido, a dosagem de Ca e F nas solugdes
tratamento foi realizada utilizando reagente colorimétrico Arsenazo III e eletrodo fon
especifico adaptado para microandlise. Porém, foram confeccionados padroes de
concentracdo conhecida destes fons em tampao PIPES 0,05 M, acetato 0,5 M e HC1 0,5 M
para que amostras e padrdes estivessem na mesma condicdo. Para as amostras e padroes em

HCI1 0,5 M, neutralizagdo prévia com NaOH foi realizada para ajuste do pH.

4.7 Analise dos Dados

4.7.1 Curvas de cinética de ligacio e liberacao

Os dados dos experimentos de cinética de ligacio e liberagdo foram
interpretados como fendmenos bioquimicos e a seguir algumas consideracdes tedricas serdo
apresentadas para facilitar o entendimento.

A ligacdo de fons Ca a grupamentos anidnicos presentes na parede bacteriana

de S. mutans se da por interacao idnica e segue a lei de acdo das massas:
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Ca"" + SL Z—> Ca.SL

Onde, Ca™, representa fons Ca divalentes presentes na solucéo (ligante); e SL’,
sitios de ligac@o aniOnicos presentes na parede bacteriana (receptor). Em um experimento
de cinética de ligacdo, o objetivo € avaliar a velocidade com que, ligante mais receptor,
interagem para formar o complexo ligante-receptor, ou seja, o nimero de eventos de

ligacdo por unidade de tempo.

- - Kon
Ca™ + SL°  ——> CasSL

J4& em um experimento de cinética de liberacdo, o objetivo é avaliar a

velocidade com que o complexo ligante-receptor tende a se desfazer por unidade de tempo.

Ca™ + SL. <«—=— CasSL
Koff

Em um dado tempo, a constante de associacio (Kon) e a constante de
dissociacdo (Koff) tendem a se igualar e entdo a equacdo entra em equilibrio. Nesse
momento, € possivel calcular o grau de afinidade entre o ligante e o receptor. Este se traduz
na constante de equilibrio (Kd) e na meia-vida que sio definidas, respectivamente, como a
concentracdo e o tempo que metade dos sitios de ligacdo disponiveis estdo ocupados pelo
ligante. Importante destacar que quanto menores os valores de Kd, maior € o grau de
afinidade entre o ligante e o receptor.

O software GraphPad Prism 5 (GraphPad software Inc. 2007) foi utilizado para
ajustar os dados obtidos e calcular estas varidveis a partir das equacdes descritas baixo,
além da maxima capacidade de ligagdo para cada concentracdo e o platd de liberacdo
alcancado para cada condicdo testada.

Para o experimento de cinética de ligacdo, foi utilizada a seguinte equagao:

[Cap] = Cap max™{1 — exp['l* (Kon*[Caf]+Koff) *t]}

Onde:

[Cap] = quantidade de Ca ligado
Capmax = méxima ligacdo alcangada no equilibrio
Kon = constante de associag¢do
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[Ca¢] = concentragdo de Ca na solucao tratamento
Kofr = constante de dissociacdo
t = tempo em minutos.

Para o experimento de cinética de liberacao, foi utilizada a equagao:

[Cap] = (Cayo - Ca)*exp™ "™ + Ca,

Onde, Cayp = quantidade de Ca ligado no tempo zero e Ca,, = quantidade de Ca
que permanece ligado no tempo infinito (plat6 de liberagdo).
A constante de equilibrio (Kd) foi determinada pela razio entre Ky e Kop € a

meia-vida, pela razdo entre o logaritmo natural (In = 2,72) e o valor de Kd.

4.7.2 Analise estatistica

A quantidade de fons removida da solugdo tratamento e ligada ao pellet
bacteriano no experimento de validacdo do protocolo experimental foi comparada por teste
t pareado. Também foram comparadas por teste ¢ pareado as concentragdes de Ca ou F na
solug@o tratamento, inicial ou apds os testes, bem como as concentragoes de Ca ou F
ligados as bactérias, antes e apds os testes.

No experimento de liberacdo em funcdo do pH, as concentragdes iniciais e
finais de Ca nas solugdes tratamento foram comparadas por teste ¢ pareado,
individualmente para cada pH testado. A diferenga de liberacdo de Ca para as bactérias pré-
tratadas com 1 ou 10 mM Ca, nos diferentes tratamentos, foi analisada por teste z.

Em todas as andlises, foi verificada a normalidade de distribuicdo dos erros e a
homocedasticidade dos dados, que foram atendidas em todas as comparagdes feitas, sem a
necessidade de transformacdo dos dados. O sistema SAS (versdo 9.2) foi usado para as

andlises, e o limite de significancia adotado em 5%.
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S RESULTADOS

5.1 Estudo da viabilidade bacteriana e controle do pH da solucio tratamento

A viabilidade bacteriana foi preservada durante o tempo maximo dos
experimentos (inicial: 1,73 £ 0,33 x 108; ap6s 60 min: 3,07 £ 1,51 x 10® UFC/mg pellet) e o
pH da solugdo tratamento nos diversos experimentos apds o equilibrio com as bactérias foi

semelhante ao inicial.

5.2 Validacao do protocolo experimental

Conforme mostrado na Figura 6, houve significativa redu¢do da concentracio
de Ca na solugdo tratamento apds 60 min de equilibrio com as bactérias (p<0,05). Ademais,
houve um significativo aumento da concentragdo de Ca ligado (umol/g) nos grupos
experimentais (1 e 10 mM Ca), quando comparado ao pellet experimental sem exposicdo as
solucdes tratamento (Figura 7) (p<0,05). A Tabela 1 mostra que a quantidade de Ca
removida da solu¢do ndo diferiu significantemente da quantidade extraida do pellet
bacteriano (p>0,05). Desta forma, o modelo experimental foi validado como capaz de
determinar ifons Ca removidos da solu¢do por ligacdo a parede bacteriana e ndo apenas

retidos no fluido do pellet bacteriano.

