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RESUMO

Recentemente, uma nova cistatina derivada da cana-de-agucar (CaneCPI-5) foi
produzida em sistema de expresséo heterdloga e demonstrou uma alta capacidade
de ligacdo ao esmalte, protegendo contra a erosao do esmalte in vitro. Em adicéo,
as proteases da matriz sdo muito importantes para a progressdo da cérie em dentina
e as cistatinas, incluindo a CaneCPI-5, sdo inibidores de cisteino-catepsinas, o que
pode ter um efeito adicional na prevencdo da carie em dentina. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentracdes da CaneCPI-5 sob a
viabilidade de um biofilme microcosmo em dentina. Para a formacdo do biofilme
microcosmo, foi coletada a saliva de 10 individuos saudaveis, que escovaram 0S
dentes nas ultimas 24h e que ndo tenham bebido liquidos ou ingerido alimentos nas
tltimas 2h. A saliva foi diluida (70% saliva e 30% glicerol), e posteriormente
misturada a saliva artificial de McBain (1:50) para formacé&o do biofilme cariogénico.
Amostras (4 mm x 4 mm) de dentina bovina (n=45) foram preparadas para a
formacdo do biofilme microcosmo por 5 dias, o qual sera tratado diariamente
(1x60s/dia) com as concentragbes de CaneCPI-5 0,025 e 0,05 mg/ml, clorexidina
0,12% (controle positivo), Fluoreto e PBS (controle negativo). A atividade metabdlica
do biofilme através da adicdo de 1,5 ml do corante resazurina diluido em PBS na
concentracdo de 0,0016% e incubadas por um periodo de 2 h na estufa a 37°C e 5%
CO,. Nas concentracdes avaliadas, a CaneCPI-5 nédo foi capaz de reduzir a
atividade metabolica do biofilme de microcosmos em relagdo ao controle negativo,

tendo uma performance menor que a do controle positivo.

Palavras-chave: Agentes antimicrobianos; biofiime dentario; CaneCPI-5; carie

dentaria; dentina.



ABSTRACT

Recently, a new cystatin derived from sugarcane (CaneCPI-5) was produced in a
heterologous expression system and demonstrated a high capacity for enamel
binding, protecting against enamel erosion in vitro. In addition, matrix proteases are
very important for the progression of caries in dentin and cystatins, including
CaneCPI-5, are cysteine cathepsin inhibitors, which can have an additional effect in
preventing dentin caries. The objective of this work was to evaluate the effect of
different concentrations of CaneCPI-5 on the viability of a microcosm biofilm in
dentin. For the formation of the microcosm biofilm, saliva was collected from 10
healthy individuals who brushed their teeth in the past 24 hours and who have not
drunk liquids or ingested food in the past 2 hours. The saliva was diluted (70% saliva
and 30% glycerol), and later mixed with McBain's artificial saliva (1:50) to form the
cariogenic biofilm. Samples (4 mm x 4 mm) of bovine dentin (n = 45) were prepared
for the formation of the microcosm biofilm for 5 days, which will be treated daily
(1x60s / day) with the concentrations of CaneCPI-5 0.025 and 0.05 mg / ml, 0.12%
chlorhexidine (positive control), Fluorine and PBS (negative control). The metabolic
activity of the biofilm through the addition of 1.5 ml of the resazurin dye diluted in
PBS at a concentration of 0.0016% and incubated for a period of 2 h in the oven at
37°C and 5% CO.,. In the evaluated concentrations, CaneCPI-5 was not able to
reduce the metabolic activity of the microcosm biofilm in relation to the negative

control, having a lower performance than that of the positive control.

Keywords: Antimicrobial agents; Dental biofilm; CaneCpi-5; Dental Caries; Dentin.
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1 INTRODUCAO

A carie dentaria é uma das mais importantes doengas cronicas bucais,
causada por diferentes espécies de microorganismos acidogénicos e aciduricos,
organizados em um biofilme dentéario. Estes microorganismos metabolizam agucares
da dieta, especialmente a sacarose, produzindo polissacarideos extracelulares e
acidos, que alteram o pH do biofilme e induzem a desmineralizacdo dentaria (Keyes,
1960; Marsh et al., 2011; Pitts et al., 2017).

