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Resumo

Neste trabalho foi realizada uma andlise, in vitro, da capacidade do anticorpo monoclonal (Acmo) 56G anti-Streptococcus
mutans de impedir ou interferir na aderéncia e colonizagdo de S.mutans (cepa GS5) a superficie de corpos de prova
confeccionados com Resina Composta Hibrida TPH (Dentsply). Vinte corpos de prova foram preparados, desinfetados
com gluconato de clorexidina ou esterilizados por radiagdo gama com cobalto 60 e incubados em tubos de ensaio con-
tendo meio sacarosado e um indculo de S. mutans. Metade dos corpos de prova constituiu o grupo tratado e, por isso,
recebeu uma aliquota do Acmo; a outra metade destinou-se ao grupo controle. As peliculas bacterianas aderidas sobre as
pastilhas de resina dos grupos tratado e controle foram quantificadas e comparadas através da dosagem de carboidratos e
proteinas presentes nas mesmas, além da determinag@o do niimero de UFC/ml. Verificou-se que ndo havia diferenca entre
a desinfec¢do com clorexidina e a esteriliza¢@o por radiagdo gama, e que o biofilme bacteriano formado na presenga do
Acmo nio diferia daquele formado na sua auséncia, tanto nas dosagens de carboidratos e proteinas (p=0,577 e p=0,705,
respectivamente) quanto na microbioldgica (p=0,488). Conclui-se que o Acmo 56G nio foi efetivo na prevencao da
colonizag¢ado da superficie dos corpos de prova confeccionados em resina pelo S. mutans.
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INTRODUCAO

Dentre os estreptococos, os do grupo mutans mere-
cem atengdo especial no que se refere a carie dentdria,
pois sdo pioneiros na colonizagdo da superficie dos
dentes, desempenhando papel decisivo na formacao da
placa dentdria. A denominagdo S. mutans € reservada
principalmente para as cepas dos sorotipos c, e, f,
encontradas em hospedeiros humanos’. Os antigenos
dos sorotipos sdo polissacarideos da parede celular,
compostos de ramnose, glicose e galactose. Além dos
polissacarideos, uma proteina importante foi identifi-
cada, o antigeno I/II, que atuaria como uma adesina,
permitindo a ligacdo inicial do S. mutans a pelicula
adquirida, que recobre a superficie dentdria, sendo,
pois, considerada um fator de viruléncia responsédvel
pela patogenicidade desse microrganismo'*%? .

Dada a prevaléncia da doenca cérie, considerada
um dos maiores problemas de saide bucal em paises
em desenvolvimento, e considerando a participagdo do
S. mutans na etiologia dessa doenga, o estudo de um
anticorpo monoclonal direcionado contra uma adesina
do S. mutans contribuiria para o desenvolvimento de
um método de imunoprofilaxia passiva, prevenindo a
instalagdo da cdrie dentdria*®!!,

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a ca-
pacidade bloqueadora do Acmo 56G, anti-S. mutans,
na aderéncia e colonizagdo do S. mutans a superficie
de um material restaurador de uso odontolégico, a
resina composta.

MATERIAIS E METODOS

O Streptococcus mutans

A cepa GSS5 foi a que demonstrou no ELISA maior
reatividade com o anticorpo monoclonal 56G sendo,
por isso, selecionada para os experimentos>>.

Os corpos de prova

A resina composta hibrida TPH (Dentsply) cor
A, foi utilizada para confecg@o dos corpos de prova.
Uma matriz de acrilico bipartida especialmente con-
feccionada possibilitou a produgdo de pastilhas de
resina composta de Smm de didmetro por 2mm de
espessura (Figura 1).

Antes de empregé-los nos experimentos, 0S COrpos
de prova receberam tratamento para sua descontami-
nacdo. Foram empregados dois métodos: esterilizagdo
por radiagdo gama com cobalto 60 e desinfec¢do com
clorexidina 0,12% durante 15 minutos.

Comparacio entre os métodos de descontami-
nacao da resina composta

Nesse experimento empregou-se 28 corpos de
prova, divididos em 4 grupos (2 tratados e 2 contro-
les). Os grupos tratados (placa bacteriana formada
na presenca do Acmo 56G) eram constituidos por 10
corpos de prova esterilizados e por 10 corpos de prova
desinfetados. Os grupos controles (placa bacteriana
formada na auséncia do Acmo 56G) eram constituidos
por 4 corpos de prova esterilizados e por 4 corpos de
prova desinfetados.

FIGURA 1 — Detalhe da confec¢do dos corpos de prova. 1A — Matriz bipartida de acrilico empregada no experimento. 1B — Corpos de prova sendo
removidos da matriz apés acomodagio e fotopolimeriza¢do da resina composta.
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Estudo da formacao de placa bacteriana in vitro
sobre resina composta

No intuito de averiguar o papel do Acmo 56G na
prevencgdo da colonizacao da superficie dos corpos de
prova, outro experimento foi elaborado. Neste ensaio,
foram empregadas vinte pastilhas de resina, que ap6s
desinfec¢do com gluconato de clorexidina 0,12%,
foram divididas em 2 grupos (tratado e controle),
compostos por 10 elementos cada um.

