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INTRODUCAO

A carie dentaria ndo tratada em
dentes permanentes é a condicdo mais
prevalente em todo mundo (Madera &
Barnabé, 2021). Trata-se de uma condigédo
gue ocorre quando ha uma disbiose entre o
biofilme e a superficie dentéaria (Heimisdottir et
al., 2021).

Dentre os microrganismos envolvidos
na patogénese da céarie, um dos principais
patégenos citados é o Streptococcus mutans,
responsavel pela adesao a superficie dentaria
e iniciacdo da formacéo de biofilme (Pitts et
al.,, 2017). Apesar do papel primordial na
formac&o de biofilme, Streptococcus mutans
ndo atua sozinho, outras espécies, como a
levedura Candida albicans, participam da
sucessao microbiana e estédo frequentemente
associadas corroborando com a
patogenicidade do biofilme (Falsetta et al.,
2014).

Considerados fontes abundantes de
compostos bioativos, os produtos naturais sdo
indicados como a estratégia atualmente mais
bem sucedida no desenvolvimento de agentes
terapéuticos (Castilho et al., 2007; Pereira et
al., 2016). A caracterizacdo de formulacdes
para o controle da céarie dentaria contendo
diferentes principios ativos, € uma alternativa
relevante na Odontologia. O emprego de
novos materiais preventivos a base de
compostos bioativos deve envolver néo
somente a capacidade de inibir
microrganismos cariogénicos como também
desestruturar biofilmes multiespécies. A
combinacdo de flavonoides, terpenos e
xantinas em uma Uunica formulacdo pode
resultar em uma formulagdo potencialmente
favoravel a inibicho do crescimento de
microrganismos cariogénicos.

Os compostos naturais tt-farnesol,
guercetina e teobromina s&o principios

bioativos eficazes no controle antimicrobiano.
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No entanto, o efeito inibitorio destes bioativos
em biofilme  multiespécies ainda é
desconhecido. Sendo assim os objetivos do
presente estudo é avaliar o efeito inibitdrio in
vitro de formulacdes orais contendo o0s
compostos bioativos tt-farnesol, quercetina e
teobromina sobre biofilme misto maduro
formado pelos seguintes microrganismos:
Streptococcus mutans e Candida albicans. Ja
a hipétese do estudo é que a utilizacao destes
compostos é capaz de inibir a formacéo de

biofilme oral multiespécies.

METODOLOGIA

Com o objetivo de avaliar o efeito
inibitério de biofilme misto in vitro, foram
contendo  0s

caracterizados  vernizes

compostos tt-farnesol, guercetina e
teobromina em duas concentragdes diferentes
(A e B). Biofilmes mistos de Streptococcus
mutans UA159 e Candida albicans SC5314
foram cultivados em placas de 96 pocos
contendo meio de cultura especifico (37 °C,
5% CO;) e tratados com 0s vernizes
experimentais A, B ou controle (C). Apés
incubacédo por 24 h, a viabilidade microbiana

foi determinada por contagem de unidades
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formadoras de col6nias (UFC/mL de biofilme),
enquanto que a morfologia do biofilme foi
analisada qualitativamente por microscopia

eletrébnica de varredura.

RESULTADOS

Os dados foram submetidos
estatisticamente aos testes de Shapiro-Wilks
e Wald (p<0,05). Comparacdes multiplas pelo
teste de Wald evidenciaram diferencga entre os
grupos (p=0,0131). Sendo possivel observar
expressa reducdo microbiana nos grupos que
receberam tratamento com os vernizes A e B
(Figura 1).

Quando verificada qualitativamente a
morfologia do biofilme por meio de
microscopia eletronica de varredura foi
possivel observar modificagcdes na populacao
e estrutura do biofilme quando comparados os
grupos A, B, C e o de microrganismos (S.
mutans + C. albicans) (Figura 2). Os biofilmes
que receberam tratamento dos vernizes A e B
apresentaram uma reducdo notavel na
biomassa total quando comparados com
biofilmes que cresceram sem o0s bioativos que

foram tratados com a formulagéo controle (C).

grupos
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Figura 1. Box-plot das diferentes formulagfes de verniz (A, B e C - controle) para biofilmes de S. mutans (SM)

e C. albicans (CA) (UFC/mL) (n=6).
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Figura 2. Microscopia eletrénica de varredura de biofilmes de C. albicans e S. mutans. Imagens mostram a

arquitetura tipica de biofilme multiespécies (SM+CA, com menos células apés o tratamento com diferentes

concentracdes (A e B) e, nenhuma reducéo de biofilme (C) em aumento de 500 x.