Apesar de poder ser facilmente prevenida, a carie dentéria € a doenca crénica
mais prevalente em todo o mundo, constituindo-se em um importante problema de
saude publica e consumindo recursos consideraveis para o seu tratamento e o de
suas sequelas. Sendo a prevaléncia elevada e suas sequelas indesejaveis, a
prevencdo é altamente necessaria. Devido & sua etiologia multifatorial, varias
possibilidades preventivas e terapéuticas tém sido propostas para o controle da carie

(Bowen, 2016).

Recentemente foi identificada e caracterizada uma nova cistatina da cana-de-
acucar, a CaneCPI-5, sendo capaz de inibir eficientemente um grande nimero de
cisteino-peptidases, incluindo a catepsina B, que se apresenta resistente & inibicdo
por cistatinas. A inibicdo de catepsina B pode ser importante para a preservacao da
matriz organica desmineralizada da dentina, pois tem-se observado que a expresséo
de catepsina B, bem como a atividade inespecifica de CCs na dentina cariada sdo
significativamente maiores quando comparadas aquelas da dentina sadia
(Nascimento et al., 2011). Em adicdo, a CaneCPI-5 mostrou-se bem mais soltvel
quando produzida em sistema de expressdo bacteriano, o que facilita a sua
producdo e purificacdo, além de apresentar uma forte aderéncia a cubetas de
quartzo, bem como grande forca de ligagdo ao esmalte dentério (Santiago et al.,
2017).

Desta forma, por acumular as caracteristicas desejaveis mencionadas acima,
a CaneCPI-5 sera testada no presente projeto, na tentativa de aumentar a
resisténcia a acidos da pelicula adquirida, bem como de inibir cisteino-catepsinas
dentinérias, o que pode retardar a progressdo da cérie na dentina. Devido a

homologia existente entre cistatinas de plantas e animais (Margis et al., 1998) e ao
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baixo custo de producdo das cistatinas de plantas, e alta estabilidade térmica, as
mesmas podem ser excelentes alternativas para insercdo em produtos

odontolégicos visando a prevencéo da carie dentaria.

Entretanto, antes que novos produtos sejam desenvolvidos para inser¢cao no
mercado sdo necessarios mais estudos, testando a aplicagdo desta proteina para
prevencao da cérie. Especialmente em dentina, espera-se um grande efeito protetor,
pelo fato de a proteina poder atuar em 3 frentes: fortalecimento da pelicula
adquirida, acdo antimicrobiana e inibicdo de CCs, retardando a degradagcdo da

matriz organica desmineralizada (Miguel, 2014).
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2 OBJETIVO

Analisar o efeito de duas concentragdes da CaneCPIl-5 na viabilidade

microbiana utilizando um modelo de biofilme microcosmo em dentina bovina.
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3 METODOLOGIA

3.1 Aspectos éticos

O projeto foi submetido a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da FOB-USP sob registro CAEE 14953719.1.0000.5417. Os
voluntarios participaram dessa pesquisa ap0s assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Devido a utilizagdo de dentes bovinos, o projeto
também foi submetido & aprovacdo do Comité de Etica no Ensino e Pesquisa em
Animais sob registro 009/2019.

3.2 Expresséo heterdloga da CaneCPI-5

A expressdo heteréloga da CaneCPI-5 utilizada no estudo foi realizada sob a
coordenacdo do Prof. Flavio Henrique Silva, na UFSCAR. Foi utilizada a cepa
bacteriana E. coli Rosetta (DE3), transformada com o plasmideo pET28aCaneCPI-5,
como descrito previamente (Miguel, 2014). A proteina expressa foi purificada da
fracdo solavel de culturas bacterianas induzidas por IPTG (Isopropil-beta-D-
Thiogalactosidio), submetidas a centrifugagdo e sonicagédo. A purificago foi feita por
cromatografia de afinidade, utilizando colunas contendo resina de niquel Ni-
NTASuperflow (Soares-Costa et al., 2002; Miguel, 2014).

