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RESUMO

Fluoreto de sddio, triclosan e acidos organicos fracos: inibidores da sintese de alcalis por suspensdes e biofiimes de
bactérias orais

Eline Barboza da Silva
Orientadores: Angela Christina Dias de Castro e Robert Edward Marquis

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncias (Microbiologia) do Instituto de
Microbiologia Prof. Paulo de Gées da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a
obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias (Microbiologia).

Urease e sistema arginina desaminase (SAD), assim como outros pequenos sistemas, s&o importantes na
producdo de aménia em biofilmes orais. O objetivo foi determinar a sensibilidade da urease e do SAD aos
antimicrobianos fluoreto de sddio, triclosan e acidos organicos fracos. Staphylococcus epidermidis (cepa da Universidade
de Rochester), Streptococcus salivarius ATCC 13419, Actinomyces naeslundii ATCC 12104, Streptococcus sanguis
NCTC 10904 e Streptococcus rattus FA-1 foram cultivados em suspensdes e em biofilmes. Os experimentos também
envolveram extratos celulares e biofilme dental supragengival humano. A atividade da urease e do SAD foi estudada em
pH 4, 5 e 6 e as agdes dos agentes foram determinadas pela alteragdo na producédo de amdnia através de uréia ou
arginina, respectivamente, e pela inibicdo da urease ou das enzimas do SAD em extratos celulares. Alteragdes na
captacdo de arginina marcada radioativamente por S. sanguis ou S. rattus foram também testadas. A uredlise por
suspensodes ou biofilmes de S. epidermidis, S. salivarius ou A. naeslundii foi inibida por fluoreto de forma pH-dependente.
Resultados com indometacina e caprato, que nao inibem a urease diretamente, indicaram que a inibicdo pelo fluoreto da
enzima também €& por sua agao acido-fraca que leva a acidificacdo do citoplasma celular. Porém, a ligagao direta a
urease parece ser o mecanismo principal de inibicdo pelo fluoreto em ambientes acidos. O fluoreto foi um pobre inibidor
de SAD, enquanto triclosan foi altamente potente em suspensdes e biofiimes de S. sanguis e S. rattus. A indometacina
foi praticamente tdo potente quanto o fluoreto em pH 4, enquanto caprato e laurato foram menos potentes. Os acidos
organicos fracos foram mais efetivos em valores de pH baixos. Os principais alvos para os inibidores podem ser sistemas
transportadores de membrana para captagcédo de arginina, embora carbamato quinase seja um segundo alvo. Resultados
de experimentos com biofilme dental supragengival fresco indicaram que o fluoreto e os outros antimicrobianos podem
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inibir a producdo de amoénia através da uréia ou da arginina “in situ”. Conclui-se que fluoreto, triclosan, indometacina,
caprato e laurato podem limitar a atividade da urease e do SAD em biofilmes dentais e isso pode estar relacionado as
doengas orais, especialmente carie e doenga periodontal.

Palavras-chave: alcalis, amdnia, bactérias orais, biofilmes, fluoreto de sddio, triclosan, acidos orgéanicos fracos, carie,
calculo dental.
ABSTRACT

Sodium fluoride, triclosan and organic weak acids: inhibitors of alkali synthesis by suspensions and biofilms of oral
bacteria

Eline Barboza da Silva
Orientadores: Angela Christina Dias de Castro e Robert Edward Marquis

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncias (Microbiologia) do
Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gdes da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos
requisitos necessarios a obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias (Microbiologia).

Urease and arginine deiminase system (ADS), along with other minor systems, are important for ammonia
production in oral biofilms. The objective was to determine the sensitivity of urease and ADS to the commonly used
antimicrobials, sodium fluoride, triclosan and organic weak acids. Staphylococcus epidermidis (University of Rochester
strain), Streptococcus salivarius ATCC 13419, Actinomyces naeslundii ATCC 12104, Streptococcus sanguis NCTC 10904
and Streptococcus rattus FA-1 were grown in suspension cultures and biofilms. The experimental design also involved
cell extracts and human supragingival dental biofilms. Urease and ADS activities were assessed at pH values of 4, 5 and
6, and the actions of the agents determined in terms of reduced production of ammonia from urea or arginine,
respectively, inhibition of urease or ADS enzymes in cell extracts. Changes in uptake of labeled arginine by S. sanguis
and S. rattus were also tested. Ureolysis by cells in suspensions or biofiims of S. epidermidis, S. salivarius or A.
naeslundii was inhibited by fluoride in a pH-dependent manner. Results with indomethacin and capric acid, which do not
directly inhibit urease, indicated that weak-acid effects leading to cytoplasmic acidification are also involved in fluoride
inhibition. However, direct fluoride inhibition of urease appeared to be the major mechanism for reduction in ureolytic
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activity in acid environments. Fluoride was only a poor inhibitor of the ADS, while triclosan was highly effective for S.
sanguis and S. rattus suspension cells and biofilms. Indomethacin was nearly as potent at pH 4 as triclosan, while capric
and lauric acids were somewhat less potent. Potencies of the organic weak acids were greater at lower pH values. The
major targets for the inhibitors appeared to be transport systems for arginine uptake, although carbamate kinase was a
secondary target. Results of experiments with freshly harvested supragingival dental biofilm indicated that fluoride and the
other antimicrobials can inhibit ammonia production from urea or arginine “in situ”. The conclusion is that fluoride,
triclosan, indomethacin, caprate and laurate can limit urease and ADS activity in dental biofiims and it may be related to
oral diseases, especially dental caries and periodontal disease.

Key-words: alkali, ammonia, oral bacteria, biofilms, sodium fluoride, triclosan, organic weak acids, dental caries, dental
calculus.

INTRODUCAO

As bactérias orais da placa supragengival e subgengival estdo organizadas ecologicamente na forma de biofilme.
Dessa forma, a fisiologia desses microrganismos contidos nessa comunidade particular € diretamente relacionada a alta
densidade populacional, as limitadas difusdes de nutrientes e as multiplas interagdes metabdlicas entre as espécies ai
presentes.

Dentre as mais importantes interacbes entre os microrganismos do biofilme estdo aquelas relacionadas com a
fisiologia de acidos e bases. Os efeitos antagbnicos de bactérias altamente acido-tolerantes, como Streptococcus
mutans, sobre bactérias bem menos tolerantes sdo bem esclarecidos na literatura. A agao protetora contra efeitos acidos
de bactérias produtoras de alcalis € bem menos definida, mas &, provavelmente, muito importante na ecologia do biofilme

bacteriano oral.
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Os efeitos protetores do sistema arginina desaminase (SAD) contra danos pela agcdo acida foram mostrados
claramente nas bactérias SAD-positivas, como Streptococcus rattus (reclassificado recentemente como S. ratti),
Streptococcus sanguis (reclassificado recentemente como S. sanguinis) e Streptococcus gordonii. Da mesma forma,
essa protegdo parece ser conferida pela enzima urease de bactérias como Streptococcus salivarius e Actinomyces
naeslundii, assim como pela fermentagdo de aminoacidos por bactérias periodontopatogénicas como Porphyromonas
gingivalis.

Por outro lado, agentes quimicos com atividade na membrana plasmatica e no citoplasma bacteriano, como
fluoretos de sodio e alguns acidos organicos fracos e parabenos, podem interferir na sintese de acidos, assim como na
sintese de alcalis por bactérias orais. Geralmente, estas substancias estdo presentes em produtos de higiene oral ou sdo
utilizadas como medicagao antiinflamatéria ou como conservantes em alimentos e cosméticos.

Dessa forma, mostra-se necessaria uma analise mais abrangente do funcionamento e da regulagéo da fisiologia
acido-basica bacteriana, no biofilme oral, assim como das interagdes de agentes quimicos nesse ambiente, para que se
possa compreender como a sintese de alcalis influencia o estabelecimento e a progressédo de doengas orais,

principalmente a carie dental e a doenca periodontal.

1. ECOLOGIA MICROBIANA ORAL

73



1.1. Microbiota Indigena e Ecossistema Oral

A microbiota indigena humana e de animais exerce um papel fundamental no processo
saude-doenca. Ela contribui para o desenvolvimento do sistema imune e previne a colonizagdo por microganismos
patogénicos, além de servir como reservatorio para outras bactérias potencialmente patogénicas que podem causar
doenca no hospedeiro (McNABB & TOMASI, 1981; BOWDEN, ELLWOOD & HAMILTON, 1979).

A microbiota oral compreende um grupo diverso e complexo de microrganismos, tais como
bactérias, incluindo micoplasmas, fungos, protozoarios e, possivelmente, virus transitérios. As bactérias formam o grupo
predominante e ha, provavelmente, 350 a 500 espécies bacterianas cultivaveis diferentes e um outro grande numero de
bactérias ndo cultivaveis, identificadas por técnicas moleculares (SAMARANAYAKE, 2002 a).

Geralmente, a microbiota oral indigena estd associada a etiologia de duas principais
patologias bucais, a carie dental e a doenga periodontal, que dessa forma podem ser consideradas provenientes de
infeccbes endogenas. Essas doencas sdo endémicas em paises industrializados e de alta incidéncia em paises em

desenvolvimento (ten CATE, 2001).
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As doencas orais, inclusive candidiase, que € uma infeccdo da mucosa oral pela levedura
Candida spp. (TORRES et al., 2002), parecem ser estimuladas por um desequilibrio ecolégico na microbiota oral
indigena, levando ao crescimento exacerbado de determinadas espécies de bacterias ou leveduras potencialmente
patogénicas. Assim, para a determinagdo do processo patolégico na carie dental e na doenga periodontal é preciso
entender a ecologia microbiana e estabelecer os fatores responsaveis por essa transigdo entre uma relagdo comensal ou
patogénica dos microrganismos com seu hospedeiro (MARSH & MARTIN, 1999).

Esses fatores, que regulam a selegdo de microrganismos orais, sao relacionados ao
hospedeiro, aos microrganismos, ao meio ambiente bucal e ao meio externo (MARCOTTE & LAVOIE, 1998). Dentre os
fatores relacionados ao hospedeiro, encontram-se mecanismos de defesa, tanto inatos quanto adaptativos, como a
secrecao salivar de Imunoglobulinas A e G, idade, alteragdes hormonais, estresse, fatores genéticos e anatomia da
mucosa oral e dos dentes, assim como sua composi¢cdo. Os fatores associados aos microrganismos sao aderéncia,
interacbes microbianas e presenca de fatores de viruléncia. Os fatores do meio ambiente oral sdo fisico-quimicos e
incluem temperatura, pH, potencial de 6xido-reducéo e disponibilidade de nutriente e agua, proveniente do fluxo salivar,
principalmente. Por fim, os fatores externos abrangem dieta, fumo, higiene oral, agentes antimicrobianos, como fluoreto e
parabenos presentes em dentifricios e em solu¢gdes de bochechos, antibidticos e outros medicamentos que alteram a

microbiota oral e o fluxo salivar normal do hospedeiro.
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A transicdo de saude a doenca depende de alteragbes na composigao € no metabolismo das
populagdes microbianas dos biofilmes que colonizam os tecidos duros (dentes) e moles bucais tais como mucosa do
palato, bochechas, lingua, assoalho de boca e gengiva (BURNE, 1998). O desenvolvimento de carie dental € diretamente
relacionado aos ciclos repetidos de acidificacdo da placa bacteriana dental, que favorecem a prevaléncia de bactérias
acido-resistentes e a diminuigdo da colonizagdo daquelas menos acidogénicas e aciduricas. Similarmente, a doencga
periodontal é resultante de alteragdes no ambiente oral que favorecem o crescimento de bactérias proteoliticas
periodontopatogénicas e seu acumulo sobre os tecidos de suporte dentarios, facilitando a progressdo da doenga

periodontal.

1.2. Biofilme: Composicéo, Estrutura e Metabolismo

As bactérias do ecossistema se apresentam organizadas na forma de biofiilme numa
prevaléncia de 99,9% (COSTERTON et al., 1995). Os biofiimes colonizam uma enorme variedade de habitats no meio-
ambiente, como por exemplo, superficie de barcos, ancoradouros, encanamentos de agua e rochas de rios.

Os biofilmes s&do formados por diversos microrganismos, principalmente bactérias,

firmemente aderidos as superficies solidas de ambientes aquosos, envolvidos por uma matriz exopolimérica auto-

76



sintetizada (COSTERTON, STEWART & GREENBERG, 1999; SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2002). Fungos, protozoarios
e virus podem estar presentes transitoriamente.

Os biofilmes ndo sao formados por monocamadas homogéneas estruturais de células, mas
sim, por uma estrutura heterogénea de composicdo microbiana, com potencial de organizagdo, deslocamento e
reorganizagao das células sobre as mesmas ou outras superficies (DAVEY & O'TOOLE, 2000).

As microcolbnias, agregados microbianos iniciais, formam as unidades basicas estruturais
dos biofilmes, cuja constituigdo € cerca de 15% de células e de 85% de matriz (por volume). Canais de agua sao
encontrados entre as microcolbénias, representando um sistema circulatério primitivo que leva nutrientes para dentro dos
biofilmes e metabdlitos para fora destes (DUNNE Jr, 2002).

Particularidades comuns aos biofilmes incluem taxa de crescimento diferenciada em relagao
as células plancténicas, difusdo de substratos para o interior dos filmes e de produtos para fora mediada pelo tamanho e
pela carga das moléculas, multiplas interagées metabdlicas entre os organismos nas comunidades, estratificagdo das
espécies microbianas pelos distintos tipos fisioldgicos e resisténcia geral dos microrganismos as influéncias adversas do
ambiente, incluindo células fagocitarias, amebas, anticorpos, bacteriéfagos e antimicrobianos (DONLAN & COSTERTON,

2002; LEWIS, 2001).
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A adesédo eficiente entre os microrganismos e aos tecidos orais do hospedeiro tem sido
relatada como resultado da comunicagdo sofisticada entre as bactérias (KOLENBRANDER et al.,, 2002). Essa
comunicagado € chamada de Quorum Sensing e € responsavel por regular ndo s6 a adesao celular, mas também a
expressdo de outros genes especificos das células do biofilme, através do acumulo de compostos sinalizadores
(produtos do gene lux) que coordenam a comunicagao intercelular. Esta comunicagdo € dependente da densidade
microbiana no biofilme. O Quorum Sensing pode regular tanto a expressao de genes de resisténcia a determinados
antimicrobianos como também favorecimento de espécies microbianas benéficas ao biofiilme (DUNNES Jr, 2002). Esse
sistema de sinalizagdo ndo € o unico modo de transferéncia de informacao no biofilme. A alta densidade populacional
nessa comunidade favorece a troca de material genético entre as células da mesma espécie, do mesmo género ou de
outros géneros, seja por transformagao, conjugagéao, transferéncia de plasmideos ou de transposons (ROBERTS et al.,
1999).

Os biofilmes bacterianos causam cerca de 65% das infeccées em humanos (POTERA,
1999), levando ao desenvolvimento de doengas cronicas como fibrose cistica, otite média e endorcadite. Os biofilmes

também sdo capazes de colonizar catéteres venosos e urinarios, valvulas protéticas e lentes de contato.
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Os microrganismos tanto da placa dental supragengival como da subgengival e da mucosa
oral também sao organizados em comunidades de biofiimes (BURNE & MARQUIS, 2001). Essas comunidades possuem
ecologia e fisiologia peculiares, relacionadas em parte a alta densidade de microrganismos no biofilme, determinando
uma competicdo na populagdo por sobrevivéncia. As bactérias ai presentes apresentam caracteristicas fisiologicas e
expressao genética diferenciadas em relagéo as células plancténicas (BURNE, QUIVEY & MARQUIS, 1999).

Desta maneira, biofilmes orais sdo associados também a etiologia de carie dental, gengivite,
doenga periodontal destrutiva e estomatite por dentadura (KOLENBRANDER, 2000; KOLENBRANDER et al., 1999). Até
mesmo a halitose parece ser resultado de atividades de biofiimes que colonizam o dorso da lingua. Assim, a
compreensao detalhada da composi¢cado e do metabolismo dessa forma de organizagéo microbiana parece ser a chave
para a compreensdao do mecanismo de patogenicidade, desenvolvimento, prevencdo e tratamento de doencgas
infecciosas orais, bem como dos mecanismos de patogenicidade dos microrganismos relacionados a estas infecgdes.

Os biofilmes dentais sdo firmemente aderidos a pelicula adquirida dos dentes ou as
superficies subgengivais, como aquelas em bolsas periodontais. Neste ambiente, alguns microrganismos podem formar
agregados celulares livres dentro do espago da bolsa, encontrando-se, ainda assim, em populagdes altamente densas e

firmemente aderidas umas as outras.
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1.3. Biofilme Oral de Individuos Sadios

A distribuicdo da microbiota varia quantitativa e qualitativamente, dependendo do habitat
bucal. Estreptococos do grupo mutans (dentre eles a espécie S. rattus) e S. sanguis sdo encontrados em grande parte
sobre os dentes, enquanto que S. salivarius sdo encontrados no dorso da lingua. S. mutans e S. sanguis s6 estao

presentes nos biofilmes orais apds a erupgéo dos dentes (SMITH et al., 1993).

1.3.1. Biofilme Dental: Supragengival e Subgengival

A composigao microbiana do biofilme dental varia de acordo com o sitio bucal colonizado e
se desenvolve, preferencialmente, em locais onde ha menor estresse mecanico e maior retencdo, como nas areas
interproximais (entre dois dentes contiguos), no sulco gengival e nas fissuras dos dentes molares e pré-molares.

Os organismos frequentemente isolados do biofilme dental supragengival sdo bactérias

Gram-positivas e anaerdbias facultativas, como Actinomyces spp. e Streptococcus spp. Muitos Staphylococcus spp.
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também s&o isolados da cavidade oral de individuos sadios (do SOUTO, 2007). Em menores propor¢des sao isoladas
bactérias Gram-negativas, como dos géneros Veilonella, Haemophilus e Bacteroides (MARSH, 1994).

No sulco gengival sadio, o nimero de bactérias cultivaveis € muito pequeno (10° a 10°
ufc/sulco) e o biofilme é formado também por bactérias Gram-positivas (Actinomyces spp. e Streptococcus spp.), CoOmo
uma continuacdo do biofilme supragengival. Os bacilos Gram-negativos, como P. gingivalis, Porphyromonas

endodontalis e Prevotella intermedia sdo raramente isoladas no sulco gengival saudavel (MARSH & MARTIN, 1999).

1.3.2. Biofilme de Superficie Mucosa Oral

A mucosa da gengiva, palato, bochechas e assoalho bucal & colonizada por poucos
organismos (0 a 25 ufc/célula epitelial), sendo os mais isolados as bactérias S. sanguis, Streptococcus oralis e
Streptococcus vestibularis, seguidas de Neisseria, Haemophilus e Veilonella. Por outro lado, a mucosa da lingua
apresenta uma alta concentragdo microbiana (100 ufc/célula epitelial), tais como, Streptococcus spp. (S. salivarius e S.
mitis) e Veilonella spp. (BOWDEN, ELLWOOD & HAMILTON, 1979). Outros grupos bacterianos incluem

Peptostreptococcus spp. e bacilos (Actinomyces spp. e Bacteroides spp.). Em menores numeros sdo encontrados bacilos
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anaerobicos obrigatérios produtores de pigmento negro e espiroquetas, sugerindo que a lingua pode servir como um

reservatorio de bactérias periodontopatogénicas (van der VELDEN et al., 1986).

1.4. Formacéo do Biofilme Oral e Relagdo com Doencas

O desenvolvimento do biofilme dental ocorre num padrdao de sucessdo microbiana
controlado por diversos fatores, citados no item 1.1.

A comunicacdo intermicrobiana € essencial para a colonizacdo dos dentes e subsequente
formacédo do biofilme, requerendo um contato fisico especifico entre as bactérias colonizadoras e entre estas e o
hospedeiro. As alteracbes espago-temporais nas populagdes bacterianas durante a colonizagao dentaria sdo ordenadas
e sequenciadas (KOLENBRANDER et al., 2002). Com a aderéncia de cada nova espécie bacteriana, uma superficie
nova é exposta para a aderéncia de outra espécie, resultando numa progressao de novas superficies e alteracdes
concomitantes na diversidade microbiana (SOCRANSKY et al., 1998).

Imediatamente apds a escovagao dos dentes, inicia-se a adsor¢ao de uma camada acelular
a superficie dental, denominada pelicula adquirida do esmalte, composta por substancias da saliva e do fluido crevicular

(fluido do sulco gengival), como proteinas (albumina, lisozima e proteinas ricas em prolina), glicoproteinas (mucina,
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lactoferrina, IgA, IgG e amilase), fosfoproteinas (estaterina) e lipideos. Enzimas extracelulares bacterianas, como
glicosiltransferases, e produtos de lise celular também estao presentes (NYVAD, 1993).

A pelicula adquirida € colonizada por bactérias nas primeiras duas a quatro horas apds a
higienizacdo dentaria e cada grupo de moléculas dessa superficie representa um receptor para as bactérias orais
colonizadoras iniciais. Os microrganismos pioneiros sao os estreptococos (S. gordonii, S. sanguis, S. oralis e S. mitis),
que representam cerca de 60 a 90% das bactérias colonizadoras iniciais e promovem aderéncia especifica com a
superficie da pelicula adquirida e com a superficie de outras bactérias desse mesmo género (coagregacao intragénica)
(KOLENBRANDER & LONDON, 1993). As bactérias com baixa afinidade pela pelicula sdo eliminadas pelo fluxo salivar.

Outros colonizadores iniciais incluem Actinomyces spp. e, em menor numero,
Capnocytophaga spp., Eikenella spp., Haemophilus spp., Neisseria spp., Prevotella spp., Propionibacterium spp. e
Veilonella spp. Estes promovem a agregacao entre eles e com os estreptococos pioneiros (coagregagao intergénica)
(KOLENBRANDER et al., 2002).

Apds a colonizagéo inicial, as bactérias crescem rapidamente, formando as microcolénias
envoltas pela matriz extracelular composta por substancias bacterianas e do hospedeiro. Algumas inter-relagbes

bacterianas como coagregacao, sintese de bacteriocinas e cadeia alimentar aumentam a diversidade da comunidade
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bacteriana. Da mesma forma, o consumo de oxigénio por determinadas espécies promove a colonizagédo por bactérias
anaerobias como Fusobacterium nucleatum, Bacteroides spp. e espiroquetas.

Se o biofilme bacteriano se acumula sobre a superficie dentaria supra ou subgengival, a
complexidade da microbiota oral aumenta até atingir o seu climax. Esta alta diversidade microbiana, associada a
presenca de determinados fatores no meio ambiente bucal, pode favorecer o estabelecimento de espécies microbianas
especificas no biofilme, levando a um desequilibrio ecoldégico que pode predispor o hospedeiro ao desenvolvimento de

doencas orais (BURNE, 1998).

1.5. Biofilme Oral Patogénico

1.5.1. Chérie Dental
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A carie dental € uma doenca infecciosa e transmissivel que acomete a maior parte da
populagdo humana em todo o mundo.

Esta doenga é caracterizada por desintegragdo localizada e progressiva da estrutura
dentaria, associada a placa dental na superficie lisa do dente, em sulcos e fissuras ou sobre a superficie radicular que é
exposta ao meio ambiente bucal apos recessao gengival.

Os agentes etiolégicos da doenga carie s&o bactérias presentes no biofime dental
supragengival capazes de catabolisar carboidratos provenientes da dieta do hospedeiro ou provenientes de
glicoproteinas salivares, levando a subsequente producdo de acidos. Esses acidos organicos sao responsaveis pela
dissolucado dos tecidos mineralizados dos dentes, que incluem esmalte, dentina e cemento radicular. O pH em que se
inicia a desmineralizagdo é conhecido como pH citrico e varia de 5,0 a 5,5 (LOESCHE, 1993).

Sendo a céarie uma doenca multifatorial, o seu desenvolvimento depende basicamente da
inter-relacéo de trés fatores, quais sejam, a presenga de bactérias (biofilme dental), carboidratos (originados da dieta) e
de dentes anatdbmica e quimicamente susceptiveis (hospedeiro), conhecida como triade de Keyes. Em seguida, esta

triade foi adaptada, considerando-se também a presencga da saliva (composigéo, fluxo e capacidade tamp&o) e o tempo
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como condi¢des relevantes para o estabelecimento e a progressado dessa doenga (SAMARANAYAKE, 2002b; van
HOUTE, 1994).

A desmineralizacdo e remineralizacdo dos dentes ocorrem de forma ciclica. Por exemplo,
apos a ingestéo pelo hospedeiro de agucares fermentaveis, como lactose, frutose, glicose e principalmente sacarose, a
placa dental se torna acidificada, geralmente atingindo valores de pH tdo baixos quanto 4,0, o que resulta em
desmineralizagdo da estrutura dentaria (SCHACHTELE & JANSEN, 1982). Se os agucares ndo sdo mais consumidos por
um periodo de tempo, o pH da placa bacteriana se eleva gradualmente. Essa elevagdo ocorre em grande parte por
difusdo dos acidos através da saliva e por sua capacidade tampéao, assim como também pela producido de alcalis por
bactérias do biofilme oral (BURNE & MARQUIS, 2000).

A saliva é supersaturada por ions calcio e fosfato e as fases de remineralizacdo e reparo
dentario ocorrem com a contribuicdo desses ions quando o pH do ambiente bucal se encontra mais elevado. A carie
ocorre quando o ciclo de remineralizacdo-desmineralizacido ndo € propriamente equilibrado, o que acontece quando o
hospedeiro ingere agucares com frequéncia em curto espacgo de tempo (ELDER & NANCOLLAS, 1995).