12,0

10,0
« 3.0
&)

E 6,0
= 4,0

2,0 %
0,0 -

1 mM Ca 10 mM Ca
B Inicial ™ Apés 60 min

Figura 6. Concentracdo de Ca (mM, média + dp; n = 4) na solugdo tratamento, inicialmente e apds
60 min de equilibrio com o pellet bacteriano na proporc¢ao de 15 mL/g para o grupo 1 mM Ca; e 7,5
mL/g para o grupo 10 mM Ca. * Valores iniciais e finais diferem estatisticamente (teste ¢ pareado;
p<0,05).
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1 mM Ca 10 mM Ca
B Inicial ®Apés 60 min

Figura 7. Concentracdo de Ca ligado as bactérias (umol/g, média + dp; n = 3) no pellet experimental
antes e ap6s 60 min de exposicdo as solucdes contendo 1 ou 10 mM Ca. * Valores iniciais e finais
diferem estatisticamente (teste ¢ pareado; p<0,05).

Tabela 1. Quantidade de Ca removido da solugdo tratamento e ligado ao pellet bacteriano apds 60
min de exposicdo das bactérias a solucdes contendo 1 ou 10 mM Ca (umol, média + dp; n = 4).
Quantidade de Ca removida da solucdo e ligada ao pellet bacteriano ndo diferem estatisticamente
(test ¢ pareado, p>0,05).

Tratamento Ca removido da solucao Ca ligado ao pellet bacteriano
1 mM Ca* 0,29 + 0,08 0,28 + 0,09
10 mM Ca** 1,90 £ 041 1,83 + 0,26

*utilizada na propor¢do de 15 mL/g de bactéria
** utilizada na propor¢ao de 7,5 mL/g de bactéria

Para o F, pode-se observar na figura 8 que houve significativa reducdo da
concentragdo da solucdo tratamento (p<0,05). Além disso, houve um significativo aumento
da quantidade de fons ligado ao pellet bacteriano apds 60 min de tratamento para os dois
grupos experimentais quando comparado aos valores de baseline (coletado apds o pré-
tratamento com Ca) (Figura 9) (p<0,05). A comparagdo direta entre a quantidade de ions
subtraido da solug@o (nmol) e adicionado ao pellet bacteriano apds a exposicao as solugdes
tratamento mostrou-se estatisticamente diferente para o grupo pré-tratado com 1 mM Ca

(p<0,05), o que nao foi observado para o grupo pré-tratado com 10 mM Ca (p>0,06).
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Figura 8. Concentrag¢do de F (uM; média + dp; n=3) na solucdo tratamento inicialmente e ap6s 60
min de equilibrio das bactérias com solucdes contendo 1 mM Ca + 52,6 uM F ou 10 mM Ca + 52,6
uM F. * Valores iniciais e finais diferem estatisticamente (teste ¢ pareado; p<0,05). Experimento
realizado com 1,5 mL de solucdo tratamento/g de pellet bacteriano.
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Pellet Baseline Ap6s 60 min Baseline Apo6s 60 min
1mMCa 1mMCa+52,6 UM F 10 mM Ca 10mM Ca + 52,6 pM F

Figura 9. Concentracdo de F ligado (nmolF/g; média + dp; n=3) no pellet bacteriano, nos pellets
pré-tratados apenas com solugdo contendo 1 ou 10 mM Ca (baseline) e apds exposicdo destas as
solugdes contendo 1 mM de Ca + 52,6 uM F; 10 mM Ca + 52,6 uM F. * Valores baseline e finais
diferem estatisticamente (teste ¢ pareado; p<0,05). Experimento realizado com 1,5 mL de solucdo
tratamento/g de pellet bacteriano.
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Tabela 2. Quantidade de F removido da solucdo tratamento e ligado ao pellet bacteriano apds
saturacdo das bactérias com 1 ou 10 mM Ca, seguido de tratamento por 60 min com solugdes
contendo 1 mM Ca + 52,6 uM F ou 10 mM Ca + 52,6 uM F (nmol F, média + dp; n = 3).
Quantidade de F removida da solugdo e ligada ao pellet bacteriano difere estatisticamente no grupo
tratado com 1 mM Ca + 52,6 uM F (p<0,05), mas ndo difere no grupo tratado com 10 mM Ca +
52,6 uM F (test t pareado, p>0,06).

Tratamento F removido da solucao F ligado ao pellet bacteriano
1 mM Ca + 52,6 uM F* 4,25 + 0,44 2,43 +0,71
10 mM + 52,6 uM F* 6,11 +£0,34 3,30 £ 0,99

* utilizado na propor¢do de 1,5 mL/g de bactéria

5.3 Cinética e capacidade de ligacao de Ca a S. mutans

A Figura 10 mostra os resultados da cinética de ligacdo de Ca a S. mutans. O
grafico mostra que a quantidade ligada no pellet bacteriano estd em func¢do da concentracio
de Ca presente no meio e mostrou ser um fendmeno rdpido onde é possivel observar mais
de 90% do Ca ligado nos primeiros 5 min. Os dados da tabela 5 mostram que a constante
no equilibrio (Kd) é da ordem de 10° M para os dois grupos de tratamento, sendo menor
para o grupo tratado com 1 mM quando comparado ao grupo tratado com 10 mM (Tabela
3). A quantidade de Ca ligada no tratamento com 10 mM de Ca foi a mesma

independentemente das bactérias estarem ou ndo saturadas com 1 mM de Ca (Figura 9).

301
w 254 a
m .......................................... =l
% 20 E § é 0 mM Ca (controle)
o 1mM Ca
(2]
8 15 A 10mM Ca
_ : Pré-tratado com 1 mM
o 104: o ererneneneneens e, 3 e tratado com 10 mM Ca
g_ 5(? d - curva de cinética
0 1 1 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min)

Figura 10. Concentracio de Ca (umol Ca/g; média + dp; n = 3) no pellet bacteriano em fungdo do
tempo e da concentracdo de Ca na solugdo tratamento. *Concentragdo de Ca presente nas bactérias
submetidas a0 mesmo protocolo, porém tratadas com solugdo tratamento sem Ca (valor apds 60
min). Tempo zero corresponde a concentragdo de Ca encontrada no pellet bacteriano antes do
tratamento.
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Tabela 3. Constante de associacdo (K,,), capacidade médxima de ligacdo (Capy.) € constante de
equilibrio (Kd) calculada a partir da curva de cinética de ligagdo de Ca as bactérias em funcdo da
concentracao da solugdo tratamento (média + dp, n=3).