3.3 Coleta da saliva e critérios de inclusdo/exclusdo dos participantes

A saliva de 10 individuos saudéaveis, estudantes do curso de Pés-graduacao
em Ciéncias Odontoldgicas Aplicadas da Faculdade de Odontologia de Bauru (25-35
anos de idade) foi coletada. O doador obedeceu aos seguintes critérios de incluséo:
1) fluxo salivar adequado (estimulado > 1 mL/min e ndo estimulado > 0,3 mL/min), 2)
historico de lesBes cariosas mas sem cérie ativa (lesdes de mancha branca ativa ou
lesbes cavitadas), 3) sem sinais de gengivite/periodontite (presenga de sangramento
e mobilidade dentaria) e 4) sem ingestdo de antibidticos nos ultimos 3 meses. Os
critérios de excluséo incluiram as condi¢cdes opostas as apresentadas acima, assim
como casos em que o individuo apresente doencgas sistémicas crénicas, fumante,

gestante ou lactante.
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No dia da coleta, os participantes ndo escovaram os dentes por 24h e se
abstiveram da ingestdo de comidas e liquidos nas 2h anteriores a coleta de saliva
estimulada por mastigacédo de borracha. A coleta da saliva foi ser realizada no
periodo da manha (9-10 h), por 10 min, em um ambiente refrigerado e individual, em

gelo. O volume de saliva foi coletado e diluido em 70% saliva e 30% glicerol.

3.4 Preparo das amostras de dentina e grupos de tratamento

Quarenta e cinco amostras de esmalte bovino (4 mm x 4 mm)
forampreparadas utilizando uma cortadeira de preciséo (Buehler, EUA) e discos
diamantados para corte. As amostras foram polidas com lixas de granulacdo 600
(Extec, EUA), utilizando uma politriz (Arotec, Brasil), apenas para remocdo de
ranhuras/fissuras da superficie. A rugosidade (Ra — rugosidade aritmética média) foi
aferida utilizando o perfilbmetro de contato (Marh, Alemanha), para a selecdo e
alocagdo das amostras nos grupos experimentais de forma que todos 0S grupos
tenham amostras com condi¢des iniciais similares (Ra entre 0,200 e 0,500 pm)
(Figura 1). Na sequéncia, as amostras tiveram 2/3 da superficie protegidos com

esmalte cosmético de unha para obtencdo de areas controle (higida) (Figura 2).

— e—

Corte na regiao do tergo
médio da coroa

Maguina de corte de |
precisdo ISOMET Low Speed
Saw (Buehler Lid., Lake Bluff,
IL, EUA).

-

Fonte: Prépria autoria.

|
| Corte am sentido longitudinal &
iserliiclo horizontal

Amostra 4mm x 4mm pronta
para a tratamento de

superficie

Fonte: Prépria autoria.
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Maquina Pelitriz (Politiz Aropol 4

2V - AROTEC, Cotia, SP,
Brasil)

[ULTRASONIC CLEAMER -
UMIQUE, Guangdong, China

Equipamento ultrassénico ‘

Fonte: Prépria autoria.

Figura 1: Esquema ilustrativo das etapas de processo de corte, polimento e limpeza

das amostras de dentina.

Fonte: Prépria autoria.

Figura 2: Aspecto final apds 2/3 da superficie protegidos com esmalte cosmético de

unha para obtencéo de areas controle.