Estudos com animais de laboratorio foram muito valiosos, ja na década de 60, para a
elucidagcdo dos principais agentes etioldégicos da carie dental. Estes estudos demonstraram que os estreptococos

poderiam induzir carie em roedores alimentados com uma dieta cariogénica (FITZGERALD & KEYES, 1960). Esses
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estudos colaboraram para o desenvolvimento da hipotese da placa especifica, que propde que somente alguns
microrganismos s&0 0s responsaveis por causarem essa doeng¢a (MARSH, 1991).

Assim, os maiores agentes considerados causadores da doenga cérie sdo, os estreptococos
do grupo mutans, que iniciam e desenvolvem a doenca, além de bactérias como Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus
casei, especialmente presentes em carie de fissuras dentarias, que estdo envolvidas somente na progressdo e ndo no
inicio da doenca (LOESCHE, 1986). A. naeslundii genoespécie 1 e A. naeslundii genoespécie 2 (anteriormente
denominado Actinomyces viscosus) estdo presentes principalmente nas céaries de superficie de raizes dentéarias
(BOWDEN, 1990).

Porem, toda bactéria capaz de sintetizar acidos que contribuam para a acidificagao do
biofiilme dental pode ser considerada agente etiolégico da doenga carie e esse € o principio para a teoria da placa
cariogénica nao-especifica (MARSH, 1991).

Para ser cariogénica, a bactéria precisa ser capaz de se aderir a pelicula adquirida adsorvida
a superficie dos dentes ou se aderir ao biofilme dental preformado, por adesinas, como a proteina SpaP, ou por ligagdes
ibnicas ou hidrofébicas, e se estabelecer como membro significante dessa comunidade microbiologica diversa

(KOLENBRANDER et al., 2002).
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As bactérias devem também sintetizar polimeros de glicana insoluveis (polissacarideos),
cuja sintese é catalisada pela enzima glicosiltransferase (GTF) bacteriana a partir de sacarose, que facilitam a aderéncia
inicial dessas células ao dente e promovem a formagéo de biofilmes ricos em polissacarideos (YAMASHITA et al., 1993).
Além dos exopolimeros, as bactérias do biofilme oral podem acumular polissacarideos intracelulares, uma vez descritos
por Gibbons & Socransky em 1962, que tém um papel fundamental como substratos na sintese de acidos organicos na
auséncia de agucares fermentaveis no meio oral.

Apods estabelecidas na matriz do biofilme, as bactérias precisam ter a capacidade de realizar
glicolise, mantendo a sintese de acidos em ambientes com valores de pH cada vez mais baixos, aumentando ainda mais
a acidificagao da placa bacteriana e a desmineralizacdo dentaria (BURNE, 1995).

E, finalmente, as bactérias precisam ser acido-tolerantes (aciduricas), crescendo e
realizando glicdlise em ambientes com valores de pH extremamente baixos (BENDER & MARQUIS, 1987).
Estreptococos do grupo mutans podem realizar glicolise em ambientes com pH em torno de 3,7, que € aproximadamente
o pH minimo da placa cariogénica (CASIANO-COLON & MARQUIS, 1988). Essa &cido-tolerancia bacteriana se deve
principalmente a presenca, em niveis elevados, da enzima ATPase translocadora de protons (F-ATPase) ligada a

membrana das células (BELLI & MARQUIS, 1991).
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Assim, a membrana celular tem um papel fundamental na regulagdo &acido-basica
bacteriana. Quando esses microrganismos produzem acidos ou estdo em ambiente acidos, o pH do citoplasma celular é
mantido maior do que o pH externo, devido a acdo das F-ATPases. Estas bombeiam prétons H* para fora da célula em
associacao a hidrolise da ATP. Essa diferengca de pH, chamada ApH, é vital, porque preserva o funcionamento de
sistemas celulares sensiveis ao acido, como as enzimas glicoliticas (BENDER, SUTTON & MARQUIS, 1986).

Os fatores de viruléncia descritos acima para caracterizagdo de bactérias cariogénicas nao
sado constitutivamente sintetizados, dependendo de condigdes do ambiente para sua expressao e modulagdo. Assim, a
expressao diferenciada desses fatores de viruléncia é o fator principal que determina o acumulo de determinados
microrganismos no biofilme patogénico (BURNE, 1998).

Por esta razdo, estudos de carie dental na auséncia de estreptococos do grupo mutans em
sitios cariados, sugeriram o papel de outras bactérias no desenvolvimento da doenga. Por outro lado, estudos em que
esses estreptococos foram encontrados em altos numeros, ndo mostraram desmineralizacdo do esmalte dentario
subjacente, provavelmente devido a presenca de bactérias consumidoras de lactato, como Veilonella, ou bactérias
produtoras de alcalis em pH baixo, como S. salivarius e S. sanguis, além também da composicio, da capacidade tampao

e do fluxo salivar do hospedeiro.
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Deste modo, esses estudos levaram ao desenvolvimento de uma terceira teoria, a teoria da
placa ecolégica. De acordo com esta hipdtese, bactérias cariogénicas naturalmente encontradas no biofilme oral sédo
fracamente competitivas e se encontram em baixa propor¢cdo. Com dieta convencional, os niveis dessas bactérias sao
insignificantes, permitindo a manutengdo do equilibrio entre os ciclos de mineralizacdo e desmineralizagdo. Com o
aumento de consumo de carboidratos fermentaveis, o pH do biofilme diminui e permanece baixo por longo periodo de
tempo, permitindo o crescimento e a manutengdo de bactérias aciduricas nesse biofilme, com a diminuigdo das né&o

acido-resistentes (MARSH & MARTIN, 1999).

1.5.2. Doenca Periodontal

Doenca periodontal € um termo geral usado para descrever o estado inflamatério patolégico
dos tecidos de suporte e protegdo dentarios, devido ao acumulo bacteriano. Pode ser dividido em dois grandes grupos,
gengivite e periodontite (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2002).

A prevaléncia da doenga periodontal aumenta com a idade do individuo e como maior é a
expectativa de vida mundial e maior a retencdo de dentes, o numero de pessoas desenvolvendo essa doenca

provavelmente aumentara nas proximas décadas (OLIVER, BROWN & LOE, 1998; PAPAPANOU, 1996).
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Gengivite é a inflamagdo dos tecidos gengivais sem perda Ossea alveolar ao redor dos
dentes e sem haver migragéo apical do epitélio juncional. A periodontite se caracteriza pela destruicdo dos tecidos de
suporte dentario, como osso alveolar e ligamento periodontal. Nesse caso, o sulco gengival é aprofundado, pela
migragao apical do epitélio juncional formando a bolsa periodontal (LOESCHE & GROSSMAN, 2001). O sangramento
gengival e a perda de insergao tecidual associados a esse processo patologico sédo indolores e, por isso, ignorados pelos
individuos em geral.

A inducgao e a progressao da destruigdo dos tecidos periodontais € um processo que envolve
acumulo de biofilme dental, liberacdo de substancias bacterianas, como enzimas e endotoxinas (LPS), causando
destruicdo tecidual diretamente e, indiretamente, pela indugao de resposta inflamatéria do hospedeiro (GENCO, 1992). A
resposta inflamatéria do hospedeiro aos antigenos bacterianos € tanto protetora quanto destrutiva nas doencgas
periodontais. O dano aos tecidos pode ser causado pela liberagdo de enzimas lisossomais dos fagécitos e pela produgéo
de citocinas que estimulam o tecido conjuntivo a liberar metaloproteinases (colagenase) ou citocinas que ativam a
reabsorcao éssea.

A gengivite esta associada ao acumulo de placa dental ao redor da margem gengival,
promovendo a inflamagéo desse tecido. O numero de células bacterianas nesse biofilme dental é cerca de 10 a 20 vezes

maior que em sitios sadios, com a permanéncia da predominancia de bactérias Gram — positivas e um aumento no
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numero de bactérias Gram-negativas anaerdbias obrigatérias. A diversidade microbiana aumenta, mas ndo ha grupo
especifico bacteriano associado a gengivite (MOORE et al., 1987). Esse quadro é representativo da hipotese da placa
dental ndo-especifica relacionada a doenga periodontal.

As bactérias Gram-positivas predominantes na gengivite sdo A. naeslundii, genoespécie 1,
A. naeslundii, genoespécie 2, S. sanguis, S. mitis e Peptostreptococcus micros, enquanto as Gram-negativas sao F.
nucleatun, P. intermedia, Veilonella, Wolinella, Capnocytophaga e Haemophilus.

Periodontite crénica € a forma mais comum de doenca periodontal destrutiva. A microbiota
associada a essa condicdo € extremamente diversa e pode ser composta por mais de 150 espécies microbianas,
predominando um grande numero de bactérias anaerdbias estritas Gram-negativas e espiroquetas (MOORE et al.,
1993). A microbiota difere em composigdo entre as bolsas periodontais entre diferentes individuos e num mesmo
individuo.

O biofilme subgengival de individuos com periodontite crénica € composto principalmente
por espécies bacterianas separadas em complexos de cores como didaticamente classificadas por Socransky et al.
(1998). Nessa condicao patologica, as bactérias dos complexos vermelho (P.gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema
denticola) e laranja (P. intermedia, Prevotella nigrescens, F. nucleatum e P. micros) sdo as predominantes, seguidas de

espécies de Actinomyces. Os biofilmes supragengivais presentes em individuos com periodontite apresentam alta
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prevaléncia de A. naeslundii, genoespécie 1, Actinomyces israelli, Neisseria mucosa, S. gordonii e de espécies dos
complexos verde (Capnocytophaga ochracea e Capnocytophaga sputigena) e roxo (Veillonella parvula e Actinomyces
odontolyticus) (XIMENES-FYVIE, HAFFAJEE & SOCRANSKY, 2000).

Assim esses estudos sugerem a especificidade da placa dental subgengival como primordial
no estabelecimento e desenvolvimento de doengas periodontais. Certas formas mais rapidas e agressivas da doenga sao
associadas as alteragdes hormonais ou a depressao do sistema imune do hospedeiro que podem favorecer o
crescimento de grupos especificos de microrganismos, como os Actinobacillus actinomycetemcomitans (recentemente
denominado Agregobacter actinomycetemcomitans), na periodontite agressiva.

Por outro lado, a hipétese da placa dental ecoldégica, assim como para a carie dental,
também pode ser utilizada para explicar o papel dos microrganismos na doenga periodontal (MARSH & MARTIN, 1999).
Em sulcos gengivais sadios, provaveis bactérias periodontopatogénicas como P. intermedia, A. actinomycetemcomitans,
P. gingivalis e espiroquetas ndo sdo detectadas ou estdo presentes em numero muito pequeno. Na auséncia de higiene
oral, ocorre o acumulo de biofilme subgengival composto por estas bactérias que leva a inflamagao e ao acumulo e ao
aumento do fluxo crevicular, que € muito semelhante ao plasma em relagdo a composi¢cado. Esse fluido pode prover
nutrientes para o crescimento de bactérias fastidiosas Gram-negativas anaerdbias estritas envolvidas na destruigao

periodontal.
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2. SINTESE DE ALCALIS ORAIS

As principais fontes de alcalis no ambiente oral sdo provenientes da hidrdlise da uréia e da
arginina salivares. A sintese desses alcalis € catalisada pela enzima urease e pelo sistema arginina desaminase (SAD),
respectivamente, de determinadas bactérias orais.

Além desses dois sistemas, alcalis também sao provenientes de reacdes catalisadas por
desaminases bacterianas que agem sobre aminoacidos ou oligopeptideos bucais. Outro mecanismo de alcalinizagdo do
meio bucal é também realizado por organismos como Veillonella spp., que se encontram em forte associagdo com o0s
estreptococos homofermentativos e os lactobacilos, e podem consumir o acido latico (baixo pKa), colaborando para um
aumento global no pH do ambiente oral (BURNE & MARQUIS, 2000). De outra forma, S. mutans possui o sistema
agmatina desaminase (SAgD) que cataboliza a agmatina, um derivado descarboxilado da arginina, sintetizando aménia e
elevando o pH do meio (GRISWOLD, JAMESON-LEE & BURNE, 2006).

Sabe-se atualmente que a producdo de alcalis € também importante para a diminuicdo da
cariogenicidade do biofilme dental. Porém, a sintese desses alcalis pode resultar também na maior tendéncia a formagao

de calculos sobre as superficies dentarias.
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2.1. Hidrdélise de Uréia

A saliva contém altos niveis de uréia, aproximadamente, 3 a 10 mM, que sdo os mesmos do
soro. A hidrdlise da uréia da saliva pode ocorrer no biolfilme bacteriano dental ou em associacédo aos tecidos moles. Esta
é rapidamente hidrolisada a amdnia e CO; por ureases bacterianas (BURNE & MARQUIS, 2000).

A enzima urease € amplamente distribuida entre as bactérias na natureza e tem um papel
muito importante no metabolismo de nitrogénio (MOBLEY, ISLAND & HAUSINGER, 1995).

Recentemente, Burne & Chen (2000) revisaram o papel de ureases bacterianas nas doengas
infecciosas, incluindo infecgdo gastrica por Helicobacter pylori, infecgées do trato urinario por Enterobacteriaceae ou
Ureaplasma urealyticum e infecgdes orais, incluindo a carie dental, formagao de calculos e doenga periodontal.

As principais bactérias Gram-positivas ureoliticas na boca séo S. salivarius e S. vestibularis,
associadas a microbiota de tecidos moles. Nos biofilmes associados aos dentes, as bactérias urease-positivas mais
predominantes sdo também Gram-positivas, como A. naeslundii, e estafilococos, principalmente S. epidermidis e S.

haemolyticus (SISSONS et al., 1988; WIJEYEWEERA & KLEINBERG, 1989). S. epidermidis foi encontrado como uma
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das bactérias mais ureoliticas do biofilme dental (SALAKO & KLEINBERG, 1989). Encontram-se também muitas
espécies Gram-negativas ureoliticas como H. parainfluenzae no biofilme dental.

A urease é uma métalo-enzima que contém niquel no seu sitio ativo e catalisa a degradagao
de uma molécula de uréia, gerando duas moléculas de aménia e uma de CO; (MOBLEY, ISLAND & HAUSINGER,
1995). A reagdo envolve desaminagao da uréia, liberando aménia (NHs) e carbamato. Este, entdo, € espontaneamente
hidrolisado na agua e acido carbénico e outra molécula de aménia sao liberados.

Embora a reacdo catalitica seja relativamente simples, a biogénese da urease funcional é
um processo altamente complexo, que exige no minimo sete genes organizados em operons. A apoenzima da urease é
composta de trés produtos dos genes ureABC, que codificam as subunidades enzimaticas vy, e a, respectivamente. As
subunidades sao organizadas numa configuragado (apy)s com seis ions niquel no seu sitio ativo. Quatro produtos
genéticos, codificados pelos genes ureDEFG, sdo considerados chaperonas que agem facilitando a incorporacdo de
niquel e COz no sitio ativo da enzima (PARK & HAUSINGER, 1995).

O acido carbdnico liberado pela hidrdlise da uréia pode rapidamente se difundir para fora da
célula e se dissociar em CO; e agua. Em seguida, o CO; pode se equilibrar com o presente na atmosfera. O valor de pKa

para a reacdo H,CO3z — H"+ HCO3 é 6,0, mas num sistema aberto, o bicarbonato é perdido pela liberacdo de CO,.
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A aménia se torna protonada no interior da célula para formar NH;*. O valor pKa dessa
reacao € 9,2, sendo entdo quase toda a amodnia protonada no interior das células, resultando em alcalinizacdo do
citoplasma.

Organismos ureoliticos possuem a capacidade de captar quantidades minimas de niquel do
ambiente através da sintese de sistemas de transporte de alta afinidade, como aqueles de H. pylori (MOBLEY, GARNER
& BAUERFILED, 1995). Similarmente, bactérias que utilizam a uredlise como protegao contra ambientes acidos, como S.
salivarius, geralmente possuem um gene urel que codifica um transportador de uréia ligado a membrana plasmatica e
associado a um canal de H" (CHEN, CLANCY & BURNE, 1996), facilitando a captagdo de uréia em concentragbes de
micromolar quando o ambiente possui pH baixo.

No biofilme dental, a capacidade bacteriana de captar uréia em pequena concentragado com
eficiéncia pode oferecer a essas bactérias uma vantagem competitiva, pois a uredlise protege os microrganismos contra
a morte por acidificacédo e pode prover uma fonte de nitrogénio para o metabolismo bacteriano (CHEN, WEAVER &
BURNE, 2000; MOROU-BERMUDEZ & BURNE, 1999).

A alcalinizagdo do citoplasma promovida pela aménia pode energizar a sintese de ATPs que
envolve a F-ATPase da membrana. A medida que os prétons H* fluem para dentro das células, por causa do ApH

através da membrana celular, ATP é sintetizado pela agado da F-ATPase que tem, nesse caso, a funcao de sintese.
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A expressao de ureases bacterianas pode ser constitutiva, mas € geralmente regulada por
fatores do ambiente. Demonstrou-se que a transcrigdo de genes codificadores de urease de A. naeslundii é direcionada
por um regulador positivo e a limitagdo de nitrogénio no meio aumenta a transcricdo, enquanto o crescimento em meio
rico em peptideos e aminoacidos é altamente repressivo para a sintese de urease (MOROU-BERMUDEZ, 1999).

Um outro mecanismo de controle da expressao da urease € o de S. salivarius (SISSONS et
al., 1990). A expressdo da urease € quase completamente reprimida em crescimento ou pela disponibilidade de
nutrientes no meio. Em ambientes acidos, os genes da urease sao rapidamente desreprimidos e, entdo, a sua expressao
se torna sensivel a disponibilidade de carboidratos e a taxa de crescimento, com os maiores niveis de expressdo sob

condigbes de excesso de carboidratos e rapida taxa de crescimento (CHEN & BURNE, 1996).

2.2. Hidrolise de Arginina

As bactérias orais SAD-positivas podem utilizar a arginina livre presente na dieta do
hospedeiro ou a secretada na saliva em concentragcbes em torno de 50uM. A arginina € também abundante em
peptideos salivares e proteinas e pode ser liberada por proteases ou peptidases bacterianas ou do meio ambiente oral

(van WUYCKHUYSE et al., 1995). Este autor também encontrou que os niveis de arginina e lisina de peptideos contendo
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esses aminoacidos na saliva da glandula parétida de adultos sem caries foram significativamente maiores de que os de
adultos com historia de carie. O sistema arginina desaminase (SAD) é considerado, primordial e exclusivamente, um
sistema bacteriano. A enzima-chave, arginina desaminase (AD), foi encontrada somente em bactérias.

A arginina € o substrato para o SAD, mas esta € também uma fonte de nitrogénio para a
producao de oxido nitrico (NO) e a enzima NO-sintase é relacionada a arginina desaminase. O NO pode ser produzido
pelas bactérias, durante o curso de denitrificagcdo (STORZ & IMLAY, 1999).

O SAD foi identificado em uma grande variedade de bactérias, tanto eubactérias como
arqueas, incluindo Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyogenes, Bacillus spp., micoplasmas, halobactérias,
bactérias acido-laticas e bactérias orais (CUNIN et al., 1986).

As principais bactérias orais SAD-positivas s&o S. rattus, S. gordonii, S. sanguis, S.
parasanguis, Streptococcus anginosus, L. fermentum e alguns outros lactobacilos e espiroquetas (BURNE & MARQUIS,
2000).

Organismos como P. gingivalis produzem uma enzima arginina desaminase que catalisa a
desaminagao do grupo guanidina da terminagédo carboxilica de residuos de arginina de peptideos intactos e proteinas

(McGRAW et al., 1999).
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Bacilos Gram- positivos assacaroliticos anaerobios estritos, envolvidos na patologia de
doencas periodontais sdo SAD-positivos e a ornitina produzida pelo SAD pode ser substrato para a produgao de butirato,
que pode induzir inflamacéo periodontal (UEMATSU et al., 2003).

Mutagdes no SAD de S. gordonii foram relacionadas a tolerancia a penicilina (CALDELARI et
al., 2000), embora a relagdo seja na verdade através de CcpA, o determinante catabodlico de carbono (BIZZINI,
ENTENZA & MOREILLON, 2007).

Para S. gordonii, uma proteina “Fnr-like” (Flp) € requerida para a expresséo 6tima do operon
do SAD e para indugao anaerdbica (DONG, CHEN & BURNE, 2004).

A outra fungado relevante do sistema é na fisiologia de acidos e bases, servindo como
protecdo contra o estresse acido em bactérias orais acido-laticas (CASIANO-COLON & MARQUIS, 1988). Esta parece
ser a funcéo primaria do sistema para a maioria das bactérias orais (CURRAN, LIEOU & MARQUIS, 1995). A presenca
desse sistema, especialmente em estreptococos orais menos acido-resistentes, parece aumentar a sobrevivéncia em
biofilme acidificado contendo bactérias cariogénicas acidogénicas e aciduricas (BURNE, 1998).

A arginina pode ser captada pelas células de estreptococos orais SAD-positivos através do
“antiporter” arginina-ornitina (POOLMAN, DRIESSEN & KONINGS, 1987). Muitos outros microrganismos possuem

sistemas de transporte energizados por ATP ou pela forga préton-motora da membrana (Ap). Porém, para organismos

100



como os estreptococos orais, peptideos contendo arginina transportados para o interior das células, por peptideos-
transportadores, provavelmente sdo a maior fonte de arginina para essas bactérias. Os peptideos podem ser degradados
no citoplasma por peptidases, liberando aminoacidos como a arginina.

A primeira enzima do sistema, arginina desaminase, catdlisa a desaminacdo do grupo
guanidino da arginina, produzindo amoénia e citrulina, numa reagao essencialmente irreversivel. A segunda enzima da
via, ornitina carbamil transferase (cOTC), catalisa a formagéo de ornitina e carbamil fosfato a partir da catalise de citrulina
e fosfato inorganico. O carbamil fosfato €, entdo, o substrato para a terceira enzima, carbamato quinase (CK), que
catalisa a degradacao a aménia e CO, com transferéncia do fosfato para ADP, formando ATP (MARQUIS et al., 1995).

A ornitina é substrato para o “antiporter” arginina-ornitina, que catalisa a excregéo do produto
final ornitina acoplada a captagédo de arginina sem hidrolise de ATP ou dissipacdo do Ap. Isso se deve ao fato deste
transporte ser dirigido pelo gradiente de concentragdo dessas substancias, que € mantido pela hidrolise da arginina
(DRIESSEN, VERHOOGT & KONINGH, 1992).

O resultado geral do sistema, incluindo o “antiporter”, é a sintese de uma molécula de ATP
por cada arginina hidrolisada. Muitos organismos podem crescer, embora fracamente, com arginina sendo o unico

catabolito, e em P. aeruginosa, o SAD permite o seu crescimento em anaerobiose. Contudo, quando ATP ou seus

101



equivalentes sdo requeridos para a captagao de arginina, a sintese de ATP é fraca ou inexistente e arginina n&o é capaz
de gerar crescimento.

Os genes que codificam o SAD foram isolados de S. sanguis e se apresentaram organizados
contiglamente, a partir de arcA (AD), seguido de arcB (cOTC) e arcC (CK) (BURNE, PARSONS & MARQUIS, 1989).

O SAD em muitas bactérias, incluindo os estreptococos orais, € regulado por um circuito
complexo, sendo induzido pela prépria arginina e reprimido na presenca de agucares, como a glicose, devido a
repressao pelo catabdlito (SAIER et al., 1995).

S. rattus se mostrou mais resistente que S. sanguis a repressao pela glicose e culturas aeradas também tiveram
um papel na repressao do SAD desses mocrorganismos (CURRAN et al., 1998). Similarmente, o SAD de P. aeruginosa
€ reprimido na presenga de oxigénio.

O SAD parece estar ativo “in vivo” no biofilme supragengival humano. No estudo de BURNE
& MARQUIS (2000), parte da placa dental de individuos que nao higienizaram os dentes por algumas horas apds a
refeicao foi colhida para analise. A placa dental foi dispersa e suas células foram permeabilizadas, mostrando cerca de
1/10 da atividade (por grama de peso seco) da arginina desaminase de biofilmes de S. sanguis totalmente induzidos para

o SAD (BURNE & MARQUIS, 2000).
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2.3. Hidrolise de Agmatina

O sistema agmatina desaminase (SAgD) é analogo do SAD, mas esta envolvido no catabolismo de agmatina, um
derivado descarboxilado de arginina.

Em bactérias acido-laticas e em Enterococcus faecalis, o0 SAgD é semelhante ao SAD. Porém, em P. aeruginosa e
outros organismos, a agmatina é produzida através da arginina via arginina descarboxilase intracelular e € convertida a
carbamilputresceina, liberando aménia, e a carbamilputresceina na presenga de fosfato inorgénico é convertida a
putresceina e carbamilfosfato. Este € degradado a aménia, ATP e CO, enquanto que a putresceina é convertida a
espermidina ou a succinato.

A identificacdo de “cluster” genético semelhante ao do SAD em S. mutans é significante, uma vez que o
catabolismo de agmatina pode contribuir para sua tolerancia ao acido. A produgao de alcalis através da agmatina pode
ter implicagdes criticas na patogenicidade de S. mutans e pode afetar a ecologia de biofiimes orais (GRISWOLD, CHEN

& BURNE, 2004).