DISCUSSAO

Biofilmes apresentam maior
resisténcia e maior tolerancia fisico-quimica a
agentes antimicrobianos quando comparados
as células planctbnicas devido a
complexidade da matriz de polissacarideos
extracelulares que os circunda formando uma
barreira protetora (Steenackerset al., 2016;
Handorf et al., 2018).

Apesar do biofiime de C. albicans
sozinho ndo ser capaz de desmineralizar a
dentina, quando esta espécie est4 associada
ao biofilme de S. mutans é possivel perceber
que hd um aumento na desmineralizacao

dentinéaria, devido ao aumento da

acidogenicidade do biofilme pela diminuicdo
de pH e aumento na producéo de &cido latico
(Sampaio et al., 2019). Portanto, é de grande
valia a utilizagéo de um bioativo capaz de inibir
o crescimento de ambas as espécies, tanto S.
mutans quanto C. albicans, visto que a
viruléncia do biofilme cariogénico aumenta na
presenca da levedura, evitando assim o
avanco da lesao de céarie e controlando,
consequentemente, o] potencial
desmineralizador do biofilme. Assim, modelos
de biofilme multiespécies como o modelo aqui
utilizado que associa S. mutans + C. albicans

se aproxima da situacao clinica critica devido
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a complexidade comprovada do biofilme de
diferentes espécies (Rocha et al., 2018).

O biofilme de S.mutans + C. albicans
mostrou-se  susceptivel as formulacbes
experimentais A e B. Embora tenha maior
concentracao de ativos na composicdo B, o
verniz B ndo demonstrou efetividade superior
ao verniz A, mas também teve importante
reducao de massa de biofilme (Figura 1). Isso
pode ser explicado pelo fato de, por se tratar
de modelo de biofilme in vitro, o crescimento
de colbnias nao é uniforme e os experimentos
apresentaram grande variancia. A auséncia
de diferenca entre os grupos A e B pode ser
justificada pela sensibilidade do teste
estatistico empregado, evidenciando a
necessidade de mais uma repeticdo dos
ensaios.

Um estudo utilizando verniz a base de
extrato de prépolis verde brasileiro mostrou-se
capaz de inibir o crescimento de espécies
cariogénicas, sendo elas: S. mutans, S.
sanguinis, S. salivarius e L. casei (De Luca et
al., 2014). Em comparagdo ao presente
estudo, o0 verniz testado apresenta
capacidade de inibir crescimento de um
biofilme multiespécies, que é mais resistente
que células planctbnicas e biofilme
monoespécie. Outro estudo recente realizou
andlise dos efeitos antimicrobianos e anticarie
do verniz de TiFs em biofilme microcosmo
formado em esmalte (Souza et al.,, 2017).
Embora o verniz de TiF4 tenha sido capaz de
reduzir a desmineralizagdo do esmalte, o
mesmo néo foi capaz de interferir na adeséo
de microrganismos, crescimento e atividade
de Dbiofime (Souza et al, 2017),

possivelmente devido a baixa atividade

antimicrobiana. E possivel considerar que o
fldor é padrao ouro para controle e prevencéo
da doenca cérie no que diz respeito ao
controle do processo de desmineralizagcédo e
remineralizacdo, no entanto, como agente
antimicrobiano ndo se mostra eficaz, ndo
sendo capaz de tratar de forma completa o
processo infeccioso da doenca.

No estudo, os biofilmes multiespécies e
maduros foram inibidos com uma Unica
aplicacdo dos vernizes experimentais,
enquanto que, clinicamente, a recomendacéo
€ que vernizes para controle e tratamento de
lesbes cariosas sejam aplicados
semanalmente durante 3 semanas. Assim,
acredita-se que o efeito inibitorio dos vernizes
possa ser potencializado se aplicado por dias
consecutivos ou semanalmente, seguindo os
protocolos clinicos, pois ocorreria a liberagéo
gradual e continua dos compostos na
cavidade bucal.

Considerando que o biofilme formado
por S. mutans em associa¢do com C. albicans
é altamente organizado, resistente, e
portanto, de alta cariogenicidade, o0s
resultados obtidos aqui sdo extremamente
relevantes, pois 0s vernizes ao inibirem
significativamente a formagéo deste biofilme
multiespécies mostram-se importantes
alternativas antimicrobianas, capazes de
contribuirem para o controle da formagéo de
biofiilme e do surgimento de novas lesbes

cariosas.

CONCLUSOES
Diante das limitacdes deste estudo in
vitro, foi possivel concluir que formulacdes

orais na forma de vernizes odontologicos
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contendo o0s bioativos naturais tt-farnesol,
guercetina e teobromina apresentam efeito
inibitério de  biofilmes mistos maduros
formados por Streptococcus mutans e
Candida albicans, que s&o importantes
patégenos envolvidos no processo da doenca

carie.
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