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RESUMO

COLVARA, Beatriz Carriconde.Atividade antimicrobiana de Stevia rebaudiana Bertoni e de
adocgantes nado caldricos sobre bactérias cariogénicas - estudo in vitro.2015. 24 f. Trabalho
de conclusdo de curso (Graduacdo em Odontologia) — Faculdade de Odontologia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2015.

A cdrie dentaria é uma doenga de alta prevaléncia na populagdo. Seu controle estd associado
a diversos fatores, o que caracteriza essa doenga como multifatorial e determina um carater
de dificil controle. O uso de adogantes busca controlar o consumo de uma substancia tao
relevante a esta doenca, a sacarose. A utilizagao dessas substancias, além de proporcionar a
reducdo no consumo da sacarose, também pode possibilitar a inibicdo do crescimento de
micro-organismos comoStreptococcus mutans e Lactobacillus casei, micro-organismos
cariogénicos presentes na cavidade bucal. O objetivo do estudo foi avaliar a acao
antimicrobianain vitro de solu¢bes de Stevia rebaudiana Bertoni e de adogantes nao
caldricos sobre o crescimento de S. mutans e L. casei. As solugbes utilizadas foram eritritol
(1%, 5%, 10%), Fit Sucralose® (1%, 5%, 10%), Stevia® (1%, 5%, 10%), solucdo de Stevia
rebaudiana Bertoni (1%, 5%, 10%) e digluconato de clorexidina (1%, 5%, 10%) como controle
positivo.As cepas utilizadas foram Streptococcus mutansUA159 e Lactobacillus
caseiATCC7469.A analise do efeito inibitdrio desses compostos no crescimento das bactérias
foi feita através da técnica de difusdao em dgar. Inéculo ajustado foi semeado sobre placas de
petri estéreis contendo meio Triptona de Soja (TSA). Posteriormente trés cilindros plasticos
estéreis foram dispostos de maneira equidistante sobre o agar e dentro dos cilindros foi
depositado igual volume de cada solucdo teste. As placas foram incubadas em microaerofilia
a 37°C por 48 horas e os halos de inibicdo foram medidos em centimetros. O experimento foi
repetido por trés vezes em iguais condic¢Oes. O resultado do presente estudo sugere que a
solucdo de Stevia rebaudiana Bertoni e a solucdo de eritritolapresentaram efeito inibitdrio
sobre o crescimento das cepas testadas de L. caseie S. mutans. Os demais adocantes ndo
apresentaram efeito sobre os micro-organismos testados.

Palavras-chave: Adocante natural. Stevia.S. mutans. L. casei. Carie dentaria.Controle do
biofilme.



ABSTRACT

COLVARA, Beatriz Carriconde.Antimicrobialactivity of Stevia rebaudiana Bertoni and non-
caloric sweeteners on thecariogenic bacteria — in vitro study.2015. 24 p. Final Paper
(Graduation in Dentistry) - Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, 2015.

Dental caries is a high prevalentdisease amongst the population. Its control is associated
with several factors, which characterizes this disease as multifactorial one and difficult to be
controlled. Sweeteners have been used as sugar substitutes, since sucrose is considered the
substance most associated with this disease. The use of such sweeteners, in addition to
reducing sucrose’s consumption, also allowing the growth inhibition of micro-organisms
such asStreptococcus mutans and Lactobacillus casei, cariogenic micro-organisms present
inside the oral cavity. This aim of this study was to evaluate the in vitro antimicrobial effect
of Stevia rebaudiana Bertoni's solution and non-caloric sweeteners on the growth of
Streptococcus mutans and Lactobacillus casei. The solutions used were: erythritol (1%, 5%,
10%), Fit Sucralose® (1%, 5%, 10%), Stevia® (1%, 5%, 10%), Stevia rebaudiana Bertoni
solution (1%, 5%, 10%) and chlorhexidine digluconate (1%, 5%, 10%) as positive control. The
strains used were Streptococcus mutans UA159 and Lactobacillus casei ATCC7469. The
analysis of the inhibitory effect of these compounds on the growth of the bacteria was made
by agar diffusion technique. Adjusted inocula wereplated on sterile petri plates containing
Trypticase Soy Agar (TSA). Subsequently three sterile plastic cylinders were
placedequidistantly on the surface of the agar and an equal volume of each test solution was
dispensed inside the cylindres. The plates were incubated under microaerophilic conditions
at 37°C for 48 hours and the inhibition zones were measured in centimeters. The experiment
was repeated three times under the same conditions. The results of this study suggests that
Stevia rebaudiana Bertoni’s solution anderitritol solution showed inhibitory effect on the
tested strain of L. casei and S. mutans. Other sweeteners showed no effect on any of the
tested micro-organisms.