2.4. Fermentacdo de Aminoéacidos e Peptideos

103



Devido a grande complexidade e variedade de nutrientes disponiveis aos biofiimes, ha
muitos outros sistemas de geragao de alcalis no meio-ambiente oral.

Muitas espécies microbianas presentes no biofilme dental maduro produzem desaminases e
descarboxilases de aminoacidos, que podem também gerar alcalis na placa dental se a amdnia sintetizada € retida e o
CO; sintetizado é liberado para o ambiente, respectivamente (BURNE & MARQUIS, 2000).

Ha sistemas metabdlicos menores que podem contribuir para a sintese de alcalis no biofilme
dental, como as reacdes de Stickland, que levam a fermentagcdo de aminoacidos e consumo de protons do ambiente,
realizadas por Peptostreptococcus spp. (CURTIS et al., 1983).

As bactérias da placa subgengival, especialmente anaerdbios assacaroliticos como P.
gingivalis, sdo reconhecidas por sua capacidade proteolitica que decompde proteinas e glicoproteinas salivares e do
fluido crevicular, em peptideos que s&o incorporados por essas bactérias como suprimento metabdlico (HOLT et al.,
1999). Essa caracteristica pode ser vantajosa para a colonizagdo dessas bactérias nas areas subgengivais e nos sitios
de periodontite, onde se encontram muitas proteinas e peptideos do fluido crevicular gengival e do tecido periodontal
inflamado.

Na doenca periodontal, amoénia, butirato e propionato, que sao sintetizados por P. gingivalis

a partir de peptideos contendo residuos de gluconato e aspartato, sdo produtos citotéxicos capazes de prejudicar o
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funcionamento das células dos tecidos do hospedeiro e interferir na resposta imunoldgica. Esses produtos sé&o
sintetizados a partir de vias metabdlicas Unicas que s&o as principais vias para o catabolismo de aminoacidos por P.
gingivalis (TAKAHASHI, SATO & YAMADA, 2000). O butirato pode inibir o crescimento de fibroblastos gengivais
humanos (JENG et al., 1999) e a aménia pode inibir a fungdo dos neutréfilos (NIEDERMAN et al., 1990).

P. gingivalis utilizam dipeptideos como substratos para a fermentagdo de aminoacidos, como &acido
aspartilaspartico e acido glutamilglutdmico (TAKAHASHI & SATO, 2001), enquanto P. intermedia e P. nigrescens utilizam
o aminoacido livre aspartato (TAKAHASHI & YAMADA, 2000) e F. nucleatum utiliza o glutamato (GHARBIA & SHAH,
1991).

Além disso, essas bactérias tém capacidade de elevar o pH da cultura durante o crescimento
e suas células lavadas neutralizam o pH do ambiente a partir da sintese de acidos organicos e de amdnia na presenca
de triptona e casaminoacidos (TAKAHASHI et al., 1997). A degradagédo desses compostos nitrogenados leva a sintese
de alcalis e a modificagao do ambiente do biofilme dental.

A incorporacéao e a fermentagdo de aminoacidos por essas bactérias periodontopatogénicas
podem contribuir em grande parte para a alcalinizagdo da placa dental, levando a formagdo de um biofilme com pH
neutro, assim como ocorre na ureolise, argindlise e na descarboxilagdo de aminoacidos. Além disso, a neutralizagao do

pH da placa e do ambiente por essas bactérias pode conferir protecdo contra ataque acido — se houver fermentacao de
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carboidratos do meio — as bactérias mais acido-sensiveis, como € o caso de P. gingivalis, que tem sua faixa de
crescimento restrita entre os valores de pH 6,5 e 7,0 (TAKAHASHI, 2003).

Além das bactérias periodontopatogénicas Gram-negativas acima, alguns bacilos Gram-
positivos assacaroliticos anaerobios estritos (BGPAAs) também sintetizam alcalis orais a partir de aminoacidos
(UEMATSU et al., 2003).

Esses bacilos se encontram em grande numero nas bolsas periodontais humanas e
sintetizam butirato (UEMATSU & HOSHINO, 1992), que desencadeia diversos disturbios no sistema imunoldgico do
hospedeiro, favorecendo o desenvolvimento e a progressdao da periodontite. Esses bacilos incluem Eubacterium
nodatum, Eubacterium saphenum, Eubacterium minutum, Filifactor alocis, Eubacterium infirmum e Eubacterium sulci e
nao sao ainda familiares pela sua dificuldade de cultivo.

Os aminoacidos sdo os substratos para o crescimento dessas bactérias. As atividades
enzimaticas “tripsin-like” das bolsas periodontais, produzem peptideos contendo arginina e/ou lisina como residuos da
extremidade C-terminal e esses aminoacidos podem ser liberados pela acdo de peptidases, servindo como substratos

para sintese de butirato, principalmente.
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Os BGPAAs variam na capacidade de fermentar aminoacidos, desta forma, E. minutum e E.
nodatum usam tanto arginina quanto lisina, F. alocis usa apenas arginina e E. infirmum, E. sulci e E. saphenum usam
somente lisina.

E. minutum e E. nodatum catabolizam a arginina via SAD, que contém também as enzimas arginina
desaminase, ornitina carbalmil tranferase e carbamato quinase, sintetizando com produtos finais butirato e aménia. O
catabolismo de lisina gera a formagéo de acetato, butirato e aménia. F. alocis cataboliza a arginina diretamente, n&o via
citrulina, mas diretamente da arginina para ornitina, gerando butirato e aménia. E. infirmum, E. sulci e E. saphenum
catabolisam a lisina, gerando ATP, pela acetato quinase, acetato, butirato e aménia (UEMATSU et al., 2003).

Desse modo, BGPAAs podem colaborar para a patogenicidade da doengas periodontais

humanas pela sintese de butirato e amdnia.

3. ACOES DE ANTIMICROBIANOS NO ECOSSISTEMA ORAL

Esses agentes possuem a capacidade de interferir com a fisiologia acido-basica bacteriana,

sendo seus efeitos principais sobre a membrana citoplasmatica como discutiremos a seguir.
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3.1. Fluoreto

Os fluoretos s&o provavelmente os principais agentes atualmente em uso para prevenir e
reduzir a incidéncia de caries na populagdo humana. Estdo presentes na agua potavel, em produtos de higiene oral,
principalmente dentifricios, no sal e em varios alimentos (MARQUIS, 1995).

Apesar do fluoreto ser muito efetivo na prevencédo de caries, ha ainda certa discussdo na
literatura em relagao aos seus mecanismos especificos de acao.

O fluoreto afeta tanto a desmineralizagao quanto a remineralizacdo dentaria, como revisado
previamente por ten Cate & van Loveren (1999). A visdo que tem sido desenvolvida cientificamente € que o aumento da
remineralizagao dentaria, causado pelo fluoreto é o efeito anticarie importante, sendo até mais importante que a inibicao
da desmineralizacdo pela sua acao antimicrobiana. Porém, sabe-se que as acdes antimicrobianas do fluoreto sao de
grande significancia, como, em especial, a sua capacidade de reduzir a acido-toleréncia das bactérias constituintes da
placa dental.

Dessa forma, ha atualmente um interesse renovado pela elucidagdo dos efeitos

antibacterianos do fluoreto e a necessidade de novas pesquisas (van LOVEREN, 2001).
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Pela extensiva exposi¢céo dos individuos ao fluoreto na dgua e em uma grande variedade de
outros produtos, essencialmente os de higiene oral, a microbiota anfibiéntica do corpo humano pode estar sendo
regularmente exposta a niveis de fluoreto que podem ser antibacterianos.

Os niveis de fluoreto na placa dental geralmente s&o na faixa de 0,2 a 0,5 umoles por grama
de peso de placa umida (DUCKWORTH, MORGAN & MURRAY, 1987; VOGEL et al., 2000). Por ser a maior parte da
substancia da placa constituida por agua, esses valores significam 0,2 a 0,5 mM.

O fluoreto é disponivel para o uso humano ligado a outros componentes quimicos, como por
exemplo, na forma de fluoreto de sddio (NaF), mas em ambientes acidos, o NaF se dissocia e o F” fica livre para formar
HF, que permeia rapidamente as células. Sendo assim, acredita-se que ha fluoreto suficiente para agdes antimicrobianas
na placa bacteriana oral quando esta apresenta seu pH baixo.

O fluoreto, tendo um valor de pKa de 3,15, age como um acido fraco. Quando
microrganismos como S. mutans estdo em ambientes acidos, como ocorre na placa cariogénica que pode ter um pH tao
baixo quanto 4,0, o fluoreto fora da célula bacteriana se torna protonado e forma acido fluoridrico (HF). A permeabilidade
da membrana celular ao HF &, aproximadamente, 10’ vezes maior do que ao ion fluoreto (F*) (GUTKNECHT & WALTER,

1981). Assim, HF é capaz de se mover prontamente para dentro das células bacterianas nesses ambientes acidos.
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Contudo, S. mutans é capaz de manter o pH citoplasmatico maior que o pH do ambiente
externo, com uma diferenca de uma ou mais unidades de pH, quando essa bactéria se encontra em ambientes
acidificados. Assim, quando HF entra no citoplasma celular, ele se dissocia por causa do pH mais elevado no interior da
célula bacteriana.

A dissociacéo resulta em liberacdo de F*, que é considerado um inibidor enzimatico, tanto
diretamente sobre as enzimas urease (TODD & HAUSINGER, 2000) e enolase (CURRAN, BUCKLEY & MARQUIS,
1994), quanto indiretamente sobre as F-ATPases, através da formacdo de complexos com metais como o aluminio
(AIF4") (STURR & MARQUIS, 1990). O complexo com metal mimetiza o fosfato inorganico e pode afetar muitas reagbes
de fosforilagao e desfosforilagéo.

A dissociagdo de HF resulta, também, em aumento dos niveis de H* dentro da célula,
acidificando o citoplasma. Essa reacéo acidificadora prejudica a fungdo da F-ATPase translocadora de prétons, que os
move para fora do citoplasma para manter o ApH (pH interno mais alcalino que o externo). Na verdade, a F-ATPase age
para mover protons para fora das células, enquanto o HF age para trazé-los de volta para o interior celular, determinando

maior demanda da acéo da F-ATPase.
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A capacidade do fluoreto em agir como um condutor de protons transmembrana causa
prejuizo a muitos sistemas enzimaticos citoplasmaticos sensiveis a acidificagdo. Um exemplo relevante é o que acontece
na respiragao de estreptococos orais estudada por Phan et al., (2002).

Nesses microrganismos, NADH oxidase tem um papel primordial no metabolismo de
oxigénio. Porém, esta enzima se mostrou bastante sensivel ao acido, com um pH étimo para sua atividade em torno de
7,0 e um forte declinio de atividade na faixa de pH de 6,0 a 5,0. Na verdade, em pH 5,0, ndo ha atividade enzimatica.
Contudo, células intactas de S. mutans GS-5, expostas ao pH 5,0, puderam metabolizar O, numa atividade um pouco
menor que 25% da atividade em pH 7,0. Isto se deve a capacidade desse microrganismo manter um ApH através da
membrana, permitindo que o citoplasma fique menos acido que o ambiente externo. Porém, quando essas células foram
tratadas com fluoreto em pH 5,0, a respiragédo foi inibida. Essa inibicdo foi reversivel apdés a lavagem das células,
podendo-se concluir que a acao do fluoreto foi a acidificacdo do citoplasma e ndo a inibicdo direta da NAD oxidase.

O fluoreto mostrou também ser um grande inibidor da sintese de aménia por bactérias orais,
como A. naeslundii, principalmente por dois mecanismos (BARBOZA-SILVA & MARQUIS, 2003). Uma concentragao
muito pequena de fluoreto, como 0,1 mM, foi capaz de inibir em 50% a produgcdo de amdnia em biofimes em pH 5,0 e em

80% em biofilmes em pH 4,0, da mesma forma que a enzima urease isoladamente também foi fortemente inibida. Assim,
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pdde-se observar que o fluoreto tem a capacidade de agir tanto acidificando o citoplasma celular quanto agindo de forma
direta sobre a urease.

A inibicdo da sintese de aménia pelo fluoreto também foi demonstrada em células intactas
de S. rattus em pH4,0, mas nao tao eficientemente quanto em A. naeslundii (BARBOZA-SILVA, 2003). Isso se deve
talvez pela insensibilidade das enzimas do SAD a inibicdo pelo fluoreto, tendo este efeito somente na acidificagao
citoplasmatica (BURNE, PARSONS & MARQUIS, 1991).

O fluoreto pode também se ligar diretamente a urease, pelo menos a de Klebisiella aerogenes, e inibir a atividade
desta enzima de forma pH-dependente (TODD & HAUSINGER, 2000).

Os efeitos antimicrobianos do fluoreto foram revisados por Marquis, Clock & Mota-Meira

(2002) e seus efeitos sobre bactérias urease-positivas foram descritos por Barboza-Silva & Marquis (2004 ).

3.2. Triclosan
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Triclosan é um agente largamente utilizado e é considerado um antimicrobiano efetivo contra
diferentes microrganismos. Varios produtos de higiene pessoal contemporaneos contém triclosan, como produtos orais e
dermatolégicos, assim como produtos domésticos como plasticos e tecidos.

Em concentragbes bactericidas, triclosan parece agir em alvos multiplos ndo especificos,
causando prejuizo a fungdo da parede celular, enquanto em concentragdes subletais, triclosan age em sitios especificos

(YAZDANKHAH et al., 2006).

No estudo de Phan e Marquis (2006), triclosan foi um potente inibidor
da F(H+)-ATPase da membrana citoplasmatica de S. mutans e aumentou a permeabilidade a prétons das células
intactas dessa bactéria. Além disso, agiu concomitantemente com acidos fracos, carreadores de prétons, como fluoreto e
sorbato, na sensibilizagdo da glicdlise a inibigdo acida.

3.3. Acidos Organicos Fracos

3.3.1. Indometacina, Cetoprofeno e lbuprofeno
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Uma classe de acidos orgénicos fracos € a composta pelos anitiinflamatorios nao
esteroidais, como a indometacina, ibuprofeno e cetoprofeno, por exemplo.

Ao longo dos anos, estes acidos tém sido usados como agentes para prevenir e controlar
doengas periodontais (PAULETTO, SILVER & LARJAVA, 1997). Foi demonstrado, também, que o cetoprofeno
potencializou os efeitos anticariogénicos do fluoreto, provavelmente devido a natureza acido-fraca das duas substancias
(BOWEN, PEARSON & JERUSSI, 2000).

Phan et al. (2002) encontraram que a indometicina, benzoato e lactato ou acetato (sendo
estes dois ultimos acidos metabdlicos fracos) tém efeitos similares aos do fluoreto na sensibilizagdo da respiragéo, pela
acidificagao de células intactas. Indometacina foi, aproximadamente, tdo potente quanto o fluoreto para a sensibilizacao,
com grandes efeitos causados em pH 4,0, por apenas 0,05 mM dos agentes. Uma resposta similar foi encontrada por 3 a

4 mM de benzoato e por 10 a 20 mM de lactato ou acetato.

3.3.2. Caprato, Undecanoato e Laurato

Acidos graxos constituem um outro grupo de &cidos organicos fracos. Foi demonstrado que

esses agiram como sensibilizadores acidos potentes de células bacterianas.
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Marquis, Clock & Mota-Meira (2002) observaram que o acido graxo caprato (C10) teve
quase a mesma poténcia que o fluoreto na sensibilizagdo de S. mutans e inibigdo da glicélise, da mesma forma que
outros acidos graxos, como undecanoato (C11) e laurato (C12).

Assim, os acidos organicos fracos s&o considerados como agentes de condugao de protons
através da membrana, da mesma forma que o fluoreto, acidificando o citoplasma celular e podendo inibir enzimas
citoplasmaticas como, por exemplo, a urease (BARBOZA-SILVA, CASTRO & MARQUIS, 2005).

OBJETIVOS

Devido a crescente necessidade de pesquisas sobre a microbiota oral, bem como sua colonizagdo e fungao na
homeostasia bucal ou na etiologia de doengas orais, observou-se a necessidade de se pesquisar mais detalhadamente a
participacdo de determinadas bactérias orais no biofilme oral e sua fisiologia de produgao de bases como amonia.

Sabe-se que a producao de amébnia bacteriana pode possuir efeitos benéficos ou adversos sobre os tecidos do
hospedeiro, ndo s6 na cavidade oral, mas também sistemicamente, podendo servir como fator de viruléncia para

determinadas espécies bacterianas.
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Nesse sentido, faz-se necessaria a investigagao da real ocorréncia e atividade da urease e do SAD em bactérias
do biofilme oral, além da acédo de antimicrobianos sobre essas bactérias para que se defina o papel dos agentes no
controle de doencas orais que podem estar relacionadas a producao de aménia.

Assim, os objetivos especificos do presente estudo foram:

v' Estudar a sintese de alcalis por suspensoes e biofilmes de bactérias urease-positivas, S. epidermidis, S. salivarius

e A. naelsundii, em diferentes valores de pH e na presenca dos agentes antimicrobianos fluoreto de sddio,

indometacina e caprato;

v' Estudar os mecanismos de agdo dos agentes antimicrobianos testados sobre a sintese de alcalis por bactérias

urease-positivas;

v' Estudar a sintese de alcalis por biofilme supragengival humano com uréia como substrato em diferentes valores

de pH e na presenca de fluoreto de sddio, indometacina e caprato;
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v' Estudar a sintese de alcalis por suspensoes e biofilmes de bactérias SAD-positivas, S. sanguis e S. rattus, em
diferentes valores de pH e na presenca dos antimicrobianos fluoreto de sdédio, triclosan, indometacina, caprato,

laurato e laurato metil éster;

v' Estudar os mecanismos de agdo dos agentes antimicrobianos testados sobre a sintese de alcalis por bactérias

SAD-positivas;

v' Estudar a sintese de alcalis por biofilme supragengival humano com arginina como substrato em diferentes

valores de pH e na presenca de fluoreto de sddio, triclosan, indometacina, caprato, laurato e laurato metil éster.

117



MATERIAIS E METODOS

1. BACTERIAS PESQUISADAS E TIPOS DE CULTURA

1.1. Bactérias

Actinomyces naeslundii ATCC 12104, Staphylococcus epidermidis (cepa da Universidade de Rochester),

Streptococcus salivarius ATCC 13419, Streptococcus sanguis NCTC 10904 e Streptococcus rattus FA-1 foram cultivadas

rotineiramente no laboratério por cultivo semanal em placas de agar triptona de soja (Difco Laboratories, Detroit, Ml) e

estocadas em solugao de glicerol a 50 % (v/v) em freezer a —70 °C.

1.2. Culturas em suspenséo e extratos celulares
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A. naeslundii, S. epidermidis e S. salivarius foram cultivados em caldo de triptona - extrato de levedura (TY)
contendo 3% (p/v) de triptona (Difco), 0,5 % de extrato de levedura (Difco) e suplementado com 1% de glicose (p/v)
(Difco). Ja S. sanguis e S. rattus foram cultivados em suspensao no mesmo caldo TY, porém suplementado com 1% de
arginina (p/v) e 0,1% de glicose (p/v).

As culturas bacterianas tiveram seu crescimento interrompido durante a fase exponencial tardia de multiplicagao
por meio de centrifugagdo a 4°C por 15 min a 6362 x g (Beckman J2-21 Centrifuge, Beckman). As células intactas
colhidas (sedimento) foram utilizadas nos experimentos de producdo de aménia ou elevagao do pH com uréia ou arginina
como substrato, no experimento de captacdo de arginina ou como preparagao de extratos celulares usados nos
experimentos enzimaticos.

Extratos celulares foram obtidos através do rompimento celular no homogeneizador Mini-BeadBeater-8 (BioSpec
Products, Inc., Bartlesville, OK) como descrito por Barboza-Silva (2003). As células bacterianas foram colhidas por
centrifugagéo a 4°C assim como descrito acima. Células de A. naeslundii, S. epidermidis e S. salivarius foram lavadas e
suspensas em tampao KH,PO, 50 mM pH 7,0 (tampéo fosfato padrao), enquanto que células de S. sanguis e S. rattus
foram lavadas e suspensas em 50 mM KCI e 1 mM MgCl; (solugao salina padrao). As células de todas as bactérias foram
suspensas em tubo contendo metade do seu volume de pérolas de vidro de 106um de didmetro (Sigma, St. Louis, MO).

Em seguida, estas foram homogeneizadas por 15 ciclos de 2 min cada, com excegao da suspensao de A. naeslundii que
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foi homogeneizada por 20 ciclos. Todas as suspensdes foram colocadas em cuba com gelo por 2 min durante os
intervalos. Foi utilizada a microscopia de contrate de fase para verificar se o rompimento celular foi completo e os
extratos celulares (sobrenadante) foram separados do sedimento por centrifugagdo por 10 min a 16110 X g numa

microcentrifuga (Eppendorf Centrifuge 5415D, Brinkmann Instruments, Inc., Westbury, NY).

1.3. Biofilmes

Biofilmes foram cultivados em laminas de microscopia padrao como descrito anteriormente por Phan, Reidmiller &
Marquis (2000). A cultura de biofilmes foi realizada em caixas de vidro com dez laminas de microscopia cada, em caldo
TY suplementado com 1% (p/v) de sacarose. Durante 4 a 7 dias, as laminas foram transferidas diariamente para uma
nova caixa com caldo de TY suplementado fresco e apds este periodo, dependendo da bactéria, os biofiimes foram
considerados maduros para os experimentos que se realizaram no dia seguinte, como biofilmes intactos ou dispersos.

Para A. naeslundii, S. epidermidis e S. salivarius, no dia anterior a utilizacdo do biofilme, as laminas foram transferidas
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para caldo TY suplementado com 1% (p/v) glicose. Ja em relagédo a S. sanguis e S. rattus, os biofilmes foram transferidos
para caldo TY suplementado com 1% arginina (p/v) e 0,1% glicose (p/v), com o intuito de induzir o SAD dessas bactérias.

Algumas laminas de biofilmes foram utilizadas para produzir biofilmes dispersos, ou seja, células de biofilmes
dispersas na forma de suspenséo, como anteriormente descrito por Burne e Marquis (2001). Assim, biofilmes maduros
intactos foram lavados por imersao em tubo contendo tampéao fosfato padrao (S. salivarius) ou solu¢do salina padréao (S.
sanguis e S. rattus), e a massa de biofilmes foi removida das I&minas, com espatula estéril, em um outro tubo contendo
nova solugédo para cada bactéria, respectivamente. Para facilitar a separagao das células dos biofiimes de S. sanguis,
estes, em solugcdo, foram submetidos a um ciclo de homogeneizagcdo previamente a dispersdo utilizando-se o
homogeneizador IKA Labortechnik T25 (Janke & Kunkel GmbH and Co., Staufen, Germany) por 5 segundos. Apos este
ciclo, foram dispersos utilizando-se o Branson Sonifier Cell Disruptor 200 (Branson Sonic Power, Danbury, CT), assim
como os biofilmes de S. salivarius e S. rattus, por 20 segundos imersos em cuba com gelo. Em seguida, as suspensdes
de biofilmes foram observadas em microscoépio de contraste de fase para checar a separacédo das células. Observou-se

também que n&o houve rompimento das células, que péde ser comprovado pela ndo diminuicdo do contraste de fase.

1.4. Biofilme dental supragengival humano
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Biofilme dental supragengival foi coletado da superficie de todos os dentes de voluntarios (a autora, o professor
orientador desta pesquisa e uma colega de laboratério). Os voluntarios foram orientados que a ultima escovagéo antes
da coleta deveria ser na noite anterior a esse procedimento. Assim, o biofilme dental foi colhido pela autora 3 horas apods
o café da manha dos voluntarios, os quais ndo haviam escovado seus dentes apos essa refeicdo, para que se formasse
quantidade adequada de biofilme sobre os dentes. O biofiime dental dos trés voluntarios foi, entdo, colhido com uma
espatula estéril e depositado em um mesmo frasco contendo tampéo fosfato padrdo (para os experimentos com o
substrato uréia) ou em um mesmo frasco contendo solugdo salina padrdo (para os experimentos com o substrato
arginina).

O objetivo principal de se colher biofilme dental supragengival humano foi estudar se a produgcdo de amdnia
através de uréia ou arginina ocorre na boca e sendo o resultado positivo, estudar se essa produgao pode ser modulada
pelos antimicrobianos testados. Por isso as amostras de biofilme dos voluntarios foram colhidas e em seguida colocadas

em mesmo frasco para que houvesse volume suficiente de biofilme a ser testado num mesmo experimento.

2. EXPERIMENTOS

2.1. Teste da producédo de amdnia em pH constante
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2.1.1. Uréia como substrato

A capacidade das células em suspensdo e em biofilmes de A. naeslundii, S. epidermidis e S. salivarius e de
biofilme supragengival humano de produzir aménia na presenga e auséncia de antimicrobianos, em ambiente com pH
constante, foi pesquisada a partir da adigdo de uréia em excesso (25 mM) como substrato para a enzima urease
citoplasmatica bacteriana, segundo protocolo adaptado de Morou-Bermudez & Burne (1999).