A amostras foram divididas em 5 grupos experimentais (n=9): 1) PBS
(controle negativo), 2) clorexidina 0,12% (controle positivo), 3) Fluoreto (500ppm
NaF), 4) CaneCPI-5 0,025 mg/ml e 5) CaneCPI-5 0,05 mg/ml. Previamente ao inicio
do experimento, foram esterilizadas por exposi¢cao ao gas 6xido de etileno por 4 h
sob presséo de 0,5 + 0,1 Kgf/cm2 previamente ao experimento (ACECIL CENTRAL
DE ESTERILIZACAO COM. IND. LTDA - Campinas /SP).
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3.5 Formacéao do biofilme microcosmo e tratamento

Antes da exposicdo a saliva humana, as amostras foram tratadas com as
solugdes proteicas, fluoreto, clorexidina e PBS (no caso dos controles positivo e
negativo, respectivamente), por 1 min (1,5ml por poco), para que houvesse ligagao

das proteinas a serem testadas a superficie da dentina.

A saliva humana coletada foi diluida em saliva artificial McBain: mucina - tipo
Il gastrica de porco 2,5 g/L; peptona bacterioldgica 2,0 g/L; triptona 2,0 g/L; extrato
de levedura 1,0 g/L; NaCl 0,35 g/L, KCI 0,2 g/L; CaCl2 0,2 g/L; cloreto de cisteina 0,1
g/L; haemina 0,001 g/L; vitamina K1 0,0002 g/L, pH 7, na propor¢cdo de 1:50
(inéculo) (McBain, 2009). Placas de 48 pocos contendo amostras de dentina (n=9
dividido em 3 experimentos independentes) foram preenchidas com 1,5 mL de
in6culo (saliva humana-glicerol + saliva McBain) e incubadas estuda de CO, & 37°C
por 8h (Figura 3). Somente neste primeiro dia do processo de formac¢é&o do biofilme
foi utilizada a saliva humana-glicerol para permitir a colonizagéo inicial. As outras
trocas somente envolveram a saliva artificial de McBain suplementada com sacarose
0,2%.

Fonte: Propria autoria.

Figura 3: Preenchimento com 1,5 mL de in6culo (saliva humana-glicerol + saliva
McBain).

Apés as 8h iniciais, as amostras foram lavadas com PBS durante 5s e 1,5 mL
de meio fresco (saliva artificial de McBain) suplementado com sacarose 0,2% foi

adicionado em cada po¢o e incubadas em estuda de CO, a 37°C por 16h,
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completando as 24h iniciais. A cada 24h, o meio foi trocado até completar 5 dias de
cultivo.

A partir do 2° dia de crescimento do biofilme, antes da troca do meio, o
biofilme foi tratado, uma vez ao dia. Para tal, as amostras foram expostas a 1,0 ml
de solucdo de tratamento. Apés 60s, a solucdo foi removida e o meio fresco foi

adicionado ao pogo (Figura 4).

000000 [ (000000 [ M=
000000 000000| |
000000

000000
000000 000000
000000 ;
000000 u
000000

000000

I de mcubacio

Fonte: Propria autoria.

Figura 4: Esquema em fluxograma do cultivo do biofilme microcosmo e o ensaio

realizado.

3.6 Avaliacdo da atividade metabdlica pelo teste da Resazurina

A atividade metabdlica do biofilme foi determinada, com algumas
modificacdes. Apds exposicdo aos diferentes tratamentos, os espécimes foram
lavados com 1,5 ml de PBS para remover as bactérias mortas/nao aderentes.
Posteriormente, os espécimes foram alocados para outras 3 placas de 48 pocos
estéreis, nas quais foi adicionada a quantidade de 1,5 ml do corante resazurina
diluido em PBS na concentracé@o de 0,0016%. As placas foram protegidas com papel

aluminio e entdo incubadas por um periodo de 2h na estufa a 37°C e 5% CO,. As
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microplacas contendo o corante de resazurina (Figura 4) foram levadas para que a
leitura fosse realizada. Foi utilizado o leitor de microplaca Synergy H1 (Biotek®) para

a leitura em absorbancia (570 e 600 nm), acoplado ao software Genb5.

Fonte: Propria autoria

Figura 5: Incubacéo da placa de 48 pocos com o reagente de resazurina.