Kon Capmax Kd
Tratamento (M'l.min'l) (umol/g pellet) (mM)
1 mM Ca 661,8 +794,5 9,54 + 1,85 0,163
10 mM Ca 54,27 + 33,57 32,88 +£5,93 3,763

Kd: concentracdo que leva a saturagdo de metade dos sitios de ligacao
5.3 Cinética de liberacao de Ca ligado a S. mutans

Os resultados da figura 11 mostram que para as bactérias pré-tratadas com 1
mM de Ca, a liberacio foi completa, atingindo a concentracdo de Ca presente em bactérias
tratadas com o tampao sem Ca. Os dados apresentados na Tabela 4 mostram que este grupo
teve menor constante de dissociacdo comparado aos grupos tratados com 10 mM Ca.

Para as bactérias pré-tratadas com 10 mM Ca, embora cerca de 70% da
liberacdo tenha ocorrido nos primeiros 10 min, esta ndo foi completa apés 60 min,
alcancando 80% e 63% do esperado apds equilibrio com 0 e 1 mM Ca, respectivamente
(Figura 11). A constante de dissociacdo do grupo reequilibrado com 1 mM Ca foi menor

quando comparado ao grupo tratado com tampao livre de Ca (Tabela 4).

25+ 4 10mM reequilibrado com tam pio com 1mM Ca
A 10mM reequilibrado com tam pdo sem Ca
3 ® 1mM reequilibrado com tam pdo sem Ca
20% 0mM Ca (controle)
- "+ ---- curvade cinética
= I
8154 % }
o R e nus. OO UPUORUPUOR }
3] \‘
Q
_° 10-0 ‘L .....
£ Rt T T PP, S
A 3
5 5 ----------------- B USSR 3
1 1 T
D L U L) L) T 1
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min)

Figura 11. Concentracdo de Ca (umol Ca/g; média + dp; n = 3) no pellet bacteriano apds saturacdo com
solucdes contendo 1 e 10 mM Ca, seguido de tratamento com tampao sem Ca ou contendo 1 mM em
funcdo do tempo. Tempo zero corresponde a concentracdo de Ca apés 10 min de pré-tratamento com
solucdes contendo 1 ou 10 mM Ca. O grupo controle (0 mM Ca) corresponde a concentracdo de Ca
presente nas bactérias submetidas a0 mesmo protocolo, porém tratadas com tampdo sem Ca.
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Tabela 4. Concentracdo de Ca ligada ao pellet bacteriano no tempo zero (Cab,) (apds tratamento
prévio por 10 min com solugdo contendo 1 ou 10 mM de Ca); no tempo infinito (Cay.) (apds
reequilibrio com solu¢des livre de Ca ou contendo 1 mM Ca); constante de dissociagdo (Kof);
constante de equilibrio (Kd); e valores de meia-vida calculados a partir da curva de cinética de
liberacdo (média + dp, n=3).

Cay, Cay,, K Meia-vida
Tratamento (umol/g pellet) (umol/g pellet) (min™") (min)
1 mM reequilibrado com tampzo sem Ca 8,54 + 0,26 4,24 + 0,22 0,1078 + 0,02 6,43
10 mM reequilibrado com tampao sem Ca 19,44 + 0,64 7,99 + 0,46 0,2042 + 0,05 3,40
10 mM reequilibrado com tampao 1 mM Ca 19,41 + 0,58 13,06 + 0,46 0,1263 + 0,04 5,49

Meia-vida: tempo onde metade dos sitios de ligacdo estdo ocupados pelo ligante.

Os resultados da Tabela 5 mostram que a concentragdo de Ca na solucdo
tratamento apds 60 min de equilibrio ndo sofreu significativa alteracdo uma vez que a
concentracdo atingida apds 60 min nao € superior a 5% da concentracdo de Ca a que as

bactérias foram submetidas.

Tabela 5. Concentracdo de Ca (mM; média + dp; n=3) nas solugdes tratamento (PIPES) sem Ca ou
contendo 1 mM de Ca inicialmente e apés 60 min de equilibrio com o pellet bacteriano pré-tratado
com 1 ou 10 mM.

PIPES sem Ca PIPES + 1 mM Ca
Pré-tratamento 1 mM 10 mM 10 mM
Inicial 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 1,07 £ 0,03
Apos 60 min 0,04 £ 0,00 0,12 +0,02 1,13+ 0,04

5.5 Liberacao de Ca ligado a S. mutans em funcao do pH

Os resultados da Figura 12 mostram que houve significativo aumento na
concentracdo de Ca no tampao acetato, pH 5,0, e HCI pH 1,86 que permaneceu em contato
por 10 min com as bactérias pré-tratadas com 1 mM e 10 mM Ca quando comparado aos
valores iniciais da concentra¢do de Ca nas solugdes tratamento (p<0,05). O mesmo ndo foi

observado para o grupo controle negativo pH 7,0 (p>0,05).
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Figura 12. Concentragdo de Ca (mM, média + dp; n = 3) na solugdo tratamento inicialmente e apds
10 min de equilibrio das bactérias previamente tratadas com 1 ou 10 mM Ca com tampdes pH 7,0
(PIPES 0,05 M), 5,0 (acetato 0,5 M) ou 1,86 (HCI 0,5 M). * Valores iniciais e finais diferem
estatisticamente (teste ¢ pareado; p<0,05).

A tabela 6 mostra que a quantidade de Ca disponibilizada para a solucgdo
tratamento apos 10 min de equilibrio com as bactérias foi significantemente maior para o
grupo tratado com pH 1,86 quando comparado ao grupo pH 5,0, e este, maior que o grupo
tratado com pH 7,0, para ambas as condi¢des de pré-tratamento (p<0,05); entretanto nao
houve diferenca estatisticamente significante quando foi fixado a condi¢do tratamento (pH

7,0, 5,0 e 1,86) e comparado a condi¢ao de pré-tratamento (1 e 10 mM) (p>0,05).