Keywords: Natural sweetener. Stevia. S. mutans.L. casei.Dental caries, biofilm control
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1 INTRODUCAO

A cdrie dentaria é uma doenca cronica de alta prevaléncia no mundo todo.
Relacionados ao risco do desenvolvimento dessa doencga estdao diversos fatores, dos quais
podemos citar os fisicos, biolégicos, ambientais, comportamentais e relacionados ao estilo
de vida, elevado numero de bactérias cariogénicas, baixo fluxo salivar, baixa ou inexistente
exposicdao aos fluoretos, deficiéncias na higiene bucal e uma dieta rica em sacarose
(SELWITZ; ISMAIL; PITTS, 2007). Visto isso, é possivel compreender porque faz-se tao dificil o
controle de doencas multifatoriais na populacdo. Cada caso necessita de uma analise
especifica e de um planejamento terapéutico complexo para que haja sucesso no
tratamento.

O desenvolvimento da doenca carie ocorre a partir do desequilibrio dos fatores
envolvidos, tal como o aumento da ingestdo de carboidratos fermentaveis, resultando numa
producdo de acidos decorrente do metabolismo das bactérias acidogénicas presentes no
biofilme dental. O biofilme consiste em uma populagdao bacteriana organizada envolta em
uma matriz orgéanica e, através dele, os acidos se difundemficando presentes na interface
com os dentes,causando quedado pH e gerando a desmineralizacdao da superficie dentaria
em contato com esse biofilme cariogénico. A continuidade desse processo de
desmineralizacdo, sem que ocorra um reequilibrio dos fatores envolvidos para que se
proceda a remineralizacao dessas superficies, resulta na progressao da perda mineral e no
desenvolvimento de cavidades que podem evoluir de tal maneira a resultar na destruicdo
irreversivel do dente (BADET; RICHARD, 2004; FIORETTI; HAIKEL, 2010; JOHN;
FEATHERSTONE, 2000; SELWITZ; ISMAIL; PITTS, 2007).

Dentre as principais bactérias associadas a doenca carie estdo: Streptococcus do
grupo mutans, envolvidas nas lesdes inicias e Lactobacillus, mais relacionadas a progressao
das lesdes cavitadas (BADET; RICHARD, 2004;LEITES; PINTO; SOUSA, 2006; MALTZ, 1996).
Diferentemente dos S. mutans, os Lactobacillus ndo sao capazes de produzir o polissacarideo
extracelular que proporciona aos S. mutans a capacidade de se aderirem a superficies lisas e
formarem um biofilme espesso e com maior capacidade de desmineralizacdo (MALTZ, 1996;
ROLLA, 1989). A producdo desses polissacarideos se da a partir da fermentacdo dos
carboidratos da dieta, sendo que os polissacarideos extracelulares (PEC) sdo formados

essencialmente a partir da sacarose(PAES LEME et al., 2006; ROLLA, 1989) e os



polissacarideos intracelulares (PIC), que servem como uma fonte enddgena de carbono
durante os periodos de restricao de nutrientes (PAES LEME et al., 2006), sdao formados a
partir de qualquer agucar que possa ser convertido em glicose, como a propria glicose, a
lactose, a maltose e a sacarose (LEITES; PINTO; SOUSA, 2006). Além desse efeito altamente
cariogénico da sacarose, seu prejuizo para saude geral também deve ser levado em
consideragdao, uma vez que o excesso de peso e a obesidade sdo problemas atuais de saude
publica (GIACAMAN et al., 2013).