Dessa maneira, a atividade metabdlica do biofilme cariogénico apdés
exposicdo aos diferentes tratamentos foi determinada baseando-se na porcentagem
de viabilidade, que foi calculada pela seguinte formula (Alonso et al., 2017):

Porcentagem de Viabilidade =

E':"xﬂm X AE?ﬂnmu- E"::'z'zs?-:-nm X ‘p‘ﬁl}ﬂ“m!

Eaep s7omm X Agoonm 0 — €RED s0tnm X Aszonm 0

onde,
o € é o coeficiente de extingdo molar para Resazurina (€s00 117,216 € €570 80,586;
€600155,677 € €570 14,652);
o A é a absorbancia medida em um determinado comprimento de onda;

o t0 € a primeira medicao e tx € a medida em um determinado momento Xx.
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3.7 Anadlise Estatistica

Foi utilizado o software GraphPad InStat verséo 3.0 para Windows (GraphPad
Software Inc., La Jolla, Ca, USA). Foi aplicado o teste de teste de Kolmogorov-
Smirnov para verificar se os dados apresentam distribuicdo normal e o teste de
Bartlett para avaliar a homogeneidade dos mesmos. Apds esta checagem inicial, os
dados foram avaliados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo
teste de Dunn para comparacgdes individuais. O nivel de significaAncia adotado foi de
5%.



22

4 RESULTADOS

O teste de Kruskal-Wallis revelou diferenca significativa entre os grupos (KW
= 21,236, p = 0,0003). O teste de Dunn revelou que apenas a clorexidina 0,12%
reduziu significativamente a atividade metabdlica do biofilme de microcosmos em
relacdo ao controle negativo e aos grupos tratados (p<0,01), que né&o diferiram

significativamente entre si (p>0,05) (Tabela 1).

Tabela 1. Mediana (IC 95%) da atividade metabdlica (teste da resazurina) do
biofilme de microcosmo formado sobre blocos de dentina bovina por 5 dias,

submetido a diferentes tratamentos.

Grupos de tratamento Mediana (IC 95%)
PBS 100,0 (100,0-100,0)°
Clorexidina 0,12% 12,5 (6,0 -18,5)°
NaF 500 ppm

118,12 (64,8-135,4)%
CaneCPI-5 0,025 mg/mi 111,9 (76,6-131,3)a
CaneCPI-5 0,05 mg/mli 121,8 (65,9-135,1)

Letras distintas indicam diferenca significativa entre os grupos (Kruskal-Wallis e Dunn, p<0.01). n=9.
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5 DISCUSSAO E CONSIDERACOES FINAIS

A carie dentaria € uma doenca cronica bucal, considerada uma das mais
prevalentes mundialmente. Trata-se de uma disbiose, que surge mediante um
desequilibrio no biofilme causado pela ingestdo excessiva de agucares, que leva a
uma predominancia de microorganismos acidogénicos e aciduricos, os quais

promovem a desmineralizagcdo dentaria (Gupta et al., 2014).

Nesse sentido, a fase inicial da céarie dentaria é determinada pelo surgimento
da mancha branca ativa, que quando tratada precocemente, evita a cavitagdo na
superficie dentaria. Desde a década de 1960 sabe-se que a remogé&o do biofilme da
lesdo de mancha branca € capaz de levar a reversdao da lesdo, sem nenhum
tratamento adicional (Dirks, 1961). Entretanto, € muito dificil remover todo o biofilme
com a escovacao e utilizagdo do fio dental. Dessa forma, a utilizacdo de fluoretos
surgiu como um grande aliado da escovacao e tem levado ao declinio da
prevaléncia de carie em todo o mundo, por intervir favoravelmente nas reacfes de
des e remineralizacéo, deslocando o equilibrio a favor da remineralizacdo (ten Cate
& Buzalaf, 2019; Mulu et al., 2014).