Analise bioquimica dos biofilmes bacterianos

Todos os corpos de prova foram inseridos em
tubos de ensaio contendo 1 ml de meio sacarosado?.
Nos tubos correspondentes ao grupo tratado foram
adicionados 100ug/ml de anticorpo monoclonal 56G.
Todos os tubos foram incubados a 37°C em condi¢des
de microaerobiose durante 24 horas.

Ap6s o periodo de incubagao, as peliculas bacte-
rianas aderidas sobre as pastilhas de resina dos grupos
tratado e controle foram quantificadas e comparadas
através da dosagem de carboidratos e proteinas pre-
sentes nas mesmas, além da determina¢do do nimero
de unidades formadoras de col6nia por mililitro(UFC/
ml).

Na dosagem bioquimica, os corpos de prova
foram retirados do meio sacarosado e lavados
delicadamente em solucdo salina a 0,85% esteri-
lizada, visando a remocao de residuos do meio de
cultura. A seguir foram transferidos para tubos de
ensaio contendo 1ml da mesma solucao e, entdo,
vigorosamente agitados em aparelho “vértex” por
1 minuto. Tal procedimento teve por finalidade a
desagregacao do biofilme bacteriano aderido sobre
as pastilhas de resina, colocando-o em suspensao
na solugdo salina. A partir desta suspensdo, duas
aliquotas foram retiradas e analisadas por métodos
colorimétricos, através das dosagens bioquimicas. O
reagente revelador de proteinas foi preparado com
Coomassie Brilliant Blue G -CBB G250-(Sigma),
etanol 95% e acido fosférico concentrado 2. Ja o
reagente para evidenciacdo de carboidratos foi a
Antrona, empregada segundo metodologia proposta
por Pons'(1981). As leituras foram realizadas num
leitor ELISA (modelo 3550, BIO RAD), aum com-
primento de onda de 590nm. A fim de correlacionar
a densidade 6ptica das amostras com as respectivas
concentragdes protéicas e de carboidratos, uma
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curva padrdo de albumina e outra de manose fo-
ram confeccionadas empregando-se concentragdes
crescentes dessas substancias.

Analise microbiolégica dos biofilmes

Outro recurso para compararmos a quantidade de
biofilme bacteriano aderido sobre os corpos de prova
foi a contagem de UFC/ml. O biofilme bacteriano em
suspensdo foi diluido nas proporg¢des 1:100, 1:1000 e
1:10000. Aliquotas de 100ul de cada dilui¢do foram
semeadas em duplicata em Agar Mitis Salivarius (Di-
fco) incubadas em estufa a 37°C por 48 horas.

Efeito bactericida do Acmo 56G sobre S.
mutans

Para determinar se o anticorpo monoclonal 56G
apresentava algum efeito bactericida, comparamos sua
atividade com a da penicilina, que € um antibiético de
acdo comprovada contra os S. mutans. Neste propésito,
discos de papel impregnados com o Acmo ou peni-
cilina foram aplicados sobre Agar Mittis Salivarius
previamente semeado com a cepa GS5.

Analise estatistica

Os valores obtidos com as dosagens bioquimicas
e microbioldgica dos grupos tratado e controle foram
comparados estatisticamente, empregando-se o Teste
Mann-Whitney para as dosagens de carboidratos, e o
Teste T (Student) para as dosagens protéicas e conta-
gens de UFC/ml.

REesuLTADOS

Verificou-se que ndo havia diferenca estatistica-
mente significante entre os grupos controle e trata-
do, tanto nas dosagens de carboidratos e proteinas
(p=0.577 e p=0.705, respectivamente), quanto na
microbioldgica (p=0.488).

Nao houve diferenca nas dosagens protéicas das
placas (grupos controle e tratado) formadas sobre a
resina composta esterilizada por radiacdo gama ou
desinfetada por gluconato de clorexidina 0,12%.

Nenhum efeito bactericida do Acmo 56G foi ob-
servado (Figura 2), uma vez que este ndo foi capaz de
produzir halos de inibigdo em Agar Mitis Salivarius,
enquanto que os discos de penicilina produziram halos
de até 3 cm de didmetro.
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Discussio

As bactérias possuem superficies com carga nega-
tiva e ficam a cerca de 100nm de distancia da superficie
dentdria, que também possui carga negativa determina-
da pelo grupo fosfato da hidroxiapatita. Essa distancia
pode ser vencida pelos microrganismos por meio das
adesinas bacterianas (antigeno I/Il de S. mutans) que
se ligam a receptores especiais localizados nos consti-
tuintes salivares da pelicula adquirida e pela sintese de
polissacarideos extracelulares (glucanos) envolvidos
na aderéncia as superficies lisas dos dentes 4. Entdo,
a aderéncia de S. mutans pode ser bloqueada inibindo
as suas enzimas glicosiltranferases ou bloqueando a
acdo de suas adesinas.