A produgéo de amdnia foi mensurada utilizando-se o kit enzimatico “Ammonia” da Roche/R-Biopharm (Darmstadt,
Germany), que tem como principio a reagao de redugédo de 2-cetoglutarato em glutamato na presenca de aménia e pela
oxidagdo de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), catalisada pela enzima glutamato desidrogenase

(GLDH), como mostra a reagao abaixo:

2-cetoglutarato + NH; + NADPH ~ ©PH glutamato + NADP

A oxidacdo de NADPH é medida através da diminuicdo na absorbancia da luz no comprimento de onda de 340

nm, medida em espectrofotdbmetro (Unicam Helios o, Spectronic Unicam Instruments, Cambridge, United Kingdom), e é
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proporcional a quantidade de amdnia produzida. O valor final de aménia produzida foi padronizado por umol de aménia
por miligrama (mg) de peso seco de células ou de peso seco de biofilme.

Para os experimentos com células em suspensao intactas, o sedimento celular foi lavado e resuspenso com
tampéao fosfato padrdo, obtendo-se suspensdes finais na reagdao de 6,0 mg (para A. naeslundii), 3,0 mg (para S.
salivarius) e 0,5 mg (para S. epidermidis) de peso seco de células por mililitro (psc/mL).

Para os experimentos com biofilmes intactos, cada lamina de biofilme foi lavada por imersao em tubo contendo
tampéao fosfato padrdo e mantidas em outro tubo com tampéao fresco para a realizagdo desses experimentos. Cada
lamina de biofilme, apds o experimento, teve seu peso mensurado e a solugdo conteve em média 2,0 mg de peso seco
de biofilme por mililitro (psb/mL).

Nos experimentos com biofilmes dispersos de S. salivarius, a suspensao de células foi realizada em tampao
fosfato padrdo na concentracao final da reagao aproximada de 2,5 mg psb/mL. Da mesma maneira, o biofilme dental
supragengival humano foi imerso em tampéao fosfato padrdao numa concentragcdo aproximada de 0,3 mg psb/mL de
suspensao final na reacdo dos experimentos.

Suspensodes de células intactas, de biofilmes intactos, de biofilmes dispersos e de biofilme humano tiveram o pH
ajustado para 6, 5 ou 4 utilizando-se acido cloridrico (HCI) 5 N e mensuradas com eletrodo de vidro e medidor de pH

(Beckman 45, Beckman Instruments, Fullerton, CA). As suspensdes-teste contiveram os agentes testados em diferentes
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concentragdes (fluoreto de sédio, indometacina ou caprato) e foram incubadas por 5 min antes da adi¢do do substrato
uréia (25 mM), iniciador da reagédo. Suspensdes-controle, sem os agentes testados, também permaneceram incubadas
por 5 min antes do inicio da reagdo. As suspensdes-controle dos experimentos com indometacina ou caprato contiveram
1% de etanol (v/v), uma vez que as solugdes estoque destes agentes foram preparadas com esse solvente. Sabe-se,
também, que essa concentracao de etanol ndo € inibitéria para a enzima urease.

Ap0ds o inicio do experimento, com duracdo de uma a 5 horas, o pH foi mantido constante — pelo uso de tampao
fosfato na suspensdo ou pela adicdo de HCI 5 N se necessario — e a producdo de amdnia foi mensurada a partir de
amostras das suspensodes colhidas em intervalos de tempo durante todo o experimento.

As amostras dos experimentos com células intactas, biofilmes dispersos e biofiimes humanos foram colhidas e
microcentrifugadas a 16110 X g durante 1,5 min para interromper a reagao uréia—amoénia e separar o sobrenadante. Este
foi utilizado para a medida da produgédo de amdnia com o kit enzimatico “Ammonia”. J4 as amostras das suspensdes dos
experimentos com biofilmes intactos foram diretamente utilizadas para a medida da aménia produzida com o mesmo kit
enzimatico. A aménia produzida foi padronizada em umoles por mg psc ou psb.

O peso seco de células e de biofilmes foi determinado de acordo com o protocolo estabelecido por Belli & Marquis

(1991).
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2.1.2. Arginina como substrato

A capacidade das células em suspensdo e em biofiimes de S. rattus e S. sanguis e de biofiime dental
supragengival humano de produzir aménia na auséncia e presenga de antimicrobianos, em pH constante, foi estudada a
partir da adicdo de arginina em excesso (47 mM) como substrato para as enzimas do SAD do citoplasma bacteriano,
seguindo protocolo de Curran e colaboradores (1998).

A producido de amodnia foi determinada por constante monitoramento da base produzida durante o experimento —
observada pela elevacao do pH da suspensdo determinada por eletrodo de vidro e medidor de pH — e sua constante
neutralizagdo com volumes e concentragdes determinados de HCI.

Para ambas as bactérias, nos experimentos com células intactas em suspenséo, o sedimento centrifugado foi
lavado e resuspenso em solug¢ado salina padrdo numa concentragéao final na reagao de 3,0 mg psc/ mL.

Nos experimentos com biofilmes intactos, as laminas foram lavadas em solucéo salina padrdo e mantidas em tudo
contendo a solugao fresca para a realizacdo dos experimentos. Cada tubo experimental conteve uma lamina de biofilme
e a solugao do experimento conteve em média 2,0 mg psb/mL.

Os biofilmes dispersos foram mantidos em solugéo final na reagdo numa concentragdo aproximada de 3,0 mg

psb/mL e o biofilme humano foi mantido em solug¢ao para a reagcdo numa concentragédo de 0,3 mg psb/mL.
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Tanto as suspensdes de células intactas, biofilmes intactos, biofilmes dispersos e biofiimes humanos tiveram o pH
ajustado para 6,0; 5,0 ou 4,0 com HCI 5 N antes da adigao do substrato arginina.

As suspensbes-teste foram incubadas por 5 min com os agentes testados (fluoreto de sddio, triclosan,
indometacina, caprato, laurato ou laurato metil éster) em diferentes concentragdes antes do inicio da reacdo com
arginina. Da mesma forma, as suspensdes-controle (sem os agentes testados) foram incubadas por 5 min antes do inicio
da reacao e, com excegao das suspensodes-controle dos experimentos com fluoreto de sédio, todas continham 1% (v/v)
de etanol que foi o solvente utilizado para as solugcbes estoque das outras substancias. Esta concentragcdo do solvente
nao € inibitéria para as enzimas do SAD.

A producdo de aménia foi medida indiretamente mantendo-se as suspensdes em pH constante durante todo o
experimento, com duracido de 1,5 a 3 horas. A amodnia produzida durante o experimento foi neutralizada com volumes
determinados de solugdes-estoque de HCI 0,1; 0,5; 1,0 ou 5,0 N. Assim, a quantidade de base (amdnia) neutralizada foi
considerada igual a quantidade de equivalentes de HCI adicionada para manter o pH constante (determinado com
medidor de pH e eletrodo de vidro). A amdnia neutralizada foi padronizada em pumoles por mg psc ou psb.

Da mesma forma que nos experimentos com uréia, o peso seco de células e de biofilmes foi determinado de acordo

com o protocolo estabelecido por Belli & Marquis (1991).
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2.2. Teste de elevacao do pH

A capacidade das células de S. rattus e S. sanguis em suspensao de produzir ambnia e elevar o pH do meio na
presenga e auséncia de antimicrobianos foi monitorada a partir da adigdo de arginina em excesso (47 mM) como
substrato para as enzimas do SAD do citoplasma bacteriano, seguindo protocolo de Ma e colaboradores (1999).

Utilizando-se esse tipo de experimento, o objetivo principal foi determinar se as células intactas de S. sanguis e S.
rattus em suspensao poderiam reverter os efeitos inibitérios de indometacina e caprato na producdo de amdnia e elevar
o pH do meio, mesmo apos terem sido expostas a esses acidos organicos fracos por uma hora em suspensao de pH 4,0
constante.

Para o experimento em pH constante, as células foram colhidas por centrifugacdo e o sedimento foi lavado e
resuspenso em solugdo salina padrao numa concentragéo final na reacéo de 3,0 mg psc/ mL. As suspensdes de células
intactas tiveram o pH ajustado para 4,0 com HCI 5 N antes da adigdo do substrato arginina.

As suspensoes-teste foram incubadas por 5 min com os agentes testados (indometacina e caprato) em diferentes
concentragbes antes do inicio da reagdo com arginina. Da mesma forma, as suspensdes-controle (sem os agentes

testados) foram incubadas por 5 min antes do inicio da reagéo.
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Arginina (47 mM) foi adicionada para comecar a reagéo e a produgédo de amoénia foi quantificada indiretamente por
neutralizagdo com HCI. Observando-se que as solugdes-teste tiveram a produgdo de aménia inibida, seguiu-se com o
experimento seguinte que foi de elevagao do pH.

Como preparacao para esse experimento, as células controles e testes do experimento anterior foram lavadas
uma vez e resuspensas em solugdo salina padrao na concentragdo de 3,0 mg psc/mL. O objetivo desse procedimento foi
lavar as células para se tentar remover os agentes testados e restabelecer a produgdo de aménia, verificando se esses
agentes tém sua acao reversivel ou irreversivel.

O pH das suspensdes controles e testes, que n&o sofreram nova adigdo dos agentes, foi ajustado para 4,0 com
HCI e as suspensbes foram incubadas por 5 min antes da adigdo de novo substrato arginina na mesma concentragao
que no experimento anterior (47 mM).

A elevacao ou nao do pH das suspensodes foi determinada por eletrodo de vidro acoplado ao medidor de pH
durante todo o experimento, com duracao de 18 horas.

Da mesma forma que nos experimentos anteriores, o peso seco de células e de biofiimes foi determinado de

acordo com o protocolo estabelecido por Belli & Marquis (1991).
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2.3. Teste da atividade enzimatica

2.3.1. Enzima urease

A enzima urease de extratos celulares de A. naeslundii, S. epidermidis e S. salivarius foi testada quanto a sua
capacidade de catalisar a reagédo uréia—aménia na presenga dos agentes fluoreto de sédio, indometacina e caprato em
solugdes com diferentes valores de pH.

Extratos celulares foram suspensos em tampéo fosfato padrao para a obtencédo de solugdes finais para a reagao
na concentragcédo de 50% v/v (extrato de A. naeslundii), 25% (extrato de S. salivarius) e 5% (extrato de S. epidermidis).

As suspensdes tiveram o pH ajustado para 6, 5 ou 4 com HCI 5 N, medido com medidor de pH e eletrodo de vidro,
antes do inicio da reagdo. Suspensdes-testes com os agentes fluoreto de sodio, indometacina ou caprato foram
incubadas por 5 min antes da adicdo de 25 mM de uréia como substrato, iniciando-se o experimento. As suspensodes-
controle (sem os agentes testados) também foram incubadas por 5 min antes do inicio da reagdo e os controles dos

experimentos com indometacina e caprato contiveram 0,5% (v/v) de etanol.
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Em intervalos durante os experimentos, com duracao de 2 horas e incubagao a 37°C, foram colhidas amostras
para a medida da atividade da enzima urease diretamente através do kit enzimatico “Ammonia”.

A quantidade final de amoénia produzida pelos extratos celulares foi padronizada por umol de amdnia por mg de
proteina (umol amdnia/mg ptn) presente no extrato celular. A quantificagdo de proteinas totais nos extratos celulares foi

determinada de acordo com o protocolo de Lowry e colaboradores (1951).

2.3.2. Enzimas do SAD

A atividade das enzimas do SAD (arginina desaminase, ornitina carbamiltransferase e carbamato quinase) de
extratos celulares de S. rattus e S. sanguis foi testada na presenga dos antimicrobianos triclosan, indometacina, caprato,
laurato e laurato metil éster.

A atividade de arginina desaminase e de ornitina carbamil transferase foi determinada pela produgcao de amonia.
Ja, a atividade de carbamato quinase foi determinada pela produgao de ATP.

No ensaio de arginina desaminase, a reagao do catabolismo de arginina teve como produtos a amoénia e a

citrulina. Os extratos celulares foram suspensos em tampéao Tris-maleato 50 mM pH 6,0 (30% v/v) e incubados por 5 min
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sem os agentes testados (solugdes-controle) ou com os agentes testados (solugdes-teste) antes da adicdo de 47 mM de
arginina, substrato da reagdo. Esta foi realizada a 37°C e teve duragdo de 90 min. Foram colhidas amostras durante
intervalos de tempo da reac&o. As amostras foi adicionado acido tricloracético (10% v/v) para interromper a reagéo e, em
seguida, estas foram centrifugadas por 30 s em microcentrifuga a 16110 X g. A producdo de aménia foi, entao,
determinada pelo kit enzimatico “Ammonia” e foi relacionada a atividade da enzima arginina desaminase.

Para o ensaio de ornitina carbamiltransferase, a produ¢cao de aménia foi também determinada pelo kit enzimatico
“‘“Ammonia”. O método envolveu a reagao de citrulina com arsenato, um analogo do fosfato inorganico, na presenca da
enzima ornitina carabamiltransferase, produzindo ornitina e carbamilarsenato. Este se degrada espontaneamente em
arsenato, CO, e amodnia, como descrito previamente por Ferro, Bender & Marquis (1983). Os extratos celulares foram
suspensos em tampao arsenato de sédio 0,5 M pH 7,0 (5% v/v) e incubados por 5 min (tanto suspensdes-controle e
teste) antes da adicdo de 0,1 M de citrulina, substrato da reacdo. O experimento foi realizado a 37°C e acido
tricloracético (10% v/v) foi adicionado as amostras colhidas durante a reagdo de 90 min. As amostras, entdo foram
centrifugadas e utilizadas para a determinagdo de aménia produzida.

A atividade da enzima carbamato quinase foi determinada pela producdo de ATP como descrito previamente por

Koo et al. (2006) em experimentos de bioluminescéncia de ATP. O ATP formado foi mensurado utilizando-se o reagente
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Enliten® rLuciferase/Luciferin (Promega Corporation, Madison, WI) e o Iluminémetro Turner Designs DT-20/20
(Sunnyvale, CA). Os extratos celulares foram suspensos em tampao citrato de sédio 70 mM pH6,0 (5% v/v) numa reagéao
contendo 40 m ADP, 40 mM MgCI2 e 60 mM carbamilfosfato como substrato. Solugdes-controle e teste foram incubadas
por 5 min antes da adicao de carbamilfosfato. O experimento foi realizado a 37°C e as amostras colhidas foram
adicionadas e mantidas em um tampao a 100°C (20 mM Tris-HCI pH 7,75 contendo 2 mM EDTA) por 1,5 min para
interromper a reagdo. Em seguida, as amostras com o tampéao (10% v/v) foram imediatamente resfriadas em gelo por
pelo menos 20 min antes da determinagéo do ATP formado com o kit Enliten® (Promega Corporation, Madison, WI).
Todos os experimentos para a determinacao de proteinas totais nos extratos celulares foram realizados de acordo

com o método de Lowry et al. (1951).

2.4. Teste da captacado do substrato arginina

Este experimento teve como objetivo o estudo da capacidade das células em suspensado de S. rattus e S. sanguis

em captar o substrato arginina na presenca dos agentes fluoreto de sédio, triclosan, indometacina, caprato, laurato e

laurato metiléster, em meios com diferentes valores de pH.
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A captacdo de arginina uniformemente marcada, ['*Clarginina (Amersham, Piscataway, NJ), foi determinada por
um procedimento padrdo de centrifugagdo das amostras, colhidas durante o experimento, através de 6leo de silicone,
como descrito previamente por Hurwitz, Braun & Peabody (1965).

Inicialmente, os sedimentos celulares colhidos por centrifugacdo de culturas em suspensao foram lavados em
solucao salina padrao e suspensos em tampao citrato 50 mM pH4, 5 ou 6, obtendo-se uma concentragdo de células na
suspensdo de 3,0 mg peso seco de células por mL. A reagdo foi iniciada por adicdo de substrato [*Clarginina em
excesso (47 mM) a suspenséo e teve duragao total de 15 min. Amostras colhidas em intervalos durante a reagdo foram
microcentrifugadas em o6leo de silicone, que ndo € miscivel em fluido extracelular, separando-se, assim, o sedimento
celular do sobrenadante. Em seguida, o sedimento foi resuspenso em fluido Ecoscint A (National Diagnostics, Atlanta,

GA) para B-contagem radiois6topa em aparelho cintilador LS1810 (Beckman).
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RESULTADOS

1. UREOLISE

1.1. Efeitos da acidificacdo na producao de aménia por células intactas em suspenséao e por biofilmes de

bactérias urease-positivas

As informagdes presentes da Tabela 1 indicam que suspensdes de células intactas de S. epidermidis nas
condi¢cbes experimentais especificas em pH 6,0 tém setenta vezes a capacidade ureolitica de células intactas em
suspensao de S. salivarius e quatrocentas vezes a atividade de células intactas em suspensao de A. naeslundii. O tempo
dos experimentos para degradagdo de uréia foi extendido para os dois ultimos microrganismos porque a atividade
especifica ureolitica destes se apresentou mais baixa que de S. epidermidis. Além disso, a uredlise desta bactéria foi
menos sensivel a acidificacdo do meio. Nestes experimentos, foi utilizada uma alta concentracdo de uréia para que

niveis de atividade ureolitica maxima fossem obtidos.
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Para as trés bactérias, a uredlise por biofilmes intactos foi significantemente menor que por células intactas em
suspensdo, mas a atividade ureolitica foi menos sensivel ao pH acido que a atividade das suspensdes. Uredlise por
biofilmes intactos de S. epidermidis foi 47 vezes maior que de S. salivarius e 85 vezes maior que de A. naeslundii.
Biofilmes dispersos de S. salivarius nao tiveram a capacidade ureolitica aumentada em relagao aos biofilmes intactos da
mesma bactéria. Ainda, comparando-se a uredlise de biofiimes dispersos de S. salivarius em pH 6,0, 5,0 e 4,0 observa-

se a menor producao de amdnia em pH 4,0.

1.2. Efeitos de agentes antimicrobianos na uredlise por bactérias intactas em suspenséo e em biofimes

O fluoreto mostrou-se como um grande inibidor da produgdo de amdnia através da uréia por células intactas em
suspensao e por biofilmes de forma pH-dependende. Efeitos inibitérios do fluoreto na producdo de amdnia por células
intactas em suspensédo de S. epidermidis, S. salivarius e A. naeslundii sdo mostrados na Figura 1.

Em células intactas em suspenséo de S. epidermidis (Fig. 1A) no pH constante 6,0, o fluoreto inibiu a uredlise,
mas altas concentragdes desse agente foram necessarias para efeitos significantes — a concentracdo inibitoria de 50%
foi maior que 1,0 mM. Em pH 5,0, a atividade do controle na produ¢cdo de aménia foi basicamente o mesmo que em pH

6,0. No entanto, a sensibilidade ao fluoreto foi bem maior que em pH 6,0 e a concentragao inibitéria de 50% foi em torno
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de 1,0 mM. Em pH 4,0, a atividade do controle foi ao redor de 70% da atividade do controle em pH 6,0, mas a
sensibilidade ao fluoreto foi aumentada e a concentragéo de fluoreto inibitéria de 50% foi apenas 0,01 mM.

Uredlise por células intactas em suspensao de S. salivarius foi mais sensivel a acidificacdo do meio e ao fluoreto
(Fig. 1B) que a uredlise por células de S. epidermidis. Em pH 5,0, a quantidade total de aménia produzida por S.
salivarius foi somente a metade daquela produzida em pH 6,0, e foi quase totalmente inibida por fluoreto a 0,1 mM. Em
pH 6,0, essa concentracao de fluoreto causou mais de 50% de inibicdo. Ja em pH 4,0, a produgao de aménia por células
intactas em suspenséo de S. salivarius foi muito reduzida e esta foi ainda menor na presenga fluoreto.

O padrao de inibicdo da uredlise por células intactas em suspensao de A. naeslundii foi mais parecido com o de S.
epidermidis (Fig. 1A) do que com o de S. salivarius (Fig. 1B). A producdo de aménia através da uréia foi relativamente
insensivel ao fluoreto em pH 6,0, foi mais que 50% inibida por 0,2 mM de fluoreto em pH 5,0 e foi quase totalmente
inibida por 0,2 mM desse agente em pH 4,0. A uredlise por células intactas em suspenséo de A. naeslundii foi menos
sensivel ao acido do que a uredlise por células de S. salivarius, mas foi mais acido-sensivel que as células de S.
epidermidis (Tabela 1).

Uredlise por unidade de peso seco de biofilmes intactos de S. epidermidis em pH constante 5,0 ou 4,0 foi mais

lenta do que por células intactas em suspensdo desta mesma bactéria (Figura 2A). Para biofilmes intactos ndo expostos
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ao fluoreto em pH 5,0, a producdo de amdnia através de uréia foi aproximadamente 34 umol/mg de peso seco de
biofilme por hora, comparado a 172,8 umol/mg de peso seco por hora para células em suspenséao (Tabela 1).

A Tabela 1 mostra também que uredlise por biofilmes intactos de S. epidermidis ndo foi inibida por acidificagéo,
mesmo em pH 4,0. Ja o efeito do fluoreto em biofimes dessa bactéria foi pH-dependente, como mostra a Figura 2.
Uredlise por biofilmes de S. epidermidis em pH 6,0 foi relativamente insensivel ao fluoreto (figura ndo mostrada), mas em
pH 5,0 (Fig. 2A), a concentragao inibitéria de 50% foi entre 0,1 e 0,5 mM. Em pH 4,0, 50% de inibigdo foi causada por
somente 0,01 mM de fluoreto.

Uredlise por biofilmes intactos de S. salivarius se mostrou menos sensivel a inibicdo pelo fluoreto do que a
uredlise por células intactas em suspensao (Fig. 2B). Em pH 6,0, a concentragao inibitéria de 50% foi um pouco maior
que 1,0 mM, mas em valores de pH de 5,0 e 4,0, 0,2 mM de fluoreto foi suficiente para inibir mais de 50% da producao
de amoénia.

Nos experimentos com biofilmes de S. salivarius dispersos na forma de células de biofiimes em suspensao, a
producao de amébnia na presenca de fluoreto foi similar aquela produzida por células intactas em suspensao da mesma
bactéria (Fig. 2B) em termos de sensibilidade a acidificagéo e ao fluoreto, num padrao pH-dependente. A quantidade de

amonia produzida em pH 5,0 foi em torno da metade da amodnia produzida em pH 6,0 e 0,2 mM de fluoreto inibiu mais de

50% a uredlise nesses valores de pH.
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Biofilmes intactos de A. naeslundii se mostraram menos sensiveis ao fluoreto e a acidificacdo do que células
intactas em suspenséo dessa mesma bactéria (Fig. 2C). Em pH 5,0 e 4,0, uredlise por biofimes n&o foi muito sensivel a
acidificagao e ao fluoreto, mesmo na alta concentracdo de 1,0 mM. Entretanto, os niveis de producdo de aménia por
biofilmes nessas condi¢gdes foram tdo baixos que o periodo de incubacédo durante o experimento foi aumentado para 5
horas para uma maior producao total de amonia.

A producdo de aménia por células intactas em suspensdo de S. epidermidis, S. salivarius e A. naeslundii foi
também testada na presenga de indometacina e caprato. Esses acidos orgéanicos sao acidos fracos, assim como acido
hidrofluoridrico (HF) que se dissocia em préton H* e ion fluoreto, e por isso foram testados para se observar se inibiam a
producdo de amoénia e de que maneira, ou seja, por inibicdo direta da enzima urease (testada nos experimentos com
extratos celulares) ou por acidificagao do citoplasma celular.

Como mostram as Figuras 3A e 3B, os padrdes de inibicdo da produgdo de amdnia pelos dois acidos organicos
foram similares ao padrdo do fluoreto em células intactas em suspensdo de S. epidermidis. Indometacina foi
aproximadamente tao potente quanto fluoreto para a inibicdo da producdo de aménia em pH 4,0; caprato foi um pouco
menos potente. Produgcdo de amodnia por biofiimes de S. epidermidis em pH 4,0 (Fig. 3C) foi inibida pelos dois acidos

fracos, mas os biofilmes foram mais resistentes a estes agentes do que as células em suspenséo intactas.
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A producdo de amoénia por células intactas em suspensdo de S. salivarius na presenga dos acidos organicos
fracos foi afetada de maneira diferente que por fluoreto (Fig. 4A). Em pH 6,0 constante, praticamente ndo houve inibigéo
da producédo de amodnia na presenga de qualquer concentragdo de acido organico testada, em contraste com a inibi¢ao
causada por fluoreto na incubacdo no mesmo valor de pH. Somente em pH 4,0, houve inibigdo de 50% da produgao de
amonia por 0,2 mM indometacina ou caprato.

Os efeitos dos acidos organicos fracos na ureodlise por células intactas em suspenséo de A. naeslundii (Fig. 4B)
foram diferentes daqueles em células de S. salivarius ou S. epidermidis. Apesar do estimulo da produ¢do de aménia em
células de A. naeslundii por 0,2 mM de caprato em pH 6,0, os acidos organicos fracos foram inibitérios em cada pH
testado. Como descrito acima, a inibicao da uredlise por células intactas em suspensao de A. naeslundii devido a agao
da indometacina se mostrou contraria aquela na presenca de fluoreto em pH 6,0 (Fig. 1B e 4B). Neste valor de pH, a
producdo de aménia foi mais que 50% inibida por somente 0,2 mM de indometacina, embora 1,0 mM seja apenas um
pouco mais inibitério para uredlise. Também em pH 6,0, 1,0 mM de caprato inibiu a uredlise em 50%, enquanto 0,2 mM
nao causou inibicdo alguma, apesar de ter aumentado a produ¢cdo de aménia. Em pH 5,0 e 4,0, indometacina e caprato
foram altamente inibitérios da producdo de amoénia, porém caprato pareceu ser menos potente, enquanto fluoreto foi

muito mais efetivo que os dois acidos orgénicos (Fig. 1B).
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1.3. Efeitos da acidificacdo e dos antimicrobianos na atividade da enzima urease em extratos celulares

Os resultados apresentados na Figura 5A mostram que a atividade da urease em extratos celulares de S.
salivarius e A. naeslundii foi maior em pH 6,0 do que em 5,0 e praticamente ndo houve atividade em pH 4,0 (figura ndo
apresentada).