Tabela 6. Quantidade de Ca (umol/g, média + dp, n = 3) liberada das bactérias previamente tratadas
com solucd@o contendo 1 ou 10 mM de Ca apds 10 min de tratamento com solugdes de diferentes
pH. Os valores negativos sdo sindbnimo que houve ligacdo de Ca as bactérias.

PIPES Acetato HCI
Pré-tratamento PH7,0 PH 5,0 PH 1,86
1 mM -0,01 £ 0,04 0,55 +0,03 1,36 + 0,01
10 mM -0,04 + 0,31 0,69 0,16 1,46 + 0,18
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5.6 Cinética e capacidade de ligacao de F a S.mutans

Os dados da Figura 13 mostram que houve significativo aumento da
concentracdo de F nas bactérias nos primeiros 5 min de tratamento e que niao houve
diferenga da quantidade ligada em funcdo do tempo. Além disso, os dados mostram que a

quantidade de F ligada ndo parece ser alterada pela concentracio de Ca presente nas

bactérias.
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Figura 13. Concentracdo de F ligado (nmolF/g; média + dp; n=3) ao pellet bacteriano em funcdo do
tempo e da concentracdo de Ca na solugdo tratamento. Tempo O corresponde a quantidade de F
encontrada no pellet bacteriano sem tratamento. Tridngulo marrom e verde corresponde as bactérias
tratadas com solugdo livre de Ca e F ou contendo apenas 52,6 uM F por 60 min, respectivamente.
Experimento realizado com 150 mL de solugao tratamento/g de pellet bacteriano.

A Tabela 7 mostra que a presenga de 52,6 uM F ndo alterou a quantidade de Ca
ligado as bactérias apés 60 min quando comparado ao pellet bacteriano tratado apenas com

solugdes contendo 1 ou 10 mM Ca.

Tabela 7. Concentracdo de Ca no pellet bacteriano na presenca ou auséncia de 1 ppm F (umol Ca/g
de bactéria; média + dp; n = 3) apds 60 min de tratamento.

1 mM Ca 10 mM Ca
OuMF 52,6 uyM F OuMF 52,6 uyM F

10,38 + 1,34 10,63 + 0,81 25,81 +1,93 26,07 £ 0,36
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6 DISCUSSAO

O biofilme dental tem considerdvel capacidade de retengao de ions Ca, Pi e F,
que poderiam ser mobilizados para o fluido diminuindo o estado de subsaturacdo que se
estabelece durante a queda do pH, fato que fortemente governa a dissolucdo da estrutura
mineral do dente. A literatura reconhece dois tipos de reservatérios de fons no biofilme
dental: (1) na forma de minerais precipitados (Kaufman e Kleinberg, 1976); (2) ou ions
ligados a grupamentos anionicos das paredes das bactérias (Rose et al. 1993; 1996) e
proteinas (Gao et al. 2001). Tem-se sugerido que, em acréscimo aos minerais dissolvidos
da estrutura dental, as mudangas inorganicas observadas no fluido do biofilme, durante uma
queda de pH, sejam provenientes desses reservatorios. Particularmente em relacio aos ions
ligados as bactérias, existem muitos poucos trabalhos na literatura que se ocuparam em
investigar a dindmica desta ligacdo (Tatevossian 1981, Rose et al. 1993). Avaliar a cinética
de ligacdo e liberacdo destes fons da superficie bacteriana nos parece importante para
fornecer subsidios para entendé-los como reservatdrio capaz de interferir no processo de
formacao da carie dental.

Inicialmente avaliamos se as condig¢des iniciais dos ensaios eram comparaveis
as finais, tendo em vista que estes foram realizados em funcido do tempo e comparé-las
seria objetivo deste trabalho. Nossos resultados mostraram que as bactérias mantiveram-se
vidveis ao longo do tempo médximo de cada experimento. Especificamente em relacdo a esta
andlise, a morte bacteriana nao nos parece ser varidvel critica nas andlises uma vez que
Tatevossian (1981) ja havia mostrado que a capacidade de ligacdo de Ca € similar em
bactérias mortas quando comparada a vidveis e que este fendmeno € dependente apenas de
forgas eletrostaticas entre as cargas presente na superficie bacteriana e os ions do meio. Por
outro lado, a manutencdo do pH ao longo do experimento € varidvel importante neste
estudo, pois a ligacado e liberacao destes fons € fun¢do também do pH do meio. Discussao
aprofundada desta varidvel serd feita mais adiante no experimento de liberagdao de fons em
func¢do do pH.

Também se fez importante neste estudo, validar o protocolo experimental

utilizado de modo a garantir que o acréscimo encontrado na quantidade de Ca ou F ligado
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as bactérias ndo seria exclusivamente resultado de “contaminacao” do pellet com residuos
das solugdes tratamento. Os achados deste experimento mostram que tanto para Ca, quanto
para o F, houve significativa reducdo da concentracdo desses ions na solugdo tratamento e
significativo aumento da concentracdo no pellet bacteriano que foi exposto as solucdes
contendo Ca e F (Figuras 6, 7, 9 e 10). Estes dados nos dio suporte para corroborar com
estudos prévios que afirmam que hd ligacdo de ions em bactérias do biofilme dental
(Tatevossian 1981, Rose et al. 1993;1996). Além disso, para o Ca, nao houve diferenca
estatisticamente significante entre a quantidade de fons removida da solucdo daquela
encontrada ligada ao pellet bacteriano assegurando a eficicia da remocdo de residuais de
solucdo tratamento do pellet bacteriano (Tabela 1). Para o F, apesar dos dados mostrarem
que houve reducdo da concentragdo da solucio tratamento e aumento da quantidade de ions
ligados, a comparagdo direta entre estes dados foi estatisticamente diferente para o grupo
pré-tratado com 1 mM Ca e relativa variabilidade foi encontrada para o grupo 10 mM Ca
(Tabela 2), e aqui cabe explicacdo sobre as hipdteses para explicar esse resultado: 1. Parte
do fluoreto que foi removido da solucdo tratamento pode ter sido incorporado no interior
das células bacterianas: a entrada de F na bactéria acontece por difusdo passiva na forma de
HF (4cido fluoridrico). No pH 7,0, espera-se que aproximadamente 99,98% do F esteja em
sua forma idnica (F) e 0,014% esteja na forma de HF. Assim, considerando as
concentracdes de F presente na solucdo tratamento (52,6 uM, 1 ppm F), é de se esperar
cerca de 7,43 nmol F na forma ndo-idnica passivel de entrar bactéria. No entanto, €
importante destacar que nao se espera que 100% destas moléculas entrem nas bactérias e
sim, que se estabeleca um equilibrio entre 0 meio interno e o meio externo (Hamilton
1990). Assim, considerando que a diferenca que esperariamos observar € baixa entre os
grupos, lancar mao desta hipétese pode nos ajudar a explicar os resultados. 2. O protocolo
experimental utilizado n3o permite estimar com sensibilidade adequada a quantidade de
ions ligada ao pellet bacteriano: a proporcao de volume de solugdo tratamento/bactérias no
teste de validacdo da metodologia para o F foi 10 vezes menor em relagdo ao utilizado no
teste de validacdo para o Ca. Essa modificagdo foi necessaria considerando a concentracao
de F utilizada no tratamento (52,6 uM F), cerca de 20 vezes menor do que a utilizada no