Diversos estudos tém investigado alternativas que possam ser téo eficientes
como a escovagdo e como o fluoreto no sentido de prevenir/reverter as lesdes
cariosas, e que possam ser utilizadas de forma segura pela populagéo. Dentre estas
alternativas encontra-se a CaneCPI-5, uma cistatina clonada da cana-de-acucar,
com capacidade de inibicdo de cisteino-catepsinas, com alta forca de ligacdo a
hidroxiapatita, o que a faz inibir a eroséo inicial in vitro (Santiago et al., 2017) e in
vivo (Carvalho et al., 2020). Em adi¢éo, a CaneCPI-5 tem alta estabilidade térmica e
baixo custo de produgdo. Em virtude destas caracteristicas, hipotetizamos que a
proteina poderia ter um efeito protetor contra a cérie dentinéria, atuando em varias
frentes. Por se ligar & hidroxiapatita, poderia fortalecer a pelicula adquirida,
reduzindo a desmineralizacdo pelos &cidos bacterianos (Santiago et al., 2017). Por
inibir cisteino-catepsinas bacterianas (Santiago et al., 2017; Klein et al., 2016;
Kolenbrander, 2000), poderia ter agdo antimicrobiana e ao inibir cisteino-catepsinas
dentinérias, poderia retardar a degradacdo da matriz organica desmineralizada
(Nascimento et al., 2011; Buzalaf et al., 2015).
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Neste trabalho, foi utilizado o modelo de biofilme microcosmo, pois apresenta
caracteristicas desejaveis por mimetizar o ambiente bucal, reproduz as condi¢des de
um biofilme supragengival, apresenta comunidades microbianas complexas e é
produzido em laboratério (ambiente controlado), o que reduz a possibilidade de viés.
(Arthur et al., 2013; Tang et al., 2003). Utilizando este modelo, avaliamos o efeito
protetor in vitro de diferentes concentragbes de CaneCPI-5 em forma de solugéo,
antes e durante a formagdo do biofilme bacteriano por 5 dias, na atividade
metabdlica do biofilme de microcosmos formado sobre blocos de dentina bovina
dentina, utilizando o teste da resazurina. Trata-se de uma alternativa eficaz para a
visualizagdo da leitura de testes em microplacas. Este composto funciona como
substrato cromogénico de enzimas desidrogenases, age como indicador de oxi-
reducdo, e é reduzido (pelo ganho de hidrogénio) por flavinas ligadas a enzimas
relacionadas com o sistema de transporte durante o metabolismo celular (Vaz Crippa

et al., 2020).

As concentracdes de CaneCPI-5 testadas foram estabelecidas com base em
estudo piloto, nos quais foram avaliadas as concentra¢cdes de 0,025, 0,05 e 0,1
mg/ml. Levando-se em conta a relacdo custo/beneficio, optamos por avaliar as
concentragbes mais baixas no presente estudo. Entretanto, nas concentragdes
avaliadas, a CaneCPI-5 nao foi capaz de reduzir a atividade metabdlica do biofilme
de microcosmos em relagdo ao controle negativo, tendo uma performance menor
que a do controle positivo (clorexidina 0,12%). Estes resultados indicam que sua
frente de agcdo ndo parece estar relacionada a inibicdo das cisteino-catepsinas
bacterianas, pelo menos nas concentragbes utilizadas no presente estudo.
Entretanto, os resultados até aqui obtidos ndo excluem a possibilidade de que a
CaneCPI-5 atue inibindo as cisteino-catepsinas dentinarias, ou mesmo reforcando a
pelicula adquirida e reduzindo o contato com os &cidos bacterianos e,
consequentemente a desmineralizagdo. Na proxima etapa, faremos avaliagbes de
UFC para microrganismos totais, estreptococos totais, estreptococos mutans e
lactobacilos, além de avaliarmos o conteudo mineral dos blocos de dentina por
microrradiografia transversal. Se forem obtidos resultados positivos, a CaneCPI-5
poderd ser inclusa em produtos odontoldgicos visando & prevengdo de carie

dentinaria, especialmente cérie radicular.
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