O excesso de peso é um importante fator de risco para a diabetes tipo 2, doencas
cardiovasculares e hipertensdo, e a obesidade ja é considerada uma epidemia (CABALLERO,
2007; FOGEL!, 1986 apud CABALLERO, 2007). O facil acesso e o custo acessivel da sacarose
tornam essa substancia prontamente disponivel para o consumo diadrio (ZUMBE; STOREY;
STOREY, 2001). Em vista disso, se faz necessaria a insercdo no cotidiano da populacdo de
alternativas que busquem reduzir o consumo de uma substancia tdo nociva a saude bucal e
geral.

Um grupo de adogantes chamados de polidis — ou dlcoois de aglcar - do qual fazem
parte o eritritol e o xilitol, tem sido amplamente pesquisado devido ao seu conteudo
energético reduzido e a incapacidade de bactérias como os Streptococcus do grupo mutans
de fermentarem essas substancias, o que faz com que os polidis venham sendo considerados
seguros aos dentes (ZUMBE; STOREY; STOREY, 2001). Além disso o eritritol parece ter
propriedades cariostaticas semelhantes as encontradas para o xilitol (MICHAUD; HAEST,
2003). Makinen (2005) demonstrou em estudo in vivo - com utilizagao diaria de eritritol e
xilitol na forma de comprimidos mastigaveis e dentifricio - que esses adocantes parecem
exercer efeitos semelhantes sobre a placa dentaria, tanto com uma diminuigao significativa
na quantidade da placa formada, como também uma reduc¢do dos niveis de Streptococcus
mutans na placa e na saliva dos voluntarios; e descreveu também que a presenca do eritritol
em meio de cultura resultou em inibicdo do crescimento de Streptoccocus mutans.

O que viabiliza a producado industrial do eritritol é o fato dele ser obtido a partir da

glicose por um processo de fermentacdo de uma levedura(EMBUSCADO; PATIL?, 2001

1 FOGEL R.W. Nutrition and the decline in mortality since 1700:some preliminary findings. In: ENGERMAN S.L.;
GALLMAN R.E. (Eds.)Long-term factors in American economic growth. Chicago, IL: University of Chicago Press,
1986, p. 439-555 apud CABALLERO, 2007, p. 1.

2 EMBUSCADO M.E.; PATIL S.K. “Erythritol”. In: ____. Food Science and Technology: Alternative Sweeteners.
New York: Marcel Dikker, 2001, p. 235-254 apud MICHAUD; HAEST, 2003, p.1.



apudMICHAUD; HAEST, 2003). Outros adogantes de origem natural vém sendo estudados,
como os adogantes oriundos da planta Stevia rebaudiana Bertoni, e cabe ressaltar a
importancia da utilizacdo de adocantes naturais e seguros no que tange a aceitacdo da
populagao.

Devido ao seu caracteristico sabor doce, a planta Stevia rebaudiana Bertoni vem
sendo cada vez mais utilizada em paises como o Japao, Coréia e Brasil, onde a planta faz
parte da formulacdo de diversos alimentos, bebidas alcdolicas e refrigerantes, além de ser
utilizada como suplemento dietético em paises como Estados Unidos e Itdlia (KINGHORN,
2002). Em uma revisdo, Geuns (2003) concluiu que Stevia e esteviosideo -principal
componente doce nas folhas da planta— sdo seguros quando usados como adocantes. Sendo
interessante seu uso para pessoas em geral e para pessoas com necessidade de perda de
peso, uma vez que a substituicdo do acucar da dieta por Stevia ou esteviosideo reduz o
consumo de sacarose, contribuindo para um equilibrio da saide geral e mantendo uma boa
saude dentdria a medida que reduz a presenca de sacarose no meio bucal.

A substituicdo da ingestdo de sacarose por adogantes oriundos da planta é vantajosa
dado que esses adocantes ndo sdo fermentados pelas bactérias orais, como demonstrado
em estudo in vivo com modelo animal, onde foi avaliado que nem esteviosideo, nem
rebaudosideo - segundo componente doce mais abundante (KENNELLY, 2002) - sdo
cariogénicos; e, também, por esses adocantes serem utilizados em sua grande maioria por
enterobactérias e posteriormente excretados nas fezes humanas, o que resulta num valor
energético de 0 kcal/g. Os adocantes de Stevia sdo entdo considerados como n3o caléricos e
ndo cariogénicos (DAS et al.3, 1992 apud MATSUKUBO; TAKAZOE, 2006).