A enzima nos extratos foi altamente sensivel ao fluoreto, mesmo em pH 6,0. Em pH 5,0, a atividade foi
suficientemente reduzida por inibicdo acida e isso dificultou a apresentacdo da inibi¢do por fluoreto. Os acidos organicos
fracos indometacina e caprato, ao contrario do fluoreto, ndo foram inibidores diretos da urease em extratos celulares de

ambas as bactérias (Fig. 5B).

1.4. Efeitos da acidificacdo e dos antimicrobianos na producdo de amoénia por biofilme dental

supragengival humano com uréia como substrato

A produgdo de amdbnia com uréia como substrato por biofilme dental supragengival humano foi estudada no

periodo de 2 horas. Em experimentos de elevacao de pH, a produgcdo de aménia foi suficiente em suspensdes controles

(sem antimicrobiano) para rapidamente elevar o pH do meio de 4,0 para 7,8 com aumento na concentragdo de amoénia
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de 3,8 para 26 umol/mg peso seco de biofiime (dados ndo mostrados). Tanto a elevagdo do pH quanto a produgao de
amoOnia foram interrompidas por 1,0 mM fluoreto.

Nos experimentos com pH constante, a produgcao de aménia foi inibida por fluoreto numa forma pH-dependente,
com 1,0 mM causando uma grande inibi¢gao (Figura 6). Em pH 6,0, 0,2 mM de fluoreto foi 25% inibitério para a produgéo
de amoénia, enquanto em pH 5,0, a inibicdo aumentou para 40% e em pH 4,0, aumentou para 50% (Fig. 6A). O nivel de
producao de amobnia por mg de peso seco de biofilme foi similar ao de células em suspensao de S. salivarius € bem
menor que os niveis de producdo de células de S. epidermidis. Certamente, a microbiota do biofilme dental é
heterogénea, mas com as amostras de biofilme utilizadas, ocorreu significativa produ¢cao de aménia através da uréia.

Indometacina e caprato também inibiram a producdo de amoénia por biofilme dental, mas foram menos efetivos

que fluoreto (Fig. 6B).

2. ARGINOLISE

2.1. Efeitos da acidificacdo na producdo de amdnia por células intactas em suspenséo e por biofilmes de

bactérias SAD-positivas
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A atividade do sistema arginina desaminase de células em suspensao intactas de S. sanguis e S. rattus foi afetada
moderadamente pela acidificagdo do meio na faixa de pH encontrada no biofilme dental, que varia de 4,0 a 6,0 (Tabela
2). A atividade do SAD em suspensdes de células intactas de S. rattus foi maior que em suspensdes de S. sanguis, nas
mesmas condicdes experimentais, mesmo em pH 5,0 que foi o pH ideal para produ¢cdo de aménia por células de S.
sanguis nos experimentos.

A atividade do SAD nos biofiimes de ambos os organismos foi significativamente menor do que nas suspensdes.
Entretanto, biofilmes homogeneizados ou dispersos tiveram maior produgédo de amdnia em meios com pH aumentado.

Por outro lado, em valores de pH mais acidos, a produ¢cado de aménia foi diminuida (Figura 7).

2.2. Efeitos de agentes antimicrobianos na argindlise por bactérias intactas em suspenséo e em biofimes

A Figura 8 mostra que triclosan foi um efetivo inibidor da produgdo de aménia através da arginina em pH 4,0 por

células intactas em suspensao de S. sanguis induzidas/desreprimidas (Fig. 8A) ou por células de S. rattus (Fig. 8D) ou

por biofilmes intactos (Fig. 8B e 8E) ou por biofilmes dispersos (Fig. 8C e 8F) de ambas as bactérias. Os valores dos
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controles para cada agente testado variaram porque culturas separadas tiveram que ser usadas para cada experimento
de cada antimicrobiano.

Triclosan foi aproximadamente seis vezes mais efetivo na inibicdo da argindlise em pH 4,0 por células em
suspensdo de S. sanguis do que por biofiimes intactos (Fig. 8A e 8B) com valores de Dlsy (dose inibitoria de 50% do
controle) estimados em 0,05 mM/h e 0,3 mM/h, respectivamente, com exposicdo ao agente por 1,5 hora para as
suspensdes e por 3 horas para os biofiimes. A concentragcdo dos agentes é definida em mM multiplicado pelo tempo de
exposi¢cao aos agentes em hora.

A dispersao dos biofilmes de S. sanguis e de S. rattus propiciou uma maior sensibilidade das células aos
antimicrobianos (Fig. 8C e 8F, respectivamente).

Valores de Dlsp similares aos de S. sanguis foram estimados para a inibicdo do SAD por triclosan em S. rattus
(Fig. 8D, 8E, 8F).

O acido organico fraco indometacina foi um pouco menos efetivo que triclosan como inibidor da argindlise em pH
4,0 com valores de Dlsg de 0,08 e 0,6 mM/h contra suspensdes e biofilmes, respectivamente, para ambas as bactérias
(Fig. 8). Novamente, a resisténcia aumentada dos biofilmes comparados as suspensdes foi diminuida quando estes

foram dispersados.
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Caprato e laurato foram menos efetivos, especialmente contra biofilmes, com valores de Dlsg de 0,23 mM/h para
ambos os agentes contra células intactas em suspensdo de S. sanguis e 0,11 mM/h contra células intactas em
suspensao de S. rattus em pH 4,0 (Fig. 8).

Valores de Dlsy foram maiores que 3,0 mM/h contra biofilmes de ambas as bactérias por caprato e laurato. Laurato
metil éster n&o foi inibitério, mas sim estimulatorio para o SAD em pH 4,0 para suspensdes ou biofilmes de S. sanguis.

O fluoreto, derivado do acido inorgénico fraco HF, teve relativamente pouca poténcia para inibicdo do SAD de
células intactas em suspensao (Dlsp = 0,8 mM/h) de ambas as bactérias em pH 4,0, especialmente em comparagéo a
concentragdo do agente no biofilme dental que é de 0,1 a 0,5 mM. O fluoreto foi muito menos efetivo contra biofiimes
intactos (Fig. 8B e 8E), mas quando testado em biofilmes dispersos, a produgdo de aménia se mostrou mais sensivel a
esse agente que a de biofilmes intactos (Fig. 8C e 8F).

A inibigdo por triclosan foi relativamente insensivel as variagbes no pH do meio e 1,5 mM/h foi mais de 95%
inibitério para argindlise por células intactas em suspensdo de ambas as bactérias em valores de pH 4,0, 5, 0 e 6,0
(Tabela 3 e Fig. 8). Em contraste, 1,5 mM/h indometacina, por exemplo, n&o foi inibitério em pH 6,0, mas foi 85%
inibitério em pH 5,0 e 92% em pH 4,0 para argindlise por suspensdes de células intactas de S. rattus. Um padrao similar
de inibicdo foi encontrado em células intactas em suspensdo de S. sanguis e também para caprato contra ambas as

bactérias.
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Além disso, a acgao inibitéria de indometacina e caprato da argindlise por células intactas em suspensédo de S.
sanguis e S. rattus se mostrou irreversivel (Figuras 9 e 10, respectivamente). Apos expor as células ao substrato arginina
e as concentracdes de 0,2 e 1,0 mM de indometacina e caprato por uma hora, elas foram lavadas e receberam uma nova
dose de arginina, mas nao dos acidos organicos fracos. Observou-se entdo que, mesmo apos 18 horas, as células ndo

tiveram capacidade de elevar o pH do meio, indicando que a producédo de aménia foi inibida irreversivelmente.

2.3. Efeitos dos antimicrobianos na atividade das enzimas do SAD em extratos celulares

Resultados obtidos no presente estudo indicam que a atividade da enzima arginina desaminase em extratos
celulares de S. sanguis ou S. rattus n&o foi afetada por triclosan, indometacina, caprato, laurato ou laurato metil éster nas
concentragbes de 1,0 mM (dados ndo apresentados). Da mesma forma, os agentes n&o tiveram efeito significante na
atividade da enzima ornitina carbamil transferase em ambas as bactérias (dados ndo apresentados).

Porém, como mostrado na Figura 11A, a enzima carbamato quinase em extratos celulares de S. sanguis foi inibida
por triclosan e indometacina. Triclosan foi o inibidor mais potente com o valor de Dlsy ao redor de 0,6 mM/h.
Indometacina foi menos potente com valor de Dlsg ao redor de 1,5 mM/h, enquanto caprato e laurato nao foram inibidores

efetivos da enzima, pelo menos ndo na dose de 1,5 mM/h. Laurato metil éster foi estimulatério para a atividade
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enzimatica. Resultados semelhantes foram obtidos para S. rattus (Fig. 11B) com um valor de Dlsg de 0,3 mM/h para

triclosan.

2.4. Efeitos dos agentes na captacao do substrato arginina por S. sanguis e S. rattus

Outro possivel alvo para os agentes estudados sdo os sistemas de captagdo de arginina pelas células
bacterianas.

O resultado apresentado na Figura 12 mostra que a captacéo de arginina por células intactas em suspenséao de S.
rattus foi altamente sensivel a inibicdo, em pH 4,0, por triclosan, indometacina, caprato e laurato, mas nao por fluoreto ou
laurato metil éster, nas concentracdes de 0,2 ou 1,0 mM. O padrao de inibicao de células intactas em suspensao em pH
4,0 foi caracterizado por uma captacgéao inicial rapida de arginina através da solugdo saturada de 47 mM de arginina
uniformemente marcada com carbono 14. Dados semelhantes foram encontrados por células intactas em suspensao de
S. sanguis em pH 4,0 (Figura 13), com exceg¢ao do laurato que se mostrou pouco potente.

Para células intactas em suspensdo de S. rattus em pH 6,0 no mesmo experimento (Figura 14), triclosan

permaneceu altamente potente como inibidor, enquanto indometacina e caprato ndo foram mais efetivos. Laurato
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manteve alguma poténcia, mas somente na concentragcdo de 1,0 mM. Fluoreto e laurato metil éster continuaram sem
efeito inibitério. Resultados semelhantes foram obtidos para células de S. sanguis em pH 6,0 (Figura 15), exceto para

indometacina que mostrou alguma inibicdo na concentragao de 1,0 mM.

2.5. Efeitos da acidificacdo e dos agentes antimicrobianos na producdo de amoénia por biofilme dental

supragengival humano com arginina como substrato

Em relagdo a produgédo de amdnia por biofiimes dentais supragenginais humanos com arginina como substrato, a
Figura 16 mostra que 1,0 mM de fluoreto foi quase 50% inibitorio para argindlise em pH 4,0, mas essencialmente nao
houve efeito inibitério em pH 6,0 e muito pouco em pH 5,0.

Triclosan foi inibitério nos trés valores de pH, sendo maior o efeito em pH 4,0. Os acidos organcios fracos
indometacina, caprato e laurato, da mesma forma que fluoreto, foram inibitérios num padrao pH-dependente. Por outro

lado, laurato metil éster foi, especialmente em pH 4,0, estimulatorio para argindlise.
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Tabela 1. Producdo de aménia por células de S.
epidermidis, S. salivarius e A. naeslundii intactas em
suspensdo e em biofilmes em diferentes e constantes

valores de pH.

pH 6,0 pH 5,0 pH 4,0
S. epidermidis Amodnia Amodnia Amonia
Células Intactas (1h)" 174,09 + 23,61 172,8 £ 20,9 123,8 + 30,7
Biofilmes Intactos (1h) 221%+50 33,9+ 15,3 36,6 +4,9
S. salivarius
Células Intactas (2h) 49+14 2507 0,7+0,3
Biofilmes Intactos (3h) 1,4+0,6 1,4+0,3 1,0+ 0,6
Biofilmes Dispersos (3h) 1,3+0,3 0,7+0,2 0,3+0,1
A. naeslundii
Células Intactas (2h) 0,9+0,6 0,6 +0,3 0,3+0,1
Biofilmes Intactos (5h) 1,3+£0,2 1,0 £ 0,05 0,9 £0,06

(1) Em parénteses, tempo total para produgdo de amonia;

(2) umol de ambnia por mg peso seco de células;

150




(3) umol de aménia por mg peso seco de biofilme;

(4) Desvio padrao de pelo menos trés experimentos.

Tabela 2. Producdo de aménia por células de S. sanguis e S. rattus intactas em

suspensao e em biofilmes em ambientes com diferentes e constantes valores de pH.

pH 6,0 pH 5,0 pH 4,0
S. sanguis Amonia Amonia Amonia
Células Intactas (1,5h)") 2,16® + 0,639 2,83 £ 0,50 1,77 + 0,39
Biofilmes Intactos (3h) 0,57 + 0,02 0,65 + 0,09 0,41+0,23
Biofilmes Homogeneizados (3h) 0,81 +£0,22 0,68 + 0,06 0,33 +0,15
Biofilmes Dispersos (3h) 1,55+ 0,45 1,06 + 0,43 0,39 £ 0,03
S. rattus
Células Intactas (1,5h) 4,08 + 0,47 3,12 + 0,47 2,71 +0,41
Biofilmes Intactos (3h) 0,86 £ 0,18 0,87 £ 0,40 0,78 £ 0,37
Biofilmes Homogeneizados (3h) 0,88 £ 0,17 0,73 £ 0,31 0,62 + 0,31
Biofilmes Dispersos (3h) 1,15+ 0,23 0,59 + 0,32 0,18 £ 0,09

(1) Em parénteses, tempo total para produgdo de amonia;

(2) umol de amdnia por mg peso seco de células por hora;
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(3) umol de aménia por mg peso seco de biofilme por hora;

(4) Desvio padrao de pelo menos trés experimentos.

3. Percentual de produgcédo de amdnia em relagdo aos controles por células de S. sanguis e S. rattus intactas em suspensao na presenca de

NaF Triclosan Indometacina Caprato
029 | 10 | 0025| 005 | 01 0,2 0,5 1,0 0,2 0,5 1,0 0,2 0,5 1,0
S. sanguis
pH 6,0 107,5 | 1041 | NT® | NT | 413 | 156 | NT 41 11080 | NT 77,2 | 100,0 | NT 66,7
pH 5,0 106,5 | 1241 | 93,1 | 844 | 298 | 59 4,1 34 | 986 | 18,6 28 | 107,1] 250 7,1
S. rattus

pH 6,0 100,8 | 105,7 | NT NT | 324 | 20,7 | NT 3,9 | 1140 | NT | 104,9] 1239 | NT 56,1
pH 5,0 101,9 | 951 | 752 | 575 | 181 | 143 | 95 27 11039 | 727 | 147 | 1078 | 6,5 2,1

ss agentes em ambientes com valores de pH constantes.

(1) Experimento com duragéo de 1,5 h;

(2) Concentragao dos agentes expressas em mM;
(3) NT, nao testado.
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Fig. 1. Inibicdo da producao de aménia pelo fluoreto de células intactas de S.
epidermidis (A — durante 1 hora), S. salivarius (Ss) ou A. naeslundii (An) (B —
durante 2 horas) em suspensao em valores de pH constantes. Barras de erro
sao referentes ao desvio padrao de pelo menos trés experimentos. A. naeslundii

(B) nao foi testado com 0,1mM de fluoreto.
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Fig. 3. Inibicdo pela Indometacina (A) ou Caprato (B) da produ¢cdo de aménia
por células intactas em suspensao de S. epidermidis ou inibicdo por ambos
acidos organicos fracos (C) da produgao de aménia por biofilmes intactos de S.
epidermidis em valores constantes de pH durante 1 hora. Barras de erro

representam desvio padrao de pelo menos trés experimentos.
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Fig. 4. Inibigdo da producdo de amoénia de células intactas de S. salivarius (A) e
A. naeslundii (B) causadas por acidos organicos fracos em valores constantes

de pH durante duas horas. Barras de erro representam desvio padrdo de trés

experimentos.
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Fig. 5. Produgcdo de aménia indicando atividade da urease por extratos
celulares de S. salivarius (Ss) e A. naeslundii (An) e acao inibitéria do fluoreto
(A) ou dos acidos organicos fracos (B) durante duas horas em valores
constantes de pH. Barras de erro representam desvio padrao de trés

experimentos. A. naeslundii ndo foi testado com 0,1 mM de fluoreto.
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Fig. 6. Producdo de amoénia por biofilme dental humano em valores de pH
diferentes e constantes e inibicao pelo fluoreto (A) ou por acidos organicos

fracos (B) durante 2 horas. Valores médios de dois experimentos sao
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Fig. 7. Producao de amoénia através da arginina por diferentes organizagoes de
biofilme de S. sanguis e de S. rattus em diferentes e constantes valores de pH.
Ss — S. sanguis, Sr — S. rattus, Bl — biofilme intacto, Bio Homog — biofilme
homogeneizado, BD - biofilme disperso. Média de pelo menos trés

experimentos. Valores de desvio padrédo apresentados na Tabela 2.
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Fig. 8. Acdo dos diferentes antimicrobianos na produgdo de amoénia através de
arginina por células em suspensao intactas (A) ou biofilmes intactos (B) ou biofiimes
dispersos (C) de S. sanguis e por células em suspensao intactas (D), biofiimes
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Fig. 9. Inibicdo da produgao de amobnia por células intactas em suspensao de S. sanguis em pH 4,0 constante por indometacina

(A1) e caprato (B1) e irreversibilidade dos efeitos desses agentes nos experimentos seguintes de elevagao de pH (A2 e B2).

Indomet — indometacina.
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Fig. 10. Inibicdo da producdo de aménia por células intactas em suspensao de S. rattus em pH 4,0 constante por indometacina

(A1) e caprato (B1) e irreversibilidade dos efeitos desses agentes nos experimentos seguintes de elevagao de pH (A2 e B2).

Indomet — indometacina.

178



nmol ATP x 10° mg proteina soltvel ™

Tempo (min)

179

100

—m— Controle

---A-- 0.1 mM Triclosan
—A—0.2 mM Triclosan
—&A— 1.0 mM Triclosan
---©--- 0.1 mM Indometacina
—o6—0.2 mM Indometacina
—e— 1.0 mM Indometacina
—%— 1.0 mM Caprato
—e— 1.0 mM Laurato
---¢-- 1.0 mM Laurato ME



16

©
>
3 12 -
2 —&— Controle
E ---A--- 0.1 mM Triclosan
‘g —A—0.2mM Triclosan
3 8 —&— 1.0 mM Triclosan
mE —e—1.0 mM Indometacina
o
2 —X%— 1.0 mM Caprato
T —e—1.0mM Laurato
<_; 4 ---¢-- 1.0 mM Laurato ME
£
c
0 T T T T

0 20 40 60 80 100

Tempo (min)

Fig. 11. Inibicdo por triclosan e por acidos orgéanicos fracos de carbamato
quinase em extratos celulares de S. sanguis (A) e de S. rattus (B) em pH 6,0.

Laurato ME - laurato metil éster. Valores representam a média de dois
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Fig. 12. Acao de diferentes agentes na captacao de arginina por células intactas em suspensao de S. rattus em pH 4,0.
NaF — fluoreto de sédio. Valores representam a média de trés experimentos.
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Fig. 13. Acao de diferentes agentes na captacao de arginina por células intactas em suspensao de S. sanguis em pH 4,0.
NaF — fluoreto de sodio. Valores representam a média de trés experimentos.
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Fig. 14. Acao de diferentes agentes na captacdo de arginina por células intactas em suspenséo de S. rattus em pH 6,0.

NaF — fluoreto de sodio. Valores represental a média de trés experimentos.
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Fig. 15. Acao de diferentes agentes na captagéo de arginina por células intactas em suspensao de S. sanguis em pH 6,0.

NaF — fluoreto de sddio. Valores representam a média de trés experimentos.
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Fig. 16. Efeitos do pH, fluoreto, triclosan e acidos organicos fracos, na
concentragédo de 1,0 mM, na producao de amdnia através de 1% arginina por
biofilme bacteriano supragengival humano. NaF — fluoreto de sédio, Indomet

— indometacina, LaurME — laurato metil éster. Média de dois experimentos.
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DISCUSSAO

1. UREOLISE:

Pela extensiva exposigédo dos individuos ao fluoreto na agua e em uma
grande variedade de outros produtos, especialmente, de higiene oral, a
microbiota anfibidontica do corpo humano pode estar sendo exposta,
comumente, a niveis de fluoreto que podem ser antibacterianos. Mais uma
vez, um dos mecanismos propostos pelo qual o fluoreto age na redugéo de
caries € baseado nas suas ag¢gdes antimicrobianas, reduzindo a acido-
tolerancia e produgao de acido pelas bactérias na boca.

Niveis normais de fluoreto no biofilme dental sdo entre 0,1 e 0,5
umol/g de peso umido de biofilme ou ao redor de 100 vezes o nivel salivar
(DUCKWORTH, MORGAN, & MURRAY, 1987; VOGEL et al., 2000). Esses
niveis sao correspondentes a 0,1-0,5 mM, uma vez que biofilmes sé&o
constituidos principalmente por agua, tanto no citoplasma bacteriano quanto
na matriz extracelular de polimeros.

O fluoreto é disponivel para uso humano ligado a outros componentes
quimicos, como, por exemplo, na forma de fluoreto de sddio (NaF), mas, em
ambientes acidos, este se dissocia e fica livre para formar HF, que permeia
rapidamente as células. Sendo assim, acredita-se que ha fluoreto suficiente
para acdes antimicrobianas na placa bacteriana oral.

Dessa forma, na cavidade oral, espera-se que os efeitos de fluoreto e

acidos organicos fracos em bactérias na saliva sejam pouco significativos,
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uma vez que o pH é praticamente neutro e a concentracdo desses agentes &
baixa. H4 também uma forte interacdo entre a uréia da saliva e o fluido
crevicular com bactérias ureoliticas como S. salivarius, fazendo com que a
uréia seja rapidamente degradada. Porém, no biofilme dental bacteriano, a
uredlise pode ser afetada pela acidificacdo a valores de pH tao baixos quanto
4,0 e pela concentragao de acidos fracos por esses biofilmes, chegando a
100 vezes mais que o nivel salivar, pelo menos para o fluoreto.

Salako & Kleinberg (1989) associaram o suprimento direto de uréia da
saliva ao biofilme dental préximo aos ductos das glandulas salivares e
observaram que estas areas dentais sdo as mais susceptiveis ao acumulo de
calculo e selegcao de bactérias ureoliticas, incluindo estafilococos Gram-
positivos, como S. epidermidis presentes em grande quantidade no biofilme
dental humano (do SOUTO, 2007) e A. naeslundii, assim como bactérias
Gram-negativas, como H. parainfluenzae.

A relacéo entre a uredlise e a microbiota da lingua € menos definida,
mas pela diversidade microbiana no dorso da lingua, espera-se que a
acidificagdo e os acidos fracos tenham efeitos significativos em bactérias
urease-positivas, como S. salivarius.

As células de S. epidermidis, S. salivarius e A. naeslundii, tanto em
suspensdes quanto em biofilmes, se mostraram bastante ativas para o
catabolismo da uréia. Acredita-se que, para a enzima urease, as condi¢cdes
de crescimento e a disponibilidade de nutrientes sédo condigdes essenciais
que regulam a expressao do gene dessa enzima (BURNE & CHEN, 2000).

A expressdo da enzima urease de A. naeslundii é regulada pela

disponibilidade de nitrogénio no meio (MOROU-BERMUDEZ & BURNE,
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2000). Em ambientes com excesso de agucares fermentaveis e alto risco de
desenvolvimento de carie, o biofiime bacteriano pode passar por periodo de
limitacdo de nitrogénio e a expressao da urease pode ser induzida. Além
disso, o catabolismo de uréia por A. naeslundii age, principalmente, como
fonte de nitrogénio para o crescimento e para a protecdo desse organismo
contra a acidificacdo do ambiente (MOROU-BERMUDEZ & BURNE, 1999).

A urease possui as mesmas fungdes em S. salivarius, que tem a
expressao de sua enzima induzida em ambientes com valores de pH baixos
(SISSONS et al, 1990; CHEN & BURNE, 1996), também conferindo a esse
microrganismo protegdo contra acidos e fonte de nitrogénio (CHEN,
WEAVER & BURNE, 2000; YALING et al., 2006).

Observa-se, portanto, que esta enzima tem uma grande importancia
no metabolismo das bactérias orais, especialmente naquelas menos
cariogénicas e menos acido-resistentes. A urease pode aumentar a
sobrevivéncia dessas bactérias no biofilme dental e criar uma competicédo
mais acirrada por colonizagdo com as bactérias cariogénicas, acido-
resistentes, podendo favorecer a diminuicdo da colonizagcdo do biofilme por
essas ultimas bactérias, diminuindo-se também o risco de desenvolvimento
de carie.