Os resultados obtidos permitiram concluir que o
Acmo 56G falhou em inibir a aderéncia do S. mutans
a superficie dos corpos de prova, uma vez que 0s
valores encontrados tanto nas dosagens bioquimi-
cas, quanto na microbiolégica, foram semelhantes
para os grupos tratado e controle. Em outro trabalho
Canettieri? (2001) utilizou o vidro como corpo de
prova e concluiu que as placas bacterianas formadas
in vitro na presenca do Acmo 56G apresentavam me-
nor contetido glicidico. A resina composta, mesmo
ap6s polimento, pode oferecer ao S. mutans uma
superficie com micro-fissuras possibilitando sua
fixacdo, semelhante ao que ocorre, in vivo, com
as caries oclusais *. Isso explicaria a semelhanca
quantitativa obtida na anélise das placas formadas
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FIGURA 2 — Cultura de S. mutans em Agar Mitis Salivarius (MS): as setas
indicam os halos inibitérios produzidos pela penicilina (PN); nos quadrantes
inferiores, nota-se que o Acmo 56G ndo apresenta efeito bactericida.

na auséncia e presenca do Acmo anti-S. mutans,
sobre a resina composta.

Outro dado interessante foi a constatagdo que as
placas bacterianas formadas na presenga do Acmo
sobre a resina composta esterilizada por radiagdo
gama ou desinfetada por clorexidine ndo diferiram
na dosagem protéica. Nao se observou, também,
contaminagdo em nenhum espécime através da analise
microscopica do conteiido do meio de cultura pela
coloracdo de Gram. Essas observagdes sdo valiosas,
pois sugerem que ao se avaliar a formacao do biofilme
bacteriano na superficie da resina composta, pode-se
utilizar qualquer um dos métodos de descontaminacio
do corpo de prova, facilitando pesquisas futuras.

Os corpos de prova descontaminados pelos dois
métodos adsorveram da mesma maneira o Acmo, uma
vez que a andlise do meio de cultura dos grupos contro-
les e tratados, ap6s a formagdo da placa bacteriana de
24 horas, ndo revelou diferenca no que se refere ao teor
protéico (dados nao apresentados). Essa informagdo
sugere que o Acmo ficou adsorvido sobre o material
restaurador, mas ndo auxiliou no processo de forma-
¢do de placa bacteriana de maneira significativa, pois
ndo houve diferenga estatistica entre grupo controle
e tratado. Este dado precisa ser levado em considera-
¢d0, pois a imunoprofilaxia passiva com Acmo anti-S.
mutans desenvolvidos em plantas transgénicas € uma
nova terapia que em poucos anos estard disponivel
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nos consultérios odontolégicos 7 e nenhum estudo
abordando a presenca de resina composta na cavidade
bucal de pacientes foi realizado até o momento. Leh-
ner et al.® (1985) aplicaram topicamente um Acmo
anti-S. mutans na superficie dos dentes de macacos.
No grupo tratado a imunizacdo passiva resultou na
diminui¢@o da colonizag@o por S. mutans e preveniu
o desenvolvimento de cdries por um periodo maior
de um ano, comparativamente com a recolonizacio
apos 2-4 semanas do grupo controle. A longa duracio
da protec@o na colonizagdo bacteriana foi explicada
pelos autores numa hipétese, segundo a qual os Acmo
deveriam aderir a pelicula adquirida na superficie
dentdria, ligando logo apds, de maneira especifica,
com S. mutans. A bactéria opsonizada seria, entdo,
removida por neutréfilos gengivais e pelo sistema
complemento e o nicho ecoldgico de S. mutans seria

preenchido por outro microrganismo. Nosso trabalho
sugere que o Acmo testado se ligou a superficie do
material odontolégico, o que in vivo poderia ser um
fator positivo de prevencdo da cdrie dentdria.

CONCLUSOES

O anticorpo monoclonal 56G nao foi efetivo na
prevenc¢do da colonizacgao da superficie dos corpos de
prova pelo Streptococcus mutans GSS5. Os corpos de
prova esterilizados por radiacdo gama ndo diferiram
dos corpos de prova desinfetados com clorexidina
quanto a capacidade de adsorver o anticorpo mono-
clonal. O anticorpo monoclonal 56G ndo apresentou
atividade bactericida contra o Streptococcus mutans,
cepa GSS5.

ABSTRACT

In this work, a 56G anti-Streptococcus mutans monoclonal antibody (Acmo) was analyzed, in vitro, about the effect
in the attachment to and accumulation of S.mutans (strain GS5) on surface of specimen manufactured with Composite
Resin TPH (Dentsply). Twenty samples were disinfected with gluconate chlohexidine or sterilized by gamma radiation
and incubated in presence of sucrose and with an inoculum of S. mutans. One half of samples received the Acmo, ano-
ther half was a control group. The dental plaques developed on the tablets of resin of the all groups were quantified and
compared about total purport of protein and carbohydrate. The determination of the number of CFU/ml was analyzed.
There was not difference among the disinfection with chlohexidine and the sterilization by gamma radiation, and the
biofilm developed in the presence of Acmo did not differ of that formed in its absence, in relation of total carbohydrates,
quantities of protein and microorganisms (p=0,577, p=0,705 and p=0,488 respectively). The Acmo 56G was not effective
in the prevention of the colonization of S. mutans in surface of composite resin.
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