tratamento com Ca (I mM Ca). Devido a baixa propor¢do de volume de solucdo
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tratamento/bactérias, a estimativa da quantidade de F ligada ao pellet pode ter sofrido maior
influéncia de variabilidade experimental do que a avaliacdo da diminui¢dao da concentracao
de F na solucdo tratamento. Essa explicacdo encontra também respaldo na significativa
diminui¢do da concentragdo de F na solugdo tratamento (para 50% e 20% da concentragao
original, respectivamente, nos testes feitos com solucdes contendo 1 mM Ca + 52,6 uM F e
10 mM + 52,6 uM F, respectivamente, figura 8) em relacdo ao modesto aumento da
concentracdo de F no pellet bacteriano (menor do que 2 vezes, de 44% e 74% nos testes
feitos com solugdes contendo 1 mM Ca + 52,6 uM F e 10 mM + 52,6 uM F,
respectivamente, figura 9). Em acréscimo, a determinacdo da diminuicdo da concentracdo
de F na solugdo tratamento € direta, enquanto que no teste do aumento da concentragcdo de
F ligado as bactérias, hd um passo intermediario de extracdo acida dos fons ligados, o que
aumenta a variabilidade experimental (Tabela 2). Essa explicacdo também ajuda a entender
porque no experimento de cinética da ligacdo de F aos pellets bacterianos nao foi possivel
observar diferencas entre os grupos pré-tratados com Ca a 1 ou 10 mM (Figura 13),
enquanto que neste experimento de validacdo do protocolo experimental, significativa
diferenca foi observada na quantidade de F ligada aos pellets (maior para o grupo pré-
tratado com Ca 10 mM). Esses dados serdo discutidos em maiores detalhes abaixo.

Apesar da diferenca obtida nos testes de subtracdo de F da solucdo tratamento e
ligacdo ao pellet bacteriano, foi possivel validar o protocolo experimental provando que o
aumento observado na quantidade de ions ligada as bactérias nao pode ser exclusivamente

devido a contaminagdo por residuais da solugdo tratamento.

6.1 Cinética de ligacao e liberacao de Ca a S. mutans

Estudos de cinética tem por objetivo avaliar a velocidade com que dois
reagentes interagem em funcdo do tempo. Este € o contexto no qual se inserem os
resultados dos experimentos que avaliaram a cinética de ligacao e liberacao de Ca, por isto,
estes serdo reunidos em um mesmo topico de discussdo. Inicialmente € importante notar
que ndo houve alteracdo na concentracdo da solucdo tratamento em nenhum dos dois

experimentos realizados durante o equilibrio sendo possivel aplicar com seguranca os
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conceitos e equacdes matematicas que permite visualiza-los como um fendmeno quimico e
compara-lo com outros trabalhos realizados nesta linha (Rose et al. 1993, 1996).

No estudo da cinética de ligagd@o, os resultados mostraram que a ligacdo de Ca
as bactérias € funcdo da concentracdo do meio e ndo alterou em fun¢do do tempo. Além
disso, a capacidade de ligacdo da solu¢do 10 vezes mais concentrada (10 mM) ndo foi
proporcionalmente 10 vezes maior (Figura 10). Estes dados corroboram com o estudo
recentemente publicado que avaliou o efeito da presenga da matriz extracelular rica em
polissacarideos insoldveis na ligacdo de Ca em S. mutans (Leitdo et al. 2012). Em relacio
aos valores de méxima capacidade de ligacdo para ambos os grupos (Tabela 3), estes
valores estdo de acordo com aqueles encontrados por Rose et al. (1993) quando avaliaram a
ligacdo de Ca em cepas bacterianas do gé€nero estreptococos (aproximadamente 30,0
pmol/g para a concentracdo de 10 mM).

A cinética de ligacdo de Ca mostrou ser um fendmeno rdpido, onde é possivel
observar cerca de 90% do Ca ligado nos primeiros 5 min. A tabela 3 confirma estes
achados uma vez que a constante de equilibrio de ambas as condi¢Oes de tratamento € da
ordem de 10° M, que denota alto grau de afinidade dos grupamentos anidnicos pelo Ca.
Comparando o Kd das duas condi¢des avaliadas é possivel observar que houve uma
diminui¢cdo da afinidade pelo aumento da concentracdo da solugdo tratamento. Como foi
mencionado anteriormente, o Kd representa a concentracio necessdria para que metade dos
sitios de ligagdo estejam ocupados pelo ligante. Observando os valores da Tabela 3, €
possivel notar que uma concentracdo 6 vezes menor seria suficiente para saturar metade dos
sitios de ligacdo presente nas bactérias no grupo tratado com 1 mM de Ca. Ja para o grupo
tratado com 10 mM de Ca, seria necessdria uma concentracdo 2,5 vezes menor para que
isto ocorresse, ou seja, mais fons deveriam estar presentes no meio para que metade dos
sitios de ligacdo fossem ocupados. Esta diferenca também foi observada por Rose et al
(1996;1998) que explica que a diminui¢do da afinidade indica que estar ocorrendo uma
mudanca da predominancia de ligacdo divalente (dois grupamentos anionicos das bactérias
para cada fon Ca presente (maior afinidade)) para monovalente (um grupamento anidnico
para cada fon Ca (menor afinidade)). Essa reflexdo nos ajuda a entender porque a constante