Além de ndo cariogénica, a Stevia apresenta capacidade de alteracdo no padrdo da
formacgdo do biofilme e no acimulo do mesmo, sendo até 82% menor esse acumulo em
pacientes expostos a bochechos com solucdo de Stevia, quando comparado ao bochecho
realizado com solucdo de sacarose nos mesmos padrées (SLAVUTZKY, 2010). A placa
formada na presenca de esteveosideo apresenta niveis mais baixos de S. mutans e
lactobacilos, e também menores concentracgdes de polissacarideo soluvel e insolivel quando

comparada a placa formada na presenca de sacarose (ROSSONI, 1996).

3 DAS, S. et al.Evaluation of the cariogenic potential of the intense natural sweeteners stevioside and
rebaudioside A. Caries Res, Basel, v. 26, n. 5, p. 363-66, 1992 apud MATSUKUBO; TAKAZOE, 2006, p. 124.
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Vem sendo demonstrado que em presenca de adogantes de Stevia as bactérias orais
nao so ndo sdo capazes de fermenta-los e utiliza-los na produgdao de acidos, mas também
existe uma inibicdo do crescimento bacteriano quando em presenca de extratos da planta
(DEBNATH, 2008; GAMBOA; CHAVES, 2012; MOHAMMADI-SICHANI et al., 2012).

Contreras (2013, p. 164) em uma revisdo sistematica sugere que:

Se estudos mais aprofundados forem realizados em relagdo a esse assunto, Stevia
rebaudiana Bertoni poderd tornar-se um complemento a saude bucal utilizando-a na
forma de bochechos, cremes dentais, gomas de mascar, saliva artificial, comprimidos

mastigdveis e outros.*

Outro adogante inerte a certas cepas de bactérias orais é a sucralose, edulcorante
derivado da sacarose que apresenta um sabor doce até 600 vezes maior do que o da prépria
sacarose (YOUNG; BOWEN, 1990). Young e Bowen (1990) demonstraram que nenhuma das
dez cepas de micro-organismos testados, entre eles S. mutans e L. casei, tiveram capacidade
de produzir acidos a partir da sucralose, que, como Unica fonte de carbono, ndo suporta o
crescimento bacteriano (BOWEN; YOUNG; PEARSON, 1990; YOUNG; BOWEN, 1990). E
mesmo quando em associacdo com outros ingredientes que conferem volume aos
adocantes comerciais, como a lactose, € menos cariogénica que a sacarose (GIACAMAN et
al., 2013). Bowen, Young e Pearson (1990) consideram que a dogura da sucralose é
adequada de tal maneira que essa substancia pode ser um substituto ndo-cariogénico
adequado para a sacarose.

Esses estudos demonstram que os adocantes podem ser alternativas interessantes
ndo sé no controle do consumo da sacarose enquanto substancia caldrica e cariogénica, a
medida que podem ser incorporados aos alimentos, mas aliados também na reduc¢ao dos
micro-organismos cariogénicos, uma vez que apresentam capacidade inibitdria sobre o
crescimento de micro-organismos tdo relevantes como o Streptococcus mutans e o
Lactobacillus casei. Dessa forma o presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana de uma solucdo deStevia rebaudiana Bertoni e de solu¢des dos adocgantes
eritritol, Fit Sucralose® e Stevita® sobre os micro-organismos Streptococcus mutans (UA159)

elactobacillus casei (ATCC7469).

4 Trecho traduzido do artigo original em inglés.
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Resumo

Objetivo: o estudo avaliou a atividade
antimicrobiana in vitro da planta Stevia
rebaudiana Bertoni e de adocantes néo
caldricos sobre o crescimento de S. mutans
e L. casei, microrganismos cariogénicos
presentes na cavidade bucal. Métodos: o
estudo foi realizado utilizando as cepas
padrdo Streptococcus mutans (UA159) e
Lactobacillus  casei(ATCC7469).Foram
avaliados diferentes compostos nao
caloricos substitutos da sacarose nas
concentracdes de 1, 5 e 10%:: eritritol
(ER), Fit Sucralose® (SU), Stevita® (ST),
solucéo de Stevia rebaudiana Bertoni (SSr)
e, como controle positivo, digluconato de
clorexidina (DC). A andlise do efeito

inibitério desses compostos no crescimento

das bactérias foi feita através da técnica de
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difusio em Agar.Resultados: observou-se
que existe um efeito inibitério de
crescimento de ambos micro-organismos
por parte da SSr e do ER, enquanto os
demais adocgantes testados ndo tiveram
efeito inibitério sobre esse micro-
organismo. Conclusdo: o0s resultados
demonstram que SSR e ER apresentam
efeito inibidor no crescimento das cepas

testadas de S.mutans e L. casei.