A atividade da urease de A. naeslundii é altamente dependente do pH
do ambiente. Esta enzima possui um valor de pH 6timo para a hidrolise de
uréia por células intactas em suspensdao em torno de 6,0 (MOROU-
BERMUDEZ, 1999), havendo a diminuicdo da sua atividade & medida que o

pH do ambiente cai para 4,0 e, em pH 3,0, nenhuma atividade & detectada.
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Previamente e a semelhanga da urease de A. naeslundii, Sissons &
Hancock (1993) mostraram a curva de atividade da enzima urease de S.
salivarius em fungdo do pH do ambiente. Esta enzima, em células intactas
em suspensado e em extratos celulares, teve uma ampla faixa de atividade
(mais de 90%) entre os valores de pH 5,5 - 7,5, com o valor 6timo entre 6,5 -
7,0. Em pH menor que 5,5, a atividade caiu dramaticamente, ndo havendo
atividade da enzima em pH 4,3 para os extratos e, em pH 3,4, houve ainda
uma atividade residual de 3,6% em células intactas em suspensdo. Esse
valor residual provavelmente foi devido a habilidade dessas células em
manter o ApH através da membrana celular, com o citoplasma mais alcalino
que o meio externo. Porém, quando a curva de atividade da urease foi
observada nos valores de pH basicos, quase nenhuma atividade foi
detectada em pH 9,3 para os extratos celulares e, para as células intactas,
esse pH permitiu apenas a atividade enzimatica de 20%.

Uredlise por células intactas em suspensdo de S. salivarius e de A.
naeslundii foi mais sensivel a acidificacdo do que por células de S.
epidermidis. Esta diferenga pode ser devido a grande capacidade ureolitica
de células de S. epidermidis, que impossibilitaria a acidificagdo do citoplasma
em meios com pH baixo e consequentemente diminuiria a inibicdo acida da
urease.

Sabe-se que o0s niveis da enzima urease, por exemplo em S.
salivarius, varia muito dependendo das condi¢gdes de crescimento do
microrganismo (SISSONS et al., 1990), mas as diferengas aqui apresentadas

para as trés bactérias urease-positivas sdo consideradas para cultivos em
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condigdes similares, apesar dessa enzima ser altamente conservada entre os
microrganismos na natureza (MOBLEY, ISLAND & HAUSINGER, 1995).

Modelos de biofilme sdo muito Uteis para o estudo da biologia
bacteriana em ambientes com alta densidade populacional como acontece,
similarmente, no biofilme dental.

Apesar da dificuldade em mimetizar a diversidade da populagdo do
biofilme bacteriano natural, os biofilmes “in vitro”, ainda assim, permitem
estudos de organismos cultivados em uma superficie, em condicbes de
densa populagao e limitada difusao.

Para os estudos descritos nesta tese, os biofimes de um unico
organismo foram cultivados sobre laminas de vidro e nutridos diariamente até
a completa maturidade. Futuros estudos poderao também incluir biofiimes de
multiplos organismos crescidos sobre discos de hidroxiapatita em culturas
continuas. Porém, o sistema usado nesta tese envolveu crescimento
bacteriano em superficie hidrofilica, de vidro, e num padrdo de alimentacao
microbiana que € semelhante ao que ocorre na boca com adi¢ao perioddica de
nutrientes.

Uredlise por unidade de peso seco de biofilmes de S. epidermidis em
pH constante 5,0 ou 4,0 foi mais lenta do que por células intactas em
suspensao desta mesma bactéria. Parte da diferengca pode ser devido aos
biofiimes serem mais ricos em carboidratos que as células em suspensao,
que sao mais ricas em proteina, como mensurados pelo método de Lowry et
al. (1951) por unidade de biomassa.

Essa diferenca de valores pode ser devido também a difusdo de uréia

limitada para dentro dos biofilmes (STEWART, 2003), mas este efeito parece

118



ser pequeno para uredlise por biofilmes pois a uréia € uma molécula pequena
e apresenta facilidade de difusao.

Outro fator para a menor taxa de producdo de aménia em biofilmes
pode ser a propria alcalinizacdo. Quando altos niveis de amoénia sao
produzidos dentro dos filmes das comunidades bacterianas, o pH do
ambiente interno do biofilme se eleva e essa alcalinizagdo poderia inibir a
atividade da enzima urease dentro das células. Mas a ambnia € uma
molécula pequena também e a sua difusao rapida para fora dos biofilmes nao
€ considerada um grande problema.

Na verdade, as taxas de metabolismo dos biofilmes por célula ou por
unidade de biomassa sdo geralmente baixas em comparacao as taxas em
células cultivadas em suspenséo.

O resultado de que biofilmes dispersos de S. salivarius nao tiveram a
capacidade ureolitica aumentada sugere que a difusao de uréia para dentro
dos biofilmes intactos pode nado ser fator limitante da uredlise. Ainda,
comparando-se a ureolise de biofilmes dispersos de S. salivarius em pH 5,0 e
6,0, observa-se a atividade menor em pH 5,0, provavelmente porque as
células dispersas do biofilme ficaram mais expostas ao pH acido e assim
mais sensiveis a acidificacao.

Apesar dos possiveis efeitos benéficos da produgdo de amdnia em
relagcdo a carie dental, um agente comprovadamente eficiente também no
controle da doenca carie, como o fluoreto, mostrou-se como um grande
inibidor da sintese de alcalis orais.

Acredita-se que um importante mecanismo de inibigao, pelo fluoreto,

da produgdo de amodnia por microrganismos urease-positivos seja por
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inibicdo direta da enzima urease, como revisado por Maquis, Clock & Mota-
Meira (2002) ou por acidificagdo do citoplasma celular e inibigdo acida da
urease (MARQUIS, 1995).

Outras enzimas que também sofrem a acao direta de fluoreto incluem
a enolase da via glicolitica, fosfatases, peroxidases e catalase. A acidificacao
do citoplasma causada pelo fluoreto também pode inibir a glicdlise
(MARQUIS, 1990) e a enzima NADH oxidase (PHAN et al, 2002)
citoplasmatica de estreptococos orais.

A concentragdo de fluoreto no biofiime pode se tornar mais alta
quando sao utilizados dentifricios ou outros produtos contendo fluoreto. Este
tende a ser retido em altas concentragdes no biofilme dental por periodos
longos apds a exposicao a esse agente, provavelmente porque as bactérias
do biofilme mantém pelo menos algum ApH através da membrana celular,
com o citoplasma mais alcalino que o meio externo. Este ApH age
favorecendo a captacao e a retencéo de fluoreto pelas células (MARQUIS,
CLOCK, & MOTA-MEIRA, 2002). O fluoreto também age diminuindo o ApH,
mas nado a ponto de descarregar completamente a forga préton-motora
através da membrana celular bacteriana de células com metabolismo ativo.

Uma questdo importante em relacdo aos efeitos do fluoreto na
atividade da urease “in vivo” € se os niveis de fluoreto presentes no biofilme
dental sdo realmente inibitorios. A resposta, baseada nos resultados aqui
apresentados, é que o fluoreto seria altamente inibitério em meio com pH
acido, especialmente 4,0, que € proximo ao pH minimo mensurado no

biofilme “in vivo”.
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Dos trés micorganismos testados, células intactas em suspenséao de S.
atividade da urease pelo fluoreto. Novamente, parece que essa resisténcia é
baseada principalmente na alta capacidade ureolitica desse microrganismo,
que diminui qualquer tendéncia a acidificagdo do citoplasma celular. Para
células intactas em suspensao de S. salivarius e A. naeslundii, 0,1 mM de
fluoreto teve grande efeito inibitério em pH 5,0 e quase totalmente eliminou a
atividade da urease em pH 4,0.

Parte da dependéncia ao pH na inibicdo da urease por fluoreto em
células intactas pode ser devido ao acumulo intracelular de fluoreto pelas
células em ambientes acidificados (EISENBERG & MARQUIS, 1980;
WHITFORD et al., 1977). Assim, a urease no citoplasma bacteriano estaria
mais exposta aos altos niveis de fluoreto a medida que o pH do ambiente
fosse cada vez menor.

Os resultados de outros estudos, particularmente o de Todd &
Hausinger (2000), em conjunto com os resultados aqui presentes,
demonstraram que a inibicdo direta da enzima urease pelo fluoreto é
aumentada pela acidificacdo do ambiente.

Assim, a dependéncia ao pH na inibicdo da atividade da urease pelo
fluoreto em células intactas bacterianas € complexa, porque envolve tanto o
aumento da captacdo de fluoreto pelas células como a sensibilidade
aumentada da enzima em citoplasmas acidos.
enzima enolase, pois é quase irreversivel (MARQUIS, CLOCK & MOTA-

MEIRA, 2002).
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Todd & Hausinger (2000) encontraram que a ligagao do fluoreto e do
niquel no sitio ativo da urease de K. aerogenes resultou em diminuigao
progressiva dos valores de Vinax € aumento dos valores de K, até a atividade
enzimatica ser totalmente inibida. Provavelmente, a inibicdo da urease
envolve dois niqueis (Ni-1 e Ni-2) presentes no sitio ativo e que podem ligar
fluoreto. Parece que essa ligagdo € aumentada com a ligacdo do substrato,
sendo formados complexos, por exemplo, de urease-uréia-F ou urease-
carbamato(produto)-F. No entanto, foi mostrado que o fluoreto pdde se
dissociar lentamente do complexo com a urease e esta enzima aos poucos
pode retomar sua atividade.

As diferengas na resposta ao fluoreto entre células intactas em
suspensdo de S. salivarius e células intactas das outras duas bactérias
testadas parecem ser devido principalmente as diferencas na fisiologia das
células ao invés de diferengas nas enzimas urease, provavelmente pela
capacidade das células em manter um ApH através da membrana celular e,
assim, resistirem a acidificagao do citoplasma.

Outra caracteristica do biofiime dental que poderia afetar a
sensibilidade da atividade da urease ao fluoreto € a prépria natureza do
biofilme. Entretanto, biofilmes de S. epidermidis ou S. salivarius foram
praticamente tdo sensiveis ao fluoreto quanto as suspensodes. Biofilmes de A.
naeslundii, por outro lado, mostraram mais resisténcia ao fluoreto em
comparagao as células em suspensdo. Porém, embora a uredlise por
bactérias em biofilmes intactos tenha sido mais resistente ao fluoreto do que
por células em suspensao intactas, a maior inibicdo ocorreu por niveis de

fluoreto presentes na placa bacteriana.
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Da mesma forma que o fluoreto, os acidos organicos fracos podem
inibir enzimas pela acidificacdo do citoplasma celular por serem, também,
carreadores de protons pela membrana em ambientes com pH acido, como
relatado por Belli, Buckley & Marquis (1995).

Mesmo sabendo-se que indometacina e caprato ndao s&o inibidores
diretos da enzima urease, observou-se que estes acidos foram efetivos na
inibicdo da atividade ureolitica de células intactas das trés bactérias testadas.
Porém, sabe-se que alguns acidos organicos fracos podem inibir enzimas
diretamente, mas somente em concentragbes muito altas (STRATFORD &
ANSLOW, 1998), que nao foram utilizadas na presente pesquisa.

No presente estudo, os acidos organicos fracos indometacina e
caprato foram utilizados para se diferenciar os efeitos diretos do fluoreto
ligando-se no sitio ativo da urease associado ao niquel dos seus efeitos
indiretos de acidificagao do citoplasma celular em bactérias urease-positivas.

Indometacina foi tdo potente quanto fluoreto na inibicdo da produgao
de aménia por células intactas em suspensao de S. epidermidis em pH 4,0,
assim como observado anteriormente por Belli, Buckley & Marquis (1995) e
por Marquis (1995) na inibicao da glicélise por S. mutans.

Os biofilmes de S. epidermidis em pH 4,0 foram mais resistentes aos
dois acidos organicos fracos do que as células em suspensao intactas, e isso
pode ser explicado pela ja conhecida resisténcia dos biofilmes a acidificacao
do ambiente.

Assim, a acidificagao do citoplasma é importante para a inibicdo da
produgdo de amoénia por células intactas, mesmo aquelas organizadas em

biofilmes. Porém, foram necessarias concentracbées um pouco maiores de
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acidos organicos fracos que de fluoreto para se conseguir efeitos
significativos.

Dessa forma, parece que a inibicdo da atividade da urease de células
intactas de S. epidermidis e A. naeslundii pelo fluoreto envolve tanto efeitos
indiretos causados pelo prejuizo ao ApH da membrana celular bacteriana,
assim como inibigao direta por ligagéo do fluoreto a enzima urease. Por outro
lado, a inibicdo por fluoreto da uredlise em S. salivarius parece ser mais
devido a ligagdo do fluoreto a enzima urease do que por acidificagdo do
citoplasma.

Ainda, a inibicdo por fluoreto da produgao de amobnia por biofilme
dental humano, assim como por S. salivarius, parece ser devido basicamente
a inibicdo direta envolvendo ligagao ao sitio ativo da enzima urease ao invés
de inibigao indireta associada a acidificagao do citoplasma celular.

Conclui-se, portanto, que tanto efeitos diretos ou indiretos do fluoreto
sdo importantes na inibicdo da producdo de amébnia em células intactas e
biofimes e esses efeitos sdo mais complexos que aqueles de acidos
organicos fracos. Observou-se também que niveis de fluoreto no biofilme
dental (0,1 a 0,5 mM) parecem ser altamente inibitérios para a urease no pH
do biofilme cariogénico que € ao redor de 4,0.

A exposicdo humana aos acidos fracos, especialmente benzoato e
sorbato nos alimentos, que aumentou bastante nos ultimos anos, pode ter
efeito na atividade ureolitica de bactérias orais em humanos. Para doencas
orais como a carie, a inibicdo da uredlise ndo seria desejavel, mas para
outras doengas em que o ion amdbnia age como agente inflamatdrio, a

inibicdo seria benéfica.
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2. ARGINOLISE:

O SAD bacteriano parece ser ativo na placa dental, como previamente
relatado por Burne & Marquis (2000) e funciona em ambientes com pH
menores que o minimo para glicolise e crescimento bacteriano (MARQUIS,
CASIANO-COLON & BURNE, 1992).

Naturalmente, as bactérias expostas da placa oral e que séo pouco
tolerantes ao pH acido, desenvolvem uma adaptacéao fenotipica e protecao a
acao prejudicial acida, que é aumentada pela argindlise promovida pelo SAD
(CURRAN, LIEOU & MARQUIS, 1995). Isso pode permitir que bactérias nao
tdo cariogénicas e acido-tolerantes sobrevivam na presenca dos acidos
sintetizados pelas bactérias acido-resistentes, alterando o padrédo de
colonizacéo e, provavelmente, a cariogenicidade da placa dental.

A atividade do SAD nos biofilmes intactos de S. sanguis e S. rattus foi
significativamente menor do que nas suspensdes, possivelmente por
limitagdo de difusdo do substrato para o interior do biofilme. Isso pode ser
confirmado quando biofiimes homogeneizados ou dispersos de ambas as
bactérias apresentaram maior produgdo de ambnia em meios com pH
aumentado, sugerindo realmente que ha uma limitagdo de difusdo em
biofilmes intactos.

Por outro lado, em valores de pH mais acidos, a produ¢ado de amdnia
foi diminuida, muito provavelmente por sensibilidade das células ao acido,

proporcionada pela dispersdo dos biofilmes. As células do biofilme podem
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possivelmente ter sido danificadas quando processadas para dispersao, mas
estas apareceram escuras no microscopio de contraste de fase, sugerindo
que se houve dano celular, este nao foi significante. Dessa forma, observa-se
que argindlise por estes biofilmes ocorre na faixa de pH estudada e que a
producdo de amébnia, CO, e ATP pode ocorrer na placa bacteriana
cariogénica, desde que seja na auséncia de antimicrobianos.

Os resultados de estudos preliminares com biofilme dental humano
sugerem que os efeitos inibitérios estudados em estreptococos orais “in vitro”
podem também ocorrer “in situ” na cavidade oral.

A dispersado dos biofilmes de S. sanguis e de S. rattus fez com que
houvesse uma maior sensibilidade das células aos antimicrobianos,
indicando que a resisténcia das células do biofilme foi devido principalmente
ao estado do biofilme e ndo a resisténcia fisioldgica das células.

Antimicrobianos sdo usados extensivamente no controle de infeccdes
orais. Dentre os agentes mais comumente utilizados em produtos de higiene
oral estdo os acidos fracos, especialmente fluoreto, e outros compostos como
triclosan e zinco. Além disso, humanos geralmente ingerem acidos organicos
fracos utilizados como preservativos alimentares ou aqueles como
indometacina, usada como agente antiinflamatério.

Previamente, observou-se que zinco foi inibitério para a producao de
amoOnia através da arginina por S. rattus ou através da uréia por S. salivarius
e é um potente inibidor das enzimas arginina desaminase e urease (PHAN et
al., 2004). Butilparabeno, que também é utilizado como preservativo em

cosméticos e em alguns produtos de higiene oral, se mostrou (MA et al.,
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1999) um potente inibidor da argindlise por S. rattus e inibiu a captagao de
arginina e a enzima arginina desaminase.

As enzimas catabodlicas do SAD nao sdo muito sensiveis a acado do
fluoreto, exceto quando este se encontra em concentragbes muito altas
(BURNE, PARSONS & MARQUIS, 1991). Assim, o mecanismo mais aceito
para a inibicdo da argindlise pelo fluoreto € o rompimento de sistemas de
transporte da membrana celular que carreiam substratos para dentro da
célula. O fluoreto, por causar a acidificacdo do citoplasma, anula o ApH e,
consequentemente, o Auy+, que € a forga préton-motora da membrana e que
dirige o seu funcionamento eficiente. Se os sistemas de transporte estdo
ligados a membrana, qualquer dano a ela causado implicara, geralmente, em
dano a esses sistemas também.

Para os inibidores testados neste estudo, a membrana celular se
mostrou como o maior alvo para a inibigdo do SAD, enquanto que a enzima
citoplasmatica carbamato quinase foi o segundo maior alvo para a agao dos
agentes, como o triclosan e a indometacina.

O mecanismo maior de captacado de arginina para o SAD através da
membrana celular em estreptococos durante o catabolismo desse
aminoacido € via antiporter arginina/ornitina ou arcD, e é energizado pela
concentracdo do gradiente de arginina e ornitina através da membrana
celular (DRIESSEN, MOLENAAR & KONINGS, 1989; GRISWOLD et al,
2004) sem gasto de ATP (DRIESSESN, VERHOOGT & KONINGH, 1989). A
captagao de arginina pelo antiporter requer que a ornitina seja produzida no
citoplasma celular e que a concentragdo deste gradiente seja maior no

citoplasma que no meio externo celular.

127



O gene arcD para o antiporter de S. gordonii foi recentemente
identificado (DONG et al, 2002) e parece que um gene deste tipo de
“antiporter” esta presente também na maioria dos estreptococos SAD-
positivos e em organismos relacionados, como parte de um operon arc.

No entanto, estreptococos orais também possuam permeases ATP-
dependentes na membrana para a captagdao de arginina, que € um
aminoacido essencial para S. mutans, por exemplo (TERLECKYJ, WILLETT
& SHOCKMAN, 1975). Em seguida, Poolman et al. (1995) caracterizou bem
um sistema de transporte de oligopeptideo do tipo ABC em lactococos,
semelhante aos de estreptococos, que tém uma variedade de sistemas de
transporte para a captacdo de peptideos. Estes sistemas podem ser
energizados por ATP, porém eles, geralmente, requerem uma membrana
energizada e Auy+ para operar eficientemente.

Aproximadamente metade da captagéo total da arginina pelas células
de ambas as bactérias SAD-positivas foi insensivel aos inibidores durante a
exposicao inicial a esses agentes, enquanto a segunda parte da captagéao foi
altamente sensivel.

A captacgao inicial insensivel aos agentes pode ter envolvido troca
através do antiporter arginina/ornitina e pode ter havido também ligagédo
passiva de arginina catidnia. Presumivelmente, o componente inibidor-
sensivel da captagao depende de energizagdo da membrana por agéo da F-
ATPase e formacéo de Ap, a for¢ca préton-motora através da membrana e a
producao de ATP.

Inibidores do SAD de células intactas ndo inibiram duas enzimas do

sistema, arginina desaminase e ornitina carbamiltransferase, envolvidas na
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producao intracelular de ornitina. Assim, esses agentes inibidores do SAD de
células intactas provavelmente n&o inibiriam o antiporter inicialmente mesmo
se as células tivessem niveis bons citoplasmaticos de ornitina de catabolismo
prévio de arginina. Porém, se os niveis de ornitina fossem baixos na célula e
nova sintese fosse necessaria para a funcdo do antiporter, esses agentes
inibiriam a captacao de arginina por esse transportador.

A inibicdo de carbamato quinase em células intactas resultaria em
inibicao parcial da produgao de amoénia porque esta € produzida inicialmente
na reacado irreversivel catalisada pela enzima arginina desaminase.
Entretanto, o resultado da inibicdo de carbamato quinase indica um alvo
citoplasmatico para a inibicdo do SAD, mas oferece somente explicacao
parcial para as agdes de triclosan e indometacina em células intactas.

As acbes dos acidos fracos pareceram dependentes primeiramente
das suas propriedades de acido fraco. Qualquer outra acado desses acidos,
como por exemplo inibicdo de enzimas citoplasmaticas, poderia ser
aumentada pela maior captacdo das formas protonadas dos acidos fracos
para dentro das células em valores de pH baixos, préximos aos valores de
pKa dos agentes (MARQUIS, CLOCK, & MOTA-MEIRA, 2002).

A baixa atividade do fluoreto contra o SAD de ambas as bactérias esta
em contraste aos dados anteriores que mostram grande inibigao pelo fluoreto
da glicolise por estreptococos orais em pH 4,0 em suspensdes expostas aos
niveis micromolares desse agente (MARQUIS, 1990) e em biofilmes
(MARQUIS, dados nao publicados).

Surpreendentemente, fluoreto ndo se mostrou como potente inibidor

do SAD de células em suspenséao ou biofilmes, mesmo sabendo-se que este
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agente é altamente efetivo em dissipar o ApH da membrana e rapidamente
se difundir para dentro dos biofilmes por seu tamanho molecular pequeno
(MARQUIS, CLOCK, & MOTA-MEIRA, 2002).

No entanto, resultados de estudos prévios (BURNE, PARSONS, &
MARQUIS, 1991) indicaram que as enzimas dos SAD n&o s&o inibidas por
fluoreto, exceto quando expostas a concentragcdes extremamente altas, como
de 1,0 a 10 mM.

O fluoreto poderia ser um grande inibidor, mas n&o nos niveis
regularmente encontrados em biofilmes dentais. Certamente, fluoreto é
altamente eficaz na inibicdo da glicolise de células em suspensdo e em
biofilmes de forma pH-dependente (MARQUIS, 1995).

O resultado de que fluoreto foi mais efetivo na inibicao de producao de
aménia de biofilme dental humano do que de biofiime cultivado em
laboratério pode ser explicado por possivel acumulo de fluoreto residual no
biofilme dental, uma vez que os hospedeiros doadores do biofiime moram em
area com agua fluoretada e utilizam dentifricios com fluoreto.

Sabendo-se que os acidos organicos fracos diminuem o ApH através
da membrana celular (MARQUIS, CLOCK, & MOTA-MEIRA, 2002),
observou-se que o resultado encontrado de que esses acidos inibem a
captacdo de arginina de forma pH-dependente indica que o ApH da
membrana tem relagdo com a sensibilidade a inibicdo da captacdo de
arginina. Parece, entdo, que a captacao de arginina acima de um nivel basal
esta ligada ao ApH e ao Ap, na membrana celular, e este ApH associado a

captagao € que parece ser o alvo principal dos inibidores.
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Anteriormente, Rutherford, Ma & Marquis (1998) reportaram que
acidos fracos inibem a captacao de arginina e peptideos por estreptococos
orais.

Os acidos organicos fracos testados mostraram poténcia significativa
como inibidores do SAD de células em suspensao, mas foram menos efetivos
contra os biofilmes. A dependéncia ao pH na inibicdo do SAD pelos acidos
fracos indicou que a inibicao estava relacionada principalmente a agao acido-
fraca, embora houvesse alguma indicacdo de que pdde ter havido outras
acdes especificas particulares de cada acido testado. O resultado de que
laurato metil éster ndo foi inibitério sustenta a hipétese de que um grupo
carboxil ionizavel é necessario para as agdes inibitorias aqui descritas.

A indicacgao é clara de que a captacao de arginina em pH 4,0 foi inibida
pelos mesmos agentes que inibiram a produgdo de amédnia através da
arginina via SAD e que os acidos organicos fracos tém poténcia menor
quando o pH do meio é aumentado para 6,0.

As concentragdes inibitérias da producdo de amdnia por triclosan em
suspensodes e biofiimes de S. sanguis e S. rattus podem ser comparadas as
concentracbes desse agente na inibicdo da glicolise por células em
suspensao e biofilmes de S. mutans, com valores de Dlso de 0,06 mM/h e 0,1
mM/h, respectivamente (PHAN & MARQUIS, 2006). Esses valores sao
préximos a niveis bactericidas de triclosan para suspensdes de S. sanguis
com valores D (tempo para matar 90% da populagao inicial) de 13 min para
0,5 mM de triclosan ou 30 min para 0,05 mM de triclosan. Para biofilmes, os
valores D foram 45 min com 1,0 mM de triclosan e com 0,1 mM por uma hora

nao ocorreu morte celular (MARQUIS, dados néo publicados).