de afinidade (K,,) do grupo de 1 mM é maior que do grupo 10 mM.
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Tatevossian (1981) em um estudo in vitro, avaliou a ligagdo de Ca em “pools”
de biofilmes coletados a partir de superficies linguais dos dentes de voluntérios. Seu ensaio
consistiu em calibrar um eletrodo fon seletivo com solucdes de concentragdo conhecida de
Ca e equilibrd-lo com um padrio contendo 1 mM Ca, pH 7,0. Em seguida imergiu a massa
bacteriana coletada e acompanhou a variacdo de milivoltagem em func¢do do tempo, que
indicaria ligacdo de Ca ao biofilme. Os resultados deste estudo mostraram que houve
reducdo em 30% da concentragdo de Ca na solucdo (indicativo de ligacdo as bactérias) e a
saturacdo foi alcancada nos primeiros 10 min. Cabe apontar que a diminuicdo da
concentracdo de Ca na solu¢d@o pode ter influenciado os resultados obtidos por este autor, o
que ndo aconteceu no protocolo experimental usado no presente estudo.

Nossos resultados de cinética de ligagdo apontam também que este reservatorio
€ capaz de enriquecer quando maior quantidade de ions € disponibilizada no meio, uma vez
que houve uma equivalente quantidade de Ca ligado independente das bactérias ja estarem
ou ndo saturadas com 1 mM Ca (concentra¢do de Ca encontrada no fluido do biofilme em
repouso) (Figura 10). De fato, estudos in situ (Brudevold et al. 1985; Kashket & Yaskell
1992) e in vivo (Vogel et al. 2008) demonstraram que um bochecho de 1 min com solucdes
contendo lactato de célcio s@o capazes de enriquecer o biofilme dental e interferir com o
processo da cérie dental ou mesmo potencializar o efeito do F.

Assim como observado por Rose et al. (1993) nossos resultados demonstram
que a curva de liberagdo de Ca mostrou-se diferente da curva de ligacdo (Figura 11). Na
tentativa de explicar este fendmeno estes autores propuseram que a presencga de polimeros
inespecificos da parede bacteriana promovem uma interacdo célula-célula e isto pode
interferir na liberagdo dos fons Ca. Esta hip6tese também ¢é defendida em outro estudo que
avaliou o papel do Ca na agregacdo e formagdo do biofilme dental (Rose et al. 2000).
Observando os valores da constante de dissociacdo entre os grupos experimentais € possivel
reafirmar a hipétese que no grupo pré-tratado com 1 mM Ca prevaleceu a ponte idnica
entre dois grupamentos anionicos e um Ca (divalente), pois a constante de dissocia¢do para
este grupo ¢ menor quando comparado aos demais, ou seja, a afinidade para que
permanecam ligados € maior, dificultando assim sua liberagao (Tabela 4). J4 para os dois

grupos pré-tratados com 10 mM Ca, o menor valor de constante de dissociacdo do grupo
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reequilibrado com 1 mM Ca, quando comparado ao grupo livre de Ca, pode ser explicado
pela presenca de ions Ca na solucdo, que tendem, mesmo que insignificantemente, a refazer
o complexo ligante-receptor (Tabela 4).

Em relagdo a permanéncia destes fons no biofilme dental in vivo e in situ, ndo
ha um consenso na literatura. Kashket & Yaskell (1992) apontam que o beneficio dos ions
Ca na reducdo da perda mineral € mais evidente quando usado concomitantemente com o
desafio cariogé€nico ou logo apds este, € menor quando utilizado previamente. Observaram
ainda que 45 min ap6s a exposi¢cao da placa de S. mutans as solugdes contendo lactato de
célcio, as concentracdes ja haviam retornado a niveis basais. J4 Reynolds et al. (2003)
mostraram significante aumento das concentracdes de Ca no biofilme dental apés 2-3 h da
ultima exposi¢c@o a bochechos contendo Ca. Vogel et al. (2008) viram a permanéncia deste
reservatorio aumentada em até 3 vezes no biofilme dental apds 1 hora do pré-bochecho com
Ca. Dadas as devidas limitagdes, o conjunto dos dados dos experimentos de cinética de
ligacdo e liberagdo do presente trabalho nos permite corroborar com os estudos prévios que
observaram a alta capacidade de enriquecimento deste reservatdrio e a sua permanéncia por

significativo periodo de tempo.

6.2 Liberacao de Ca ligado a S. mutans em funcao do pH

Os resultados dos estudos supracitados mostram claramente a capacidade dos
estreptococos em ligar fons a superficie bacteriana. Os principais sitios de ligacdo de Ca na
superficie bacteriana sdo: os grupamentos carboxilicos presentes em aminodcidos de
proteinas da parede ou membrana celular como aspartato e glutamato; € 0s grupamentos
fosfatos do 4cido tecdico e lipotecdico (Anexo 1). A importancia deste reservatorio estard
em sua capacidade de perdurar por um dado periodo de tempo no biofilme e principalmente
ser prontamente liberado durante um desafio cariogénico para interferir com os eventos de
des-remineralizacdo — o que Vogel (2011) tem chamado de biodisponibilidade dos
reservatorios inorganicos do biofilme.

Rose et al (1993;1996) observando uma menor capacidade de ligacdo de Ca as

bactérias em pH 5,0, quando comparado ao pH 7,0, postularam que durante a queda do pH
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haveria disponibilizagdo destes {ons para o fluido do biofilme. Os dados no nosso estudo
mostram claramente este fendmeno, pois houve significativo aumento da concentracdo de
Ca no fluido do biofilme teste de S. mutans quando este foi tratado por 10 min com tampao
pH 5,0 (Figura 12). A quantidade de Ca liberada foi equivalente a aproximadamente 5,4 e
2,5% do total de fons que estavam previamente ligados para o grupo tratado previamente
com 1 e 10 mM, respectivamente (Tabela 6 versus valores baseline de Ca ligado as
bactérias — dados ndo mostrados). Por dedu¢dao matematica, aqueles autores inferiram um
aumento de aproximadamente 44,0 mM no fluido do biofilme, contra aproximadamente 3,0
mM encontrado no presente estudo. Esta significativa diferenca pode ser explicada por
diferencas no protocolo experimental dos estudos, ja que nos trabalhos de Rose et al. (1993;
1996) o tempo de contato das bactérias com o tampao pH 5,0 foi de 2 horas, bem como os
autores utilizaram uma alta propor¢do de volume de tratamento por peso. Além disso,
nossos dados mostram-se mais proximos daqueles encontrados por Margolis & Moreno
(1992), Tenuta et al. (2006) e Correia et al. (2012) no fluido do biofilme in vivo e in situ
(3,0 - 9,6 mM), 5-7 min apds um bochecho com sacarose.

O modelo empregado no presente estudo apresentou dose-resposta para os
tratamentos uma vez que ndao houve aumento da concentracdo de Ca no grupo tratado com
pH 7,0 (controle negativo) e aumento exacerbado no grupo controle positivo (pH 1,86)
(Figura 12). No entanto, foi possivel observar que a quantidade de Ca disponibilizada para
o fluido do biofilme teste foi a mesma independente da condi¢do prévia de tratamento que
possibilitou a formacao de uma maior quantidade de reservatério (10 mM) ou ndo (1 mM)
(Tabela 6).

Duas hipéteses levantadas podem explicar estes resultados. A primeira reside
no fato que o meio que permeia as bactérias e a intensidade da queda do pH sera
determinante na quantidade de ions a serem liberados dos reservatdrios para o fluido do
biofilme. Aqui cabem explicacdes sobre a intensidade da queda do pH e a natureza dos
sitios de ligacao de Ca nas bactérias. A influéncia do pH na liberacdo destes fons pode ser
prevista conhecendo o pKa (constante de dissociagdo) destes grupamentos anidnicos que
sdo, para o grupamentos carboxilico da cadeia lateral (grupo R) do aspartato, 3,65; para o

grupamentos carboxilico do glutamato, 4,25; e para o grupamento fosfato do acido teicdico,
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2,3 (Dawson et al. 1969; Lambert et al. 1975). De forma bem simplificada, isto quer dizer
que em valores de pH um ponto acima destes valores, os grupamentos estardo com 90% das
cargas anionicas livres para a ligacdo de Ca; uma vez ligados, o Ca sé serd disponibilizado
para o fluido do biofilme em quedas de pH abaixo destes valores, e neste contexto o
grupamento fosfato do 4cido teicdico perde a importincia como reservatorio de fons na
dindmica da cdrie dental, pois a queda de pH induzida pela metabolizacdo das bactérias do
biofilme ndo alcancam valores tdo baixos. Rose et al. (1997) investigou a natureza e
capacidade de ligacdo de Ca destes grupamentos e concluiu que o grupamento fosfato do
acido teicoico € responsdavel por aproximadamente 75% do total de fons ligados a
estreptococos orais. Observaram ainda que, em Lactobacilos casei e Actinomyces
naeslundii, predominam a ligacdo a grupamentos carboxilicos. Diante disto poderiamos
concluir que € limitada a capacidade do reservatorio de ions do biofilme dental em
disponibiliza-los para o fluido apds a queda do pH (corroborando os dados de que apenas
5% dos reservatoérios sao liberados durante um desafio 4cido de 10 min).

Outra hip6tese pode explicar a semelhanga na quantidade de Ca disponibilizada
pelos dois grupos de pré-tratamento. O modelo que utilizamos para simular a queda do pH
¢ um sistema fechado, onde a saturacdo da solugdo tratamento, devido ao seu pequeno
volume, pode ter ocorrido. O biofilme dental € permeado pela saliva que dilui os fons
disponibilizados para o fluido do biofilme durante o desafio cariogénico. Diante desta
hipétese, a importancia de manter um maior reservatorio de Ca no biofilme dental ganha
forca, pois ions poderiam ser mobilizados destes reservatérios durante os frequentes
episodios de desafio cariogénico. De fato, diversos trabalhos apontam para uma menor
concentracdo inorganica no biofilme dental exposto a altas frequéncias de desafios
cariogénicos quando comparado a baixas frequéncias (Cury et al. 1997, 2001; Paes Leme et
al. 2004; Ccahuana-Vasquez et al. 2007). E uma das hipéteses levantadas por Paes Leme et
al. (2006) para explicar esta menor concentracdo inorganica é a deplecdo destes
reservatorios pelas frequentes quedas do pH. Diante disto, novamente reforca-se a
importancia de lancar mdo de estratégias para promover o enriquecimento deste

reservatorio no biofilme dental.
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6.3 Cinética e capacidade de ligacio de F a S. mutans