131



Este agente tem uma variedade de ac¢des inibitorias em estreptococos
orais (PHAN & MARQUIS, 2006), como inibigdo do sistema fosfotransferase
fosfoenolpiruvato:agucar (PTS) e das enzimas da glicélise no citoplasma
celular, principalmente piruvato quinase e desidrogenase latica.

O triclosan foi claramente inibitério do SAD no biofiime dental
supragengival humano, sugerindo que formulagcbes de produtos de higiene
oral contendo tanto triclosan com arginina ou peptideos de arginina nao
seriam mais efetivas na reducao da carie dental do que as formulacbes com
somente triclosan. A acgao inibitéria de triclosan nao foi muito afetada por
alteracdes do pH.

Neste estudo, triclosan se mostrou como grande inibidor de carbamato
quinase. Em estreptococos orais, triclosan nao inibe a enoil-ACP redutase
envolvida na sintese de acidos graxos ndo saturados, como o faz em
organismos como Escherichia coli ou P. aeruginosa, pois a enzima de
estreptococos tem resisténcia intrinseca ao triclosan.

Os biofilmes estudados apresentaram resisténcia aumentada ao
triclosan, comparados com células em suspensdo. Isso se deve
provavelmente a maior densidade de biomassa dos biofilmes. Essa mesma
resisténcia nos biofiimes com triclosan foi encontrada previamente na
glicélise por biofilmes de S. mutans (PHAN & MARQUIS, 2006).

Os inibidores do SAD poderiam ter agdes benéficas em termos de
saude oral se o objetivo fosse reduzir a formagao de calculo dental. Além
disso, pode ser de suma importancia na inibicado de sistemas semelhantes ao

SAD em bactérias envolvidas na patogenia da doenca periodontal.
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Inibicdo da sintese de citrulina pode também reduzir a produgao de
aminas biogénicas ou carcinogénicas derivadas do catabolismo desse
aminoacido. Ha também outros efeitos sistémicos patogénicos derivados do
SAD, especialmente a forma ativa nos peptideos com desaminacdo de
residuos arginil terminais, que poderiam ser inibidos pelos antimicrobianos
testados neste estudo.

Acidos organicos fracos (no biofilme dental acidificado), triclosan e
outros inibidores do SAD podem, entéo, ser agentes desejaveis para reduzir
a alcalinizagdo ao invés de aumenta-la. Este assunto claramente merece
mais investigacao para que se obtenha o papel completo de como o SAD de

bactérias orais podem ser controlados em suas agdes no hospedeiro.

3. PRODUGCAO DE ALCALIS E RELACAO COM DOENGAS ORAIS E
SISTEMICAS:

Como revisado inicialmente nesta tese, ha uma sdlida evidéncia que a
amonia produzida pelos microrganismos orais pode ser relevante em relagao
as doencgas bucais, tanto com efeitos benéficos quanto prejudiciais.

Os efeitos benéficos se relacionam, principalmente, a doenga carie,
em que a alcalinizagdo da placa dental € considera como condigcao
imprescindivel para a redugdo da cariogenicidade do biofilme bacteriano
(BURNE & MARQUIS, 2000; BURNE & CHEN, 2000). Acredita-se que a acao
€, nesse caso, principalmente a neutralizagdo dos acidos produzidos pelas
bactérias que estao realizando glicdlise (SHU et al., 2007). Entdo, sabendo-

se que o dano na doencga carie € devido a dissolugao acida do tecido mineral
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dentario, a neutralizacdo desse acido poderia reduzir a erosdo de esmalte e
dentina.

Por exemplo, pacientes com doenca renal
crbnica, possuem concentragdes de uréia na saliva de 5 a 25 vezes maior
que individuos saudaveis (PETERSON, WOODHEAD & CRALL, 1985),
determinando uma incidéncia de carie muito baixa, mesmo consumindo uma
dieta rica em carboidratos e tendo o fluxo salivar reduzido (LUCAS &
ROBERTS, 2005).

Da mesma forma demonstrou-se, recentemente, que a hidrdlise de
uréia, por exemplo, com resultante alcalinizacdo do meio, pode induzir
diretamente a deposi¢ao de fosfato de calcio no microcosmo do biofilme de
bactérias orais (WONG et al., 2002). Assim, a sintese desses alcalis pode
resultar também na maior tendéncia a formacdo de calculos sobre as
superficies dentarias de pacientes com doencga renal crénica, o que pdde ser
confrimado por estudos clinicos (GAVALDA et al., 1999; SOUZA et al., 2005).
Alguns estudos ainda descrevem uma maior tendéncia ao desenvolvimento
de gengivite e periodontite nesses pacientes (DAVIDOVICH et al., 2005 a;
DAVIDOVICH et al., 2005 b; NAUGLE et al., 1998).

Assim, os efeitos ndo desejados da formacéao de
calculos parecem ser simplesmente causados pela elevagao do pH do meio,
enquanto que nas outras doengas, gengivite e, possivelmente, periodontite,
os efeitos adversos da sintese de alcalis podem estar mais relacionados a
producao especifica de aménia (citotdxica em mucosas) do que somente a

elevacao do pH (BURNE & CHEN, 2000).

134



Ainda, Shu e colaboradores (2003) mostraram
que a producdo de amoénia através da uréia pode ser importante para se
manter a diversidade microbiana no biofilme, por ndo permitir que espécies
de bactérias acido-tolerantes dominem quantitativamente o biofilme rico em
carboidratos. Assim, o pH mais elevado do biofilmes permite a sobrevivéncia
de bactérias nao-cariogénicas acido-sensiveis e de bactérias
periodontopatogénicas, sendo estas ultimas nao desejaveis no biofilme oral.

Em outras partes do corpo, a uredlise pode ter
efeitos adversos como, por exemplo, a urease de H. pylori que é considerado
um fator de viruléncia para essa bactéria, pois permite que ela sobreviva ao
ambiente acido do estdbmago (BEREWILL & KIST, 2002) e esteja associada a
patologia da gastrite cronica e da ulcera duodenal, sendo um fator de risco
para o cancer de estdbmago.

Outro papel da uredlise é o favorecimento da
formagao de calculo renal por bactérias urease-positivas (du TOIT et al.,
1995), como os Gram-negativos Proteus mirabilis, algumas bactérias
entéricas e Ureaplasma spp., € também por bactérias Gram-positivas como
estafilococos e corinebactérias.

Observam-se também alguns efeitos benéficos
da producdo de amobnia através do SAD. van Wuyckhuyse et al. (1995)
encontraram que niveis de arginina e lisina ou peptideos contendo esses
aminoacidos na saliva das glandulas pardtidas de adultos sem incidéncia de
carie foram significativamente maiores do que os niveis desses aminoacidos

na saliva de adultos com histéria de carie dental. Ou seja, pode-se observar
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uma relagdo inversa entre concentracdo desses aminoacidos na saliva e
presenca de carie dental.

Isso pode estar relacionado ao favorecimento da
sobrevivéncia de espécies bacterianas pouco acido-resistentes e nao
cariogénicas no biofilme dental, evitando-se, assim, a prevaléncia de
espécies acido-resitentes e acidogénicas nesse biofiime (BURNE, 1998). Um
exemplo disso € S. sanguis, que através do SAD e produgcao de amonia,
permite sua manutencdo no biofiime dental e aumenta a competicdo e
diversidade desse meio com outras bactérias ndao SAD-positivas.

O SAD de bactéras acido-laticas é ativo em
valores de pH até menores que o minimo para a glicolise e para o
crescimento. Essa acido tolerancia permite que bactérias SAD-positivas
revertam a acidificagao letal do meiro através da argindlise quando este
aminoécido esta presente (CASIANO-COLON & MARQUIS, 1988).

A producado de amdnia através do SAD também
possui efeitos ndo desejaveis. Como relatado anteriormente, bacilos Gram-
positivos anaerdbios estritos assacaroliticos como E. nodatum possuem a
capacidade de catabolisar arginina através do SAD e produzir ambnia e
butirato no biofilme sungengival (UEMATSU & HOSHINO, 1992). Desse
modo, esses bacilos podem colaborar para a patogenicidade das doencas
periodontais humanas. Além disso, E. nodatum pode ter papel fundamental
no desenvolvimento e progressdo da doenga por estar presente
proeminentemente nas bolsas gengivais e por ser um membro do complexo

microbiano laranja (UEMATSU et al., 2003).
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Ainda, P. gingivalis, P. nigrescens, P. intermedia e F. nucleatum
fermentam residuos de aminoacidos arginina, lisina, aspartato ou glutamato
presentes em peptideos, produzindo amodnia, propionato e butirato
(GHARBIA & SHAH, 1991; TAKAHASHI & SATO, 2001; TAKAHASHI &
YAMADA, 2000). Esses produtos séo toxicos para os tecidos do hospedeiro e
podem interferir a resposta imunolégica, além da presenca da aménia
também favorecer o aumento do pH do biofiime e permitir a manutengao
dessas espécies periodontopatogénicas no meio subgengival.

P. aeruginosa possui também o SAD que catabolisa arginina quando
este € o unico catabdlito presente no meio e permite o seu crescimento em
anaerobiose (WINTELER et al., 1996). Isso pode ter implicagédo na patogenia
periodontal associada a essa bactéria, uma vez que P. aeruginosa foi isolada
em grande quantidade de biofilmes subgengivais de pacientes com
periodontite crébnica em comparagédo aos biofilmes de pacientes sadios (do
SOUTO, 2007). Essa bactéria também causa varias outras infecgoes
sistémicas, principalmente em pacientes imunocomprometidos.

Outras bactérias envolvidas em patogenias sistémicas e que possuem
o SAD, que pode ser um fator de viruléncia para essas bactérias, sao Bacillus
spp., micoplasmas e S. pyogenes. Esta ultima é uma bactéria do grupo A dos
estreptococos e € agente etiolégico da amidalite e pode apresentar como
sequelas da sua infecgao no hospedeiro a endocardite e a glomerulonefrite.

Dessa forma, o SAD que catabolisa arginina possui as mesmas
fungdes em S. pyogenes que em bactérias acido-laticas, como por exemplo a
protecao contra o acido pela produgdo de amoénia, a sintese de ATP e a

sintese de citrulina. Além disso, a atividade de arginina desaminase em S.
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pyogenes foi relacionada a inibigdo da proliferagao de linfécitos T humanos
(DEGNAN et al., 1998) e permite que essa bactéria sobreviva em ambientes

acidos como no interior dos fagolisossomos (DEGNAN et al., 2000).

4. PERSPECTIVAS FUTURAS:

Parece que a maior resisténcia dos biofiimes a acidificagdo e aos
efeitos das substancias ativas na membrana, em ambientes acidos, é de
grande auxilio em relagdo aos esforgcos que tém sido realizados para o
desenvolvimento de regimes anticarie, baseados no aumento da producao de
alcalis na placa dental pelo aumento de suprimento oral de arginina e uréia.

No entanto, € bastante evidente, pelos resultados apresentados aqui,
que os antimicrobianos testados podem ser os empecilhos para o sucesso
desses esforgos.

Esses resultados adquirem uma grande importancia quando se
relacionam a presenca quase constante de fluoreto na placa dental e as
bactérias urease-positivas ai presentes. Acredita-se, pois, que 0 sistema
uredlise, sendo inibido pelo fluoreto quando o pH oral é criticamente acido
(como 4,0), gere um maior risco de desenvolvimento de carie € ndo uma
protecao contra a desmineralizacdo dentaria que poderia ser conferida pelos
alcalis provenientes da uredlise.

A argindlise pelos biofilmes, a partir da arginina livre como substrato,
parece ser menos sensivel a agcdo dos agentes. Porém, na boca, os

peptideos contendo arginina sdo a maior fonte de substrato para o SAD e a
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captagcdo desses peptideos parece ser altamente sensivel a agao dos
agentes, porque esta requisita a manutengcédo do Apn+ através da membrana
celular para funcionar efetivamente. Este potencial da membrana é reduzido
pelos agentes, prejudicando, entdo, a captacdo desses peptideos.
Claramente, trabalhos futuros devem enfatizar os estudos de captacido de
peptideos por bactérias SAD-positivas e os efeitos da acidificacdo do
ambiente e dos agentes ativos de membrana.

Os efeitos do fluoreto na sintese de alcalis, assim como das outras
substancias ativas na membrana plasmatica celular, mostraram que o
conceito atual de sistemas de produgao de amoénia, no ambiente oral, como
protecao contra a carie dental principalmente, deve ser reinterpretado, uma
vez que eles, no geral, inibiram a atividade desses sistemas.

Além disso, a inibicdo da producdo de alcalis orais poderia exercer
forte influéncia na prevengcao de formacado de calculos e até de doencas
periodontais. Porém, essa hipotese precisa ser avaliada clinicamente, uma
vez que o papel da amdbnia nas periodontopatias ainda ndo esta bem
esclarecido.

O esclarecimento completo de como, onde e em que proporgao agem
os antimicrobianos, principalmente o fluoreto, sobre a produgao de acidos e
alcalis no biofilme bacteriano oral tem uma enorme importdncia no
desenvolvimento de bases soélidas para estudos posteriores clinicos que
objetivem a determinacdo de agentes de higiene oral mais eficazes na
prevencado e controle de doencgas orais, com énfase na carie dental e nas

doencas periodontais.
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Além disso, sabendo-se que tanto a urease quanto o SAD estao
presentes como fatores de viruléncia em bactérias colonizadoras de outras
regides do corpo humano e que sdo possiveis agentes etiopatogénicos de
doencas sistémicas, e se sabendo também que esses sistemas produtores
de alcalis sdo inibidos pelos antimicrobianos estudados nesta pesquisa,
pensa-se que estes antimicrobianos poderiam ser utilizados como
ferramentas uteis no tratamento dessas doencas como coadjuvantes ou
substituindo os antibidticos, que s&o os antimicrobianos normalmente
utilizados contra essas bactérias e que podem ser menos eficazes quando
bactérias resistentes estdo presentes. Obviamente, muitos estudos
laboratoriais e clinicos sdo ainda necessarios para a completa elucidagao

desta hipotese.

140



CONCLUSOES

De modo geral, todos os antimicrobianos testados inibiram em pelo
menos algum grau a produgao de amoénia pelas bactérias, em suspensdes ou
em biofilmes, e pelo biofilme dental humano, agindo através de diferentes
mecanismos de ag¢ao. Dessa forma, conclui-se especificamente que:

1. Todas as bactérias testadas em suspensdo ou biofilme possuem
capacidade de produzir ambnia através da uréia ou arginina em diferentes
niveis e na faixa de pH de 4,0 a 6,0;

2. O biofilme dental supragengival humano, na faixa de pH de 4,0 a 6,0
e com suprimento de uréia ou arginina, pode produzir amoénia, comprovando
gue a sintese de alcalis pode ocorrer realmente na boca;

3. Fluoreto de sodio, indometacina e caprato inibem a sintese de
amonia por S. epidermidis, S. salivarius e A. naeslundii em suspensdes e em
suspensoes;

4. Fluoreto € mais potente que indometacina e caprato na inibigao da
ureodlise e todos eles tém acao pH-dependente, ou seja, quanto menor € o

pH, maior € a inibigao;
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5. Fluoreto de sédio, indometacina e caprato também inibem a sintese
de amobnia via ureodlise por biofilme dental supragengival humano com
poténcia também pH-dependente e com fluoreto como o mais potente;

6. O fluoreto inibe diretamente a enzima urease por ligagdo no seu
sitio ativo e indiretamente por acidificagdo do citoplasma celular, enquanto
gue indometacina e caprato inibem a urease apenas indiretamente;

7. Fluoreto de sodio, triclosan, indometacina, caprato e laurato inibem
a sintese de ambnia por S. sanguis e S. rattus em suspensdes e em
biofilmes, sendo estes mais resistentes a inibicdo que as suspensbdes e de
forma pH-dependente, com triclosan e indometacina como os agentes mais
potentes;

8. Fluoreto de sdédio, triclosan, indometacina, caprato e laurato também
inibem a producdo de amoénia por biofilme dental supragengival humano via
argindlise de forma pH-dependente e tendo o triclosan e a indometacina
como 0s agentes mais potentes;

9. Em comparacgao a ureolise, fluoreto se apresenta como um inibidor
fraco da argindlise em S. sanguis, S. rattus e em biofilme humano;

10. Das trés enzimas do SAD, apenas carbamato quinase é inibida
diretamente por algum dos agentes testados. Séo eles triclosan e
indometacina;

11. Fluoreto n&o se apresenta como um potente inibidor da captagao
de arginina pelas bactérias SAD-positivas, sendo triclosan e indometacina os

agentes mais inibidores;
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12. O provavel mecanismo de acdo dos outros acidos organicos
fracos, caprato e laurato, além de indometacina, é a acidificagdo do
citoplasma celular, inibindo indiretamente as enzimas do SAD;

13. Laurato metil éster, ao contrario dos outros antimicrobianos,
estimulou a argindlise de suspensodes e de biofiimes de S. sanguis e S. rattus

em pH 4,0, através de mecanismo de agao ndo conhecido.
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Abstract

The arginine deiminase system (ADS) is a major ammonia producer in dental
plaque. Our objective was to determine the sensitivity of the ADS to the
commonly used antimicrobials, fluoride, triclosan and organic weak acids.
Streptococcus sanguis NCTC 10904 and S. rattus FA-1 were grown in
suspension cultures and fed-batch, mono-organism biofilms. ADS activity was
assessed at pH values of 4, 5 and 6, and the actions of the agents determined
in terms of reduced production of ammonia from arginine, inhibition of ADS
enzymes in cell extracts and changes in uptake of labeled arginine. ADS
activity was not greatly affected by pH changes between 4 and 6 and was
greater per unit of biomass for cell suspensions than biofilms. NaF was only a
poor inhibitor of the ADS, while triclosan was highly effective with 1Dsg values
for the two organisms in the range of 0.03 to 0.05 and 0.10 to 0.15 mM-h for
suspension cells and biofilms, respectively. The weak acid indomethacin was
nearly as potent at pH 4.0 as triclosan, while capric and lauric acids were
somewhat less potent, especially for biofilms. The methyl-ester of lauric acid
was somewhat stimulatory. Potency of triclosan was not much affected by pH
change, while potencies of the organic weak acids were greater at lower pH

values. The major targets for the inhibitors appeared to be transport systems
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for arginine uptake, although carbamate kinase was a secondary target. The
conclusion is that triclosan, indomethacin, caprate and laurate can limit ADS

activity in dental plaque.

Introduction

The ability of oral biofilms to produce alkali in the challenging environment of
the mouth is thought to be important for neutralizing acids produced during
sugar catabolism and for preventing the emergence of a highly cariogenic
microbiota (5). Thus, alkali production may act to prevent caries directly and
also through long-term effects on the microbial ecology of dental plaque. On
the other hand, alkali production may also have adverse effects on the host by
enhancing calculus formation or by allowing growth of pathogens for gingivitis
and periodontal. Thus, there may be value in developing inhibitory agents that

allow for control of alkali production depending on circumstances.

The major microbial systems in the mouth for alkali production through
ammonia production are the arginine deiminase system (ADS) and urease.
The agmatine deiminase system of S. mutans is also active but seems to
function primarily for detoxifying a growth-inhibitory factor, agmatine (17). In
addition, the results of recent studies (33) have shown that many oral, lactic-
acid bacteria have the capacity to carry out malolactic fermentation, which
results in net production of alkali through decarboxylation of L-malate, a

common component of the human diet.
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We previously studied the effects of fluoride and organic weak acids on
urease activities of the oral bacteria Actinomyces naeslundii and
Streptococcus salivarius, as well as Staphylococcus epidermidis (1). Fluoride
was found to be a highly effective inhibitor with two actions - as a direct
inhibitor of urease enzyme and also as a transmembrane proton conductor to
diminish ApH across the cell membrane with resultant inhibitory effects on
urease due to cytoplasmic acidification. In the work described here, we extend
this study to investigations of inhibition of ammonia production by the ADS of
Streptococcus sanguis and Streptococcus rattus. The three-enzyme, ADS
pathway initially converts arginine to citrulline and ammonia catalyzed by
arginine deiminase (AD). The citrulline thus generated is acted on by a
catabolic ornithine carbamyltransferase (cOTC) in the presence of inorganic
phosphate to produce ornithine and carbamylphosphate. Carbamate kinase
(CK) then catalyzes cleavage of carbamylphosphate to ammonia and CO,,
with donation of the phosphate to ADP to produce ATP (5). The three
enzymes are encoded, respectively, by arcA, arcB and arcC (7, 18) and are
not inhibited directly by fluoride except at extremely high concentrations (8).
Arginine can enter oral streptococcal cells through an arginine-ornithine
antiporter (30). Ornithine, the end product of the system is the substrate for
the antiporter, which catalyses arginine-ornithine exchange in a 1-to-1 ratio.
The major driving forces for arginine uptake appear to be the ornithine and

arginine concentration gradients formed during arginine catabolism (14).
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NH; produced in the cytoplasm by the ADS reacts with a proton to form NH,",
which effectively neutralizes the proton and raises the pH of the cytoplasm.
Decarboxylation also results in alkalinization because a carboxyl group with a
net negative charge and a pK, value of 1.82 is converted to CO,, which may
react with water to form carbonic acid but may also diffuse away into the
atmosphere in an open system. Alkalinization of the cytoplasm would act to
increase A pH across the cell membrane, and the resultant influx of protons
through the F-ATPase of cells in acidified environments could result in ATP
synthesis, as recently shown (32). In addition, the carbamate-kinase reaction
results in substrate-level synthesis of ATP, which can then be used to extrude

protons from the cell.

The ADS has been identified in a wide variety of bacteria, both eubacteria and
archaebacteria, including Pseudomonas aeruginosa, Streptoccocus
pyogenes, Bacillus spp., mycoplasmas, halobacteria, lactic-acid bacteria and
oral bacteria (11). The prominent, ADS-positive, oral bacteria are
Streptococcus sanguis  (sanguinis), Streptococcus rattus, Streptoccocus
gordonii, Streptococcus parasanguis, Streptococcus anginosus, as well as
some lactobacilli and spirochetes. Also, organisms, such as Porphyromonas
gingivalis, involved in periodontal diseases produce an arginine deiminase
enzyme that catalyzes deimination of the guanidino group of carboxyl terminal
arginine residues of intact peptides or proteins (25). In addition, Uematsu et
al. (35) recently showed that some asaccharolytic anaerobic Gram-positive
rods, specifically Eubacterium minutum and E. nodatum, involved in the

pathology of periodontal diseases, are ADS-positive and that ornithine
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produced by the ADS can be a substrate for butanol production, which may
then induce tissue inflammation. Mutations affecting the arginine deiminase
system of S. gordonii were found to be linked to penicillin tolerance (9),
although the link is actually through CcpA, the carbon catabolite determinant
(3). For S. gordonii, an Fnr-like protein (Flp) is required for optimal expression

of the ADS operon and for anaerobic induction (13).

ADS-positive bacteria in the mouth can utilize free arginine in the host diet or
that secreted in saliva at concentrations averaging about 50uM. In addition
argininyl residues in salivary peptides and proteins can be released through
the actions of bacterial or host peptidases and proteases. van Wuyckhuyse et
al. (36) found that levels of arginine and lysine or peptides containing these
amino acids in parotid saliva of caries-resistant adults were significantly
higher than those of adults with a history of dental caries. In other words,
there appeared to be an inverse correlation between levels of these basic
amino acids in parotid saliva and caries. Rogers et al. (31) have defined the
factors important for peptide catabolism by oral streptococci and the potential

for release of arginine from peptides.

The ADS also plays a role in the acid resistance of oral lactic-acid bacteria
(10). The presence of this system, especially in less acid-resistant, oral
streptococci, appears to enhance survival in highly acidified plaque containing
aciduric, acidogenic, cariogenic bacteria (4). The ADS in lactic-acid bacteria is
active at lower pH values than the minimum for glycolysis, and well below the

minimum for growth. This acid tolerance allows ADS-positive organisms to

188



reverse lethal acidification through arginolysis, when arginine is present, and
acid tolerance of the ADS was related, at least in part, to acid tolerance of

individual enzymes of the system (10).

The ADS in bacteria, including oral streptococci, is very highly regulated (12,
16). It is induced by arginine and is subject to carbon catabolite repression by
glucose. Also, the level to which this system can be induced reflects its
importance. The activity of the system can be increased by arginine addition
to some 1,467-fold in S. sanguis, 48-fold in S. rattus and over 300-fold in S.

gordonii, compared with uninduced/repressed cells

In this study, we consider effects of antimicrobial agents used in oral care
products on activity of the system in two ADS-positive oral streptococci, S.
sanguis and S. rattus. These agents could potentially have important actions
in vivo on alkali production from arginine and may be useful for controlling
alkali production in the mouth. S. sanguis was chosen because it is one of the
most common ADS-positive streptococci in the human mouth, and S. rattus
was chosen because of its acid tolerance, its high capacity to catabolize
arginine via the ADS and because it has been associated with dental caries in
humans in some parts of the world. Biofiims as well as cells in suspensions
were used for the study because the biofilm state of plaque may affect ADS

activity and also modify the potencies of oral antimicrobials.
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Materials and Methods

Bacteria. Streptococcus sanguis (sanguinis) NCTC 10904 and Streptococcus
rattus FA-1 are maintained routinely in our laboratory by weekly culture on
tryptic-soy agar plates (Difco Laboratories, Detroit, Ml) and stored as stock

suspensions at -70°C in 50% (v/v) aqueous glycerol solution.

Suspension Cells and Cell Extracts. The bacteria were grown in
suspension cultures in TY medium containing 3% (w/v) tryptone
(Difco) and 0.5% (w/V) yeast extract (Difco) supplemented with 1%
arginine (w/v) and 0.1% glucose (w/v). They were harvested during
the late exponential phase of growth by means of centrifugation in
the cold for 15 min at 6,362 x g. The harvested cells were used
intact for assays of titratable base production from arginine and
substrate uptake, or for preparation of cells extracts used in
assays of ADS enzymes. Cell extracts were obtained as described
previously (1), by disrupting cells in a Mini-BeadBeater-8
homogenizer (BioSpec Products, Inc., Bartlesville, OK). Cells for
preparation of extracts were harvested from cultures by
centrifugation at 4°C were washed with and resuspended in 50 mM
KCl and 1 mM MgCl, (salt solution), The cells were sonicated for

15 two-minute cycles and put in ice for 2 min during intervals.
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Phase-contrast microscopy was used to check that disruption of
cells was complete. The extracts were separated from debris by

centrifugation of 10 min at 16,110 X g in a micrcentrifuge.

Biofilms. Biofilms were grown on standard glass microscope slides in fed-
batch cultures as described by Phan et al. (28) and Nguyen et al. (26). The
biofims were formed in multislide culture boxes containing TY medium
supplemented with 1% (w/v) sucrose and harvested after 5 days of growth.
The day before the biofilms were used, they were transferred to TY medium
supplemented with 1% arginine (w/v) and 0.1% glucose (w/v) to allow for

induction/derepression of the ADS.

Biofilms were dispersed to produce cell suspensions, as described by Burne
and Marquis (6). Mature, intact biofilms were washed by immersion in
standard salt solution (50 mM KCI plus 1 mM MgCl,) and the biofilm mass
was then scraped from the slides with a sterile spatula into the same solution.
The biofilms were homogenized using a IKA Labortechnik T25 basic
homogenizer (Janke & Kunkel GmbH and Co., Staufen, Germany) for 5
seconds and then sonicated using a Branson Sonifier Cell Disruptor 200
(Branson Sonic Power, Danbury, CT) for 20 s on ice. The suspensions were
observed with phase-contrast microscopy to check for disruption and
separation of individual cells. There was no indication of damage to individual

cells evidenced by changes in phase darkness.
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Dental plaque. Supragingival plaque was collected from all available tooth
surfaces in the mouths of two volunteers (authors) as described previously
(1). The subjects did not brush their teeth after beakfast on the collection
morning, and collection was undertaken some three hours after breakfast.
Harvested plaque was pooled into standard salt solution to give sufficient
material for multiple samples in a single experiment and was vortexed to

break up clumps.

Measurement of titratable base production. ADS activity was determined
by measurement of base production by cells in response to added of excess
(47mM) arginine. For assays with intact cells, centrifuged pellets were washed
and resuspended in salt solution to yield a suspension with a cell density of 3
mg of cells dry weight/ml. For biofilm assays, each slide with intact biofilm was
washed rapidly by immersion in salt solution and then kept moist until use for
assay. Base production by dispersed biofilms was assayed in the same way
as cell suspensions. For dental plaque samples, freshly harvested plaque was
dispersed by vortexing in salt solution to yield suspensions with 0.3 mg plaque

dry weight per ml.

Production of titratable base was determined by maintaining the suspensions
or biofilms at near constant pH values (measured with a pH meter and glass
electrode) of 4.0, 5.0 and 6.0 by addition of measured volumes of 0.1, 0.5, 1.0
or 5.0 M HCI. The titratable base was then considered to be equal to the

equivalent amounts of HCI| added to maintain constant pH.
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Prior to the addition of arginine, test suspensions or biofilms were incubated
for 5 min with the agents to be tested (sodium fluoride, triclosan,
indomethacin, capric acid, lauric acid and lauric acid methyl ester) at the
desired concentrations. Control suspensions or biofilms, except for those
exposed to fluoride, contained 1% (v/v) ethanol because stock solutions of the
other test agents had to be prepared with ethanol. This level of ethanol is not

inhibitory for the ADS.

Cell and biofilm dry weights were assessed following procedures described by

Belli and Marquis (2).

Arginine uptake assay. Uptake of uniformly labeled ['*C]arginine
(Amersham, Piscataway, NJ) was assessed by means of a standard
procedure that involves centrifugation of samples taken from suspensions
through silicon oil in a microcentrifuge, as described initially by Hurwitz et al.
(19). Thus, cells were separated rapidly form their suspending medium by
passage through the silicon oil, which is not miscible with the extracellular,
suspending fluid. Pellets were then resuspended in Ecoscint A fluid (National

Diagnostics, Atlanta, GA) for B-counting.

For the uptake assays, pellets of intact suspension cells were washed in salt
solution and then resuspended in 50 mM sodium citrate buffer pH 4, 5 or 6 to
yield a concentration of 3 mg of cell dry weigh/ml. Uptake assays were carried
out with an initial arginine concentration of 47 mM so that the uptake systems

were substrate saturated.
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Enzyme assays. AD and OTC activities were assessed in terms of ammonia
production from arginine or carbamyl arsenate, respectively. For AD assay,
the reaction involves catabolism of arginine to yield citrulline and ammonia.
Cell extracts were suspended in 50 mM Tris-maleate buffer pH 6.0 (30% v/v)
and 47 mM arginine was added as substrate. The assay was carried out at
37°C, and samples were taken at intervals. The reaction was stopped by
addition of 10% trichloroacetic acid (TCA). Ammonia production was
measured with the Roche/R-Biopharm Ammonia Kit (Darmstadt, Germany)
based on reductive amination of 2-ketoglutarate to glutamate catalyzed by
glutamate dehydrogenase in the presence of NADPH. The decrease in
absorbance of light associated with the oxidation of NADPH was measured at
340 nm.

For OTC assay, ammonia produced by cell extracts was again measured with
the Roche/R-Biopharm Ammonia Kit. The method involves reaction of
citrulline plus arsenate, an analog of inorganic phosphate, in the presence of
ornithine carbamyltransferase to yield ornithine and carbamylarsenate. The
carbamylarsenate then degrades spontaneously to arsenate, CO, and
ammonia, as described by Ferro et al. (16). Cell extracts were suspended in
0.5 M sodium arsenate buffer pH 7.0 (5% v/v), and 0.1 M citrulline was added
as substrate. The assay was carried out at 37°C and the reaction was

stopped by addition of 10% TCA to the samples.

CK activity was assessed in terms of ATP production as described by Koo et

al. (20). The ATP formed was measured using the Enliten®
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rLuciferase/Luciferin Reagent (Promega Corporation, Madison, WI). Cell
extracts were suspended in 70 mM sodium citrate buffer pH 6.0 in a reaction
mixture containing 40 mM ADP, 40 mM MgCl;, and 60 mM
carbamylphosphate as substrate. The assay was carried out at 37°C and the
reaction was stopped by adding samples to boiling buffer (20 mM Tris-HCI pH
7.75 containing 2 mM EDTA) for 1.5 min. Then, the buffered samples were
chilled immediately in ice for at least 20 min before measuring the ATP

formed.

Protein assays were performed as described by Lowry et al. (21).

Results

Effects of acidification on the ADS of suspension cells and biofilms.
Arginine deiminase activity of intact cells of S. sanguis NCTC 10904 and S.
rattus FA-1 was affected only moderately by acidification in a range normal for
dental plaque from pH 4 to 6 (Table 1). ADS activity of S. rattus was greater
than that of S. sanguis cells, even at pH 5.0, the optimal pH for ammonia
production by S. sanguis in our experiments. ADS activity of both organisms
was significantly lower in biofilms than in cell suspensions, possibly because
of diffusion limitations of biofilms. However, dispersal of the biofilms with
homogenization and sonication (6) enhanced arginolysis at higher pH values,

a result suggestive of diffusion limitation, but not at lower pH values, a result
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suggestive of increased acid sensitization due to dispersal. The biofilm cells
could possibily have been damaged in processing, but the dispersed cells did
appear phase-dark when viewed with a phase microscope, so any damage
that may have occurred was not gross damage. Overall, the data do indicate
that arginolysis by biofilms occurs over the pH range studied, and that
production of ammonia, CO, and ATP from arginolysis should occur in

cariogenic plaque biofilms, at least in the absence of antimicrobials.

Effects of anti-plague/anti-caries agents on the ADS. Antimicrobials are
used extensively to control oral diseases. Among the agents most commonly
in oral care products are weak acids, especially fluoride, and triclosan or zinc.
Also, humans regularly ingest organic weak acids used as food preservatives
or those such as indomethacin, used as anti-inflammatory agents. Previously,
we found that zinc is inhibitory for ammonia production from arginine by S.
rattus or from urea by S. salivarius and is a potent inhibitor of the enzymes
arginine deiminase and urease (29). Butyl paraben, often used as a
preservative in cosmetics and some oral care products, also was found (22) to
be a potent inhibitor of arginolysis by S. rattus and was inhibitory for arginine
uptake as well as for the arginine deiminase enzyme. The data presented in
Fig. 1 show that triclosan also was an effective inhibitor of ammonia
production from arginine at pH 4.0 by induced/derepressed, suspension cells
of S. sanguis (Fig. 1A) or S. rattus (Fig. 1D) or for biofilms of the organisms
(Fig. 1B, 1E) or dispersed biofilms (Fig. 1C, 1F). Control values for the
individual agents varied because separate cultures had to be used for each

testing of each agent because of the amount of analytical work for each
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testing. However, it seemed better here to present the primary data rather
than data for ammonia production in terms of % of control activity. Triclosan
was about six times more effective at pH 4.0 against S. sanguis cells in
suspensions than against intact biofilms (Fig. 1A, 1B) with estimated IDs
(50% inhibitory dose) values of ca. 0.05 mM-h and 0.30 mM-h, respectively
with exposure to the agent for 1.5 h for suspensions and 3.0 h for biofilms.
Dose here is defined as mM concentration multiplied by time of exposure in
hours. Dispersal of the biofilms led to greater sensitivity to the agents (Fig.
1C, 1F) indicating that the resistance of biofilm cells was due mainly to the
biofilms state and not to physiological resistance of the cells. Similar IDsg
values were estimated for triclosan inhibition of the ADS of S. rattus (Fig. 1D,
1E, 1F). These values for triclosan inhibition of the ADS can be compared to
IDso values of 0.06 mM-h and 0.10 mM-h for inhibition of glycolysis by cells in
suspensions and biofilms, respectively (data not shown). They are close to
bactericidal levels of triclosan for S. sanguis in suspensions with D values
(time to kill 90% of the initial population) of 13 min for 0.5 mM triclosan or 30
min for 0.05 mM triclosan. For biofilms, D values were 45 min with 1.0 mM,
and no Killing occurred during an hour exposure to 0.1 mM triclosan (data not

shown).

The organic weak acid indomethacin was only slightly less effective than
triclosan as an inhibitor of arginolysis at pH 4.0 with IDs, values of ca. 0.08
and 0.60 mM-h against suspension cells and biofilms, respectively, for both
the organisms. Again, the increased resistance of the biofilms compared with

suspension cells was reduced when the films were dispersed. Capric and
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lauric acids were less effective, especially against biofilms, with 1Dsy values of
ca. 0.23 mM-h for both acids against suspension cells of S. sanguis and 0.11
mM-h against S. rattus. IDsy values were somewhat greater than 3.0 mM-h
against biofilms of either organism for caprate or laurate. The methyl ester of
lauric acid was not inhibitory, and in fact, was actually stimulatory for the ADS
at pH 4.0 for suspensions or biofilms of S. sanguis. The inorganic weak acid
fluoride had relatively low potency for inhibiting the ADS of intact suspension
cells (IDsp = ca. 0.8 mM-h) of either organism, especially in relation to plaque
concentrations of the agent of ca. 0.1 to 0.5 mM (15, 37). Fluoride was much
less effective against biofilms (Fig. 1B, 1E). Again, dispersing the biofilms led
to increased sensitivity. This low activity of fluoride against the ADS is in
contrast to our findings with oral streptococci of major fluoride inhibition of
glycolysis at pH 4.0 for suspension cells exposed to micromolar levels of the

agent (23) and for biofilms (unpublished data).

Triclosan inhibition was relatively insensitive to changes in pH, and 1.5 mM-h
triclosan was more than 95% inhibitory for arginolysis by suspension cells of
either organism at pH values of 4, 5, or 6 (Table 2 and Fig. 1). In contrast, 1.5
mM-h indomethacin, for example, was not inhibitory at pH 6, but ca. 85%
inhibitory at pH 5 and 92% inhibitory at pH 4.0 for arginolysis by suspension
cells of S. rattus. A similar pattern of inhibition was found for S. sanguis and
also for capric capric against the two bacteria. Thus, the actions of the weak
acids appeared to be dependent primarily on their weak-acid properties. Any

increase in other actions of the acids, e. g., inhibition of cytoplasmic enzymes,
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would be affected by enhanced uptake of the protonated forms of the weak

acids into cells at lower pH values, close to pKj values (24).

Inhibition of ADS enzymes. The results of previous studies (8) indicated that
the enzymes of the ADS are not inhibited by fluoride except at extremely high
concentrations, higher than 1.0 to 10 mM. Data obtained in this study indicate
that the arginine deiminase enzyme in cell extracts of S. sanguis or S. rattus
was not affected by triclosan, indomethacin, capric acid, lauric acid or the
methyl ester of lauric acid at 1.0 mM levels (data not shown). In addition, the
inhibitors were without significant effect on ornithine carbamyl transferase in
cell extracts of either bacterium (data not shown). However, as shown by the
data in Fig. 2 carbamate kinase in cell extracts of S. sanguis was inhibited by
triclosan and indomethacin. Triclosan was the more potent with an ID5q value
of about 0.6 mM-h. Similar data were obtained for S. rattus with an estimated
IDso of ca. 0.3 mM-h (data not shown). Indomethacin was less potent with an
IDsp value somewhat greater than 1.5 mM-h, while capric acid and lauric acid
were not effective inhibitors of the enzyme, at least not at a dose of 1.5 mM-h.
The methyl ester of lauric acid was somewhat stimulatory. Inhibition of
carbamate kinase in intact cells would result in only partial inhibition of NH3;
production because ammonia is produced initially in the irreversible reaction
catalyzed by arginine deiminase. However, the enzyme inhibition data for
carbamate kinase do indicate a cytoplasmic target for ADS inhibition but offer
only a partial explanation at best for the actions of triclosan and indomethacin

on intact cells.
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Other possible targets for the agents are the systems for uptake of arginine. A
major ADS mode for arginine uptake is via the arginine/ornithine antiporter or
ArcD (14, 18), although oral streptococci also have energy-coupled
permeases for uptake of arginine, which is an essential amino acid for mutans
streptococci (34). The sample data for S. rattus presented in Fig. 3 show that
arginine uptake was highly sensitive to inhibition at pH 4.0 by triclosan and
lauric or capric acids, but not by fluoride or the methyl ester of lauric acid. The
pattern of inhibition of intact suspension cells at pH 4.0 was characterized by
an initial rapid uptake of arginine from the saturating 47 mM solution
containing uniformly labeled ["C] L-arginine. Then subsequent uptake was
stopped almost completely by triclosan, capric acid or lauric acid, at a level of
0.2 or 1.0 mM, but not by fluoride or the methyl ester of lauric acid.
Indomethacin had approximately the same potency as triclosan (data not
shown). The initial uptake insensitive to the agents may have involved
exchange through the arginine/ornithine antiporter, and there may also have
been passive binding of cationic arginine. Presumable, the inhibitor-sensitive
component of uptake depends on membrane energization by action of the F-
ATPase and development of Ap, the transmembrane proton motive force and

production of ATP.

For suspension cells at a higher pH value of 6.0 in the same type of
experiment (Fig. 4), triclosan remained highly potent as an inhibitor, while
capric acid was no longer effective. Lauric acid retained some potency but
only at the 1.0 mM level. Fluoride (data not shown) and the methyl ester of

lauric acid remained without effect. Similar data were obtained for S. sanguis
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(data not shown). The indication is clear that arginine uptake at pH 4 above
the base level was inhibited by the same agents that inhibit ammonia
production from arginine via the ADS and that the organic weak acids had

diminished potency when the pH value was increased to 6.0.

Inhibition of ammonia production from arginine by dental plague of
humans. As shown by the data of Fig. 5, 1.0 mM added fluoride was nearly
50% inhibitory for arginolysis at pH 4.0 but essentially without effect at pH 6.0
and very marginally inhibitory at pH 5.0. Triclosan was inhibitory at all three
pH values but somewhat more at pH 4.0. The organic weak acids
indomethacin, caprate and laurate, like fluoride, were inhibitory in a pH-
dependent manner suggesting that the protonated forms of the acids were the
effective species for inhibition. Again, the methyl ester of lauric acid was,

especially at pH 4.0, somewhat stimulatory for arginolysis.

Discussion

For the inhibitors tested in this study, the cell membrane appears to be a
major site for inhibition of the arginine deiminase system with the cytoplasmic
enzyme carbamate kinase as a secondary site for triclosan and indomethacin.
Approximately half of total arginine uptake by cells of both organisms was
insensitive to the inhibitors during initial exposure, while the other part was
highly sensitive. A major, well-characterized uptake system for bringing
arginine across the cell membrane of streptococci during arginine catabolism

is the arginine/ornithine antiporter, which is energized by the concentration
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gradients across the membrane of arginine and ornithine (14). Antiport uptake
of arginine requires that ornithine be produced in the cytoplasm so that a
concentration gradient builds up with the cytoplasmic level higher than that in
the environment. Inhibitors of the ADS of intact cells were found not to affect
the enzymes, AD and OTC, involved in cytoplasmic production of ornithine.
Therefore the agents would not be expected to inhibit initial antiport if the cells
had pools of cytoplasmic ornithine from previous arginine metabolism.
However, antiport requiring new synthesis of ornithine would be inhibited. A
major physiological effect of organic weak acids is to discharge ApH across
the cell membrane (24), and the finding that organic weak acids inhibit
arginine uptake in a pH-dependent manner indicates that ApH across the cell
membrane is connected to the inhibitor-sensitive uptake of arginine. It seems
then that arginine uptake above a base level is connected to ApH and Ap,
across the cell membrane, and it is this ApH-associated uptake that appears

to be a main target for the inhibitors.

It is somewhat surprising that fluoride is not a very potent inhibitor of the ADS
in suspension cells or biofilms especially since it is a highly effective agent for
dissipating ApH across the cell membrane and readily penetrates biofilms
because of its small size (24). Fluoride could be an effective inhibitor but just
not at levels normally found in dental plaque. Certainly, fluoride is highly
effective for inhibiting glycolysis of suspension cells or biofilms in a pH-
dependent manner (23). The finding that fluoride is not a major inhibitor of the
arginine deiminase system in intact cells or biofiims may be of value in terms

of possible uses of arginine or arginine peptides as anti-caries agents in oral
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care products containing fluoride. The finding that fluoride was more effective
in inhibiting NH3 production from arginine by freshly harvested dental plaque
than in laboratory cultures is likely due to residual fluoride in the freshly
harvested plaque, especially since the volunteers were in an area with

fluoridated water and both use fluoride tothpastes.

Triclosan was clearly inhibitory for the ADS in plaque, and this inhibitory
action suggests that formulations with both triclosan and arginine or arginine
peptides may not be more effective for reducing caries than formulations with
only triclosan. The inhibitory actions of triclosan were not greatly affected by
changes in pH. Triclosan has a variety of inhibitory actions on oral
streptococci (27), including inhibition of the phosphoenolpyruvate:sugar
phosphotransferase system (PTS) and of cytoplasmic enzymes for glycolysis,
notably pyruvate kinase and lactic dehydrogenase. We found in this study that
it is also a potent inhibitor of carbamate kinase. In oral streptococci, triclosan
does not inhibit the enoyl-ACP reductase involved in synthesis of unsaturated
fatty acids, as it does for organisms such as Escherichia coli or Pseudomonas
aeruginosa, because the streptococcal enzyme has inherent resistance to
triclosan. The biofilms we used had enhanced resistance to triclosan,
compared with suspension cells, probably because of the greater biomass
density of biofilms. Similar resistance of biofilms to triclosan has been found

(27) previously for glycolysis by S. mutans.

The organic weak acids tested showed significant potency as ADS inhibitors

against cells in suspensions but were less effective against biofilms. The pH
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dependence of ADS inhibition by the acids indicated that inhibition was
related main to their weak-acid actions, although there was some indication
that there may have been other actions specific for the particular acids used.
The finding that the methyl ester of lauric acid was not inhibitory supports the
view that an ionizable carboxyl group is needed for the inhibitory actions

described here.

The results of preliminary studies with plaque from human volunteers
suggests that the inhibitory effects assessed with cells of oral streptococci in
vitro may occur also in situ in the mouth. The agents are likely to be more
effective against bacteria in saliva than those in plaque, but with repeated
exposures to oral care agents would become more effective in plaque. Most
of our orientation in studying inhibitor actions of antimicrobial agents has been
to dental caries. However, if the objective were to reduce calculus formation,
ADS inhibitors would possibly have useful actions in terms of oral health. In
addition, there may be value in inhibiting ADS activities of bacteria involved in
periodontal diseases. Inhibition of citrulline synthesis might also reduce
production of biogenic amines or carcinogens derived of catabolism of the
amino acid. There are also other systemic pathogenic effects due to the ADS,
especially the variant active on peptides with deimination of terminal arginyl
residues, which could possibly be reduced by the inhibitors tested in our work.
Organic weak acids (in acidified plaque), triclosan or other inhibitors of the
ADS may then be desirable agents for reducing alkalinization rather than
enhancing it. This topic clearly needs more research to obtain a fuller picture

of how ADS of oral bacteria can be controlled to affect it actions on the host.
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Figure legends

FIG. 1. Actions of weak acids and triclosan on arginolysis of suspensions cells
(A) or biofilms (B) or dispersed biofilms (C) of S. sanguis and suspension cells
(D), biofilms (E) or dispersed biofilms (F) of S. rattus at a constant pH value of
4.0. . NaF, sodium fluoride. Indometh, indomethacin. Capric Ac, capric acid.
Lauric Ac, lauric acid. LACME, lauric acid methyl ester. The concentrations of
the agents used are mM. Error bars indicate standard deviations calculated

with n of at least 3.
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FIG. 2. Inhibition at pH 6.0 by triclosan and organic weak acids of carbamate
kinase in cell extracts of S. sanguis. Data indicate averages of two

experiments.

FIG. 3. Inhibition of uptake of arginine by cells of S. rattus in suspensions at
pH values of 4.0. A — inhibition by triclosan, B — by NaF, C- by lauric acid, D —

by lauric acid methyl ester, E — by capric acid.

FIG. 4. Inhibition of uptake of arginine by cells of S. rattus in suspensions at
pH 6.0. A — inhibition by triclosan, B — by lauric acid, C — by lauric acid methyl

ester, D - by capric acid.

FIG. 5. Effects of pH and the indicated inhibitors, at a concentration of 1.0

mM, on ammonia production from 47 mM arginine by freshly harvested dental

plaque. Data indicate averages of two experiments.
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Table 1. Ammonia production by intact cells and biofilms of S. sanguis 10904 and S. rattus FA-1 at different constant pH values.

pH6 pH5 pH 4
S. sanguis 10904 Ammonia SD (+)¥ | Ammonia SD (+) Ammonia SD (%)
Intact Cells (1.5h)") 2.16® 0.63 2.83 0.50 1.77 0.39
Intact Biofilms (3h) 0.57® 0.02 0.65 0.09 0.41 0.23
Dispersed Biofilms (3h) 1.55 0.45 1.06 0.43 0.39 0.03
pH 6 pHS5 pH 4
S. rattus FA-1 Ammonia SD (%) Ammonia SD (#) Ammonia SD (3)
Intact Cells (1.5h) 4.08 0.47 3.12 0.47 2.71 0.41
Intact Biofilms (3h) 0.86 0.18 0.87 0.40 0.78 0.37
Dispersed Biofilms (3h) 1.15 0.23 0.59 0.32 0.18 0.09

(1) In parenthesis, total time for ammonia production
(2) umol of ammonia per mg cell dry weight per h

(3) umol of ammonia per mg biofilm dry weight per h
(4) Standard deviation of at least three different assays.
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Table 2. Percentage of controls for ammonia production by intact cells of S. sanguis and S. rattus in the presence of different

compounds at constant pH values. ("

NaF Triclosan Indomethacin Capric Acid
029 | 1.0 | 0.025]| 005 | 0.1 0.2 0.5 1.0 0.2 0.5 1.0 0.2 0.5 1.0
S. sanguis
pH6 107.5| 104.1 | NA® | NA | 413 | 156 | NA 41 |108.0 | NA 77.2 | 100.0 | NA 66.7
pH5 106.5 | 124.1| 931 | 844 | 298 | 5.9 4.1 34 | 986 | 18.6 2.8 | 107.1| 25.0 7.1
S. rattus

pH6 100.8 | 105.7 | NA NA | 324 | 207 | NA 39 | 1140 | NA | 1049] 1239 | NA 56.1
pH5 1019 | 951 | 752 | 575 | 181 | 143 | 95 27 [ 1039 | 727 | 147 | 107.8| 6.5 2.1

(1) Assay performed during 1.5 hour

(2) Concentrations of compounds expressed in mM
(3) NA, not assayed.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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