Como ja mencionado anteriormente, a capacidade de ligacio de {fons a
grupamentos negativos na parede celular de bactérias do biofilme dental foi objeto de
estudo de poucos trabalhos na literatura. Unica contribui¢io nesse sentido foi dada Rose et
al. (1996, 1998) que mostraram que a capacidade de ligacao de Ca em estreptococos foi 2x
maior na presenca de 5,0 mM de F, e essa propor¢cdo foi mantida em pH 5,0 quando
comparado ao pH 7,0, ainda que menor. Estes resultados deram suporte ao modelo proposto
por estes autores, fortemente aceito na comunidade cientifica, de que Ca liga-se as bactérias
por ponte idnica entre dois grupamentos anionicos das bactérias e um fon Ca; na presenca
de F, este compete por uma carga positiva do Ca, estabelecendo uma ponte bactéria-Ca-F.
Como resultado, libera-se um grupamento anidnico para que mais Ca possa se ligar e
estabelecer assim, mais uma ponte idnica. Assim, este modelo justifica o dobro da
quantidade de Ca encontrada por estes autores. Ressalvas importantes cabem nestes
achados, pois a concentracdo de F utilizada nestes estudos prévios ndo representa aquela
encontrada nos fluidos orais capazes de formar este tipo de reservatorio. Frente essas
concentracoes (0-10 mM de Ca e 5,0 mM — 95 ppm F; Rose et al. 1996), é de se esperar a
precipitacdo de mineral CaF, no biofilme dental e os autores ndo abordam o controle da
formacdo deste outro reservatério em seus experimentos. No presente estudo a
concentracdo de Ca (1 e 10 mM) e F (1 ppm) ndo ultrapassou o limite de solubilidade do
mineral CaF,, 3,0 x 10" M (McCann, 1968), o que nos permite afirma que houve apenas a
formacdo do reservatério de fons ligado as bactérias. Ademais, estas sdo concentracoes
comumente encontrada nos fluidos bucais, tanto para o Ca (1,0 - 9,6 mM — Margolis &
Moreno 1992; Tenuta et al. 2006), quanto para o F quando da exposi¢ao da cavidade bucal
aos agentes fluoretados mais comuns na prevencao da cérie.

Em relacdo a ligacdo de Ca as bactérias na presenca de F, nossos resultados
mostraram que nao houve aumento significativo da quantidade de Ca ligado as bactérias
pela presenca de F apds 60 min de tratamento (Tabela 7), discordando daquele encontrado
por Rose et al. (1996). Neste ponto, ndo ha um consenso na literatura em relagdo a presenga

de F aumentar a concentracdo de Ca no biofilme dental. Nobre dos Santos et al. (1988)
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quando avaliaram a concentracdo inorganica do biofilme dental de escolares durante a
fluoretacdo, paralisacdo e refluoretacdo da dgua de abastecimento publico, observaram que
ndo houve alteracdo significativa da concentracio de Ca em fun¢do do significativo
aumento da concentragdo de F no biofilme. Paes Leme et al. (2004) observaram
significativo aumento da concentragdo de Ca no biofilme formado in situ sob diferentes
frequéncias de exposicdo a sacarose quando do uso do dentifricio fluoretado comparado ao
placebo. Considerando os achados de Tenuta et al. (2009) que mostraram que 0 mecanismo
de acdo dos dentifricios fluoretados estd mais fortemente relacionado a capacidade do F em
difundir para o biofilme e formar reservatérios ligados as bactérias; e tomando as devidas
precaucdes em relacdo a dificuldade de isolar os dois tipos de reservatérios que o biofilme
dental pode formar quando da exposi¢do a agente fluoretados (mineral CaF; ou ponte i6nica
com bactérias e proteinas); podemos explicar nossos resultados com a hipétese que baixas
concentracdes de F (como aquela encontrada na 4dgua fluoretada e utilizada neste estudo)
ndo aumenta a concentracdo de Ca ligado as bactérias a ponto de ser observado uma
diferenca significativa no biofilme dental. Assim o efeito do F em aumentar a ligacao de Ca
as bactérias do biofilme dental pode estar em funcdo da concentracdo atingida no biofilme —
ndo superior aquela necessdria para forma¢do do mineral CaF; ndo inferior aquela que se
atinge quando da exposicao a dgua fluoretada, por exemplo.

Em relacdo a quantidade de F ligado as bactérias ndo diferir em funcio da
concentracdo de Ca previamente ligado (Figura 13), a sensibilidade do modelo em detectar
pequenas diferencas da concentracdo de ions ligados as bactérias pode explicar os
resultados. Os dados do experimento de validagdo do protocolo experimental mostraram
que houve maior reducdo da concentracdo de F na solucdo tratamento quando da presenca
de mais Ca ligado as bactérias (Figura 8). No entanto, a tabela 2 mostram que a quantidade
de Ca das bactérias pré-tratadas com 1 mM foi capaz de subtrair 4,25 nmol F da solucdo, ja
a quantidade de Ca presente nas bactérias pré-tratada com 10 mM foi capaz de subtrair 6,11
nmol F, ou seja, uma diferenca de 1,86 nmol de F que nao foi observada quando os pellets
bacterianos foram avaliados. Guardadas as limita¢Oes deste experimento, como j4 descrito
acima, € importante ainda discutir a relevancia clinica dessas concentragdes. Ainda que

baixas concentracdes de F no biofilme dental tenham significativo impacto nos processos
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de des-remineralizacdo, ndo € de se esperar significativas diferencas no efeito anticarie do F
diante destas duas condi¢des (mais ou menos Ca nas bactérias).

Mais estudos deverdo ser realizados nesta linha para avaliar o tempo de
permanéncia destes fons e capacidade de liberagdo durante a queda do pH, bem como o
potencial destes reservatorios em interferir diretamente com os eventos de des-

remineralizacao.
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7 CONCLUSOES

Os resultados sugerem que, utilizando um delineamento experimental validado,
fons Ca ligados a bactérias podem funcionar como um importante reservatério no biofilme
dental capaz de permanecer ligado por um significativo periodo de tempo e ser prontamente
liberado para o fluido do biofilme durante uma queda de pH. Além disso, a superficie
bacteriana tem potencial para ligar fons F, mas nas condi¢des experimentais testadas neste
estudo, esta ligacdo ndo demonstrou ser influenciada pela presenca de Ca previamente

ligado.
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ANEXO 1 - Estrutura molecular dos sitios de ligacio de Ca e F na superficie
bacteriana.
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Figura 1. (a) Estrutura molecular do dcido teicdico e (b) esquema ilustrativo destacando a

disposicao destas moléculas na parede de bactérias Gram-positivas.
L Fonte: Madigan et al. Brock Biology of Microorganisms. 9° ed. 2000
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Figura 2. (a) Estrutura molecular dos aminodcidos aspartato e glutamato destacando a
cadeira lateral de grupamentos carboxilicos carregados negativamente e (b) esquema

ilustrativo da disposicao de proteinas na membrana/parede celular.
Fonte: modificado de Nelson & Cox. Lehninger. Principios de Bioquimica, 3° ed. 2002
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