Palavras-chave: Adocante Natural, Stevia,

S. mutans, L. casei,carie dentaria.
Abstract

Obijective: the study evaluated the in vitro
antimicrobial activity of the Stevia
rebaudiana Bertoni plant and non-caloric
sweeteners on the growth of S. mutans and

L. casei, cariogenic microorganisms



present in the oral cavity. Methods: the
study was conducted using the standard
strains Streptococcus mutans (UA159) and
Lactobacillus casei (ATCC7469).
Different non-caloric sweetners were
evaluated with concentrations of 1, 5 and
10%: erythritol (RE),Fit Sucralose® (SU),
Stevita® (ST), Stevia rebaudiana
Bertonisolution (CSR) and chlorhexidine
digluconate (DC) as positive control. The
analysis of the inhibitory effect of these
compounds on the growth of the bacteria
were made by agar diffusion technique.
Results: there is a growth inhibition
potential of both microorganisms by the
SSR and ER, whereas the other sweeteners
tested had no inhibitory potential of this
micro-organisms. Conclusion: The results
show that SSR and ER have inhibitory

effect on the growth tested strains L. casei

and S. mutans.

Keywords: Natural Sweetener, Stevia, S.

mutans, L. casei, dental caries.

Introducéo:
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A procura por adogantes ndo
caldricos aumenta a cada dia em funcgéo da
maior preocupacdo mundial com a saude,
uma vez que a alta ingestdo de sacarose
representa um risco para 0
desenvolvimento de carie dental, de
obesidade e de diabetes. Em relacdo a carie
dental, a sacarose desempenha um papel
extremamente importante no
estabelecimento da doenca, pois permite
vantagens ecolOgicas a certas espécies
bacterianas do biofilme, tornando-o mais
cariogénico.!

A cérie dental caracteriza-se por ser
uma doenca cronica, que decorre de um
processo dindmico que acontece nos
depésitos  bacterianos  aderidos  as
superficies dentéarias. A partir de trocas
ibnicas entre biofilme aderido e superficies
dentarias, ocorrem perdas mineraisque
podem variar de condicdes leves, partindo
desde lesbes em estagio subclinico, até

estados muito avancados, podendo resultar

na destruicdo coronaria total .2



Existem bactérias que tem sido
associadas com a etiologia da doenca carie,
como o Streptococcusmutans (EGM), que
quando em presenca de sacarose € capaz de
produzir um  polimero  extracelular
insoldvel (glucano) que aumenta o
potencial cariogénico do biofilme dental. O
Lactobacillus casei foi inicialmente
considerado como  principal agente
etioldgico da carie, mas, posteriormente, se
compreendeu que seu papel se da
principalmente na perpetuacdo da doenca,
atuando como invasor secundario.®

Frente ao potencial destrutivo que a
doenca cérie pode ter, torna-se importante
pesquisar meios que auxiliem a populagéo
a prevenir a formacdo de depdsitos
bacterianos e que tornem o biofilme menos
virulento. Atualmente, o digluconato de
clorexidina é o padrdo ouro em controle do
biofilme dental. No entanto, seu uso é
restritouma vez que €& um composto
quimico que pode apresentar diversos

efeitos adversos, como alteragéo de paladar

e manchamento extrinseco das superficies
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orais.* Também ¢ importante considerar
que 0 uso de meios naturais tem uma
melhor aceitacdo pela populacgéo.

Os adocantes naturais a base de
esteviosideo  apresentam  um  valor
energético de 0 Kcal/g, ja que a maior
parte do adocante ingerido € utilizada por
enterobactérias, enquanto que o restante é
excretado nas fezes. Além  dessa
propriedade ndo cal6rica, ha estudos
comprovando que os adocantes a base de
esteviosideo ndo sdo cariogénicos.>®

A Dbusca por adocantes nao
caléricos tem ampliado o estudo dessas
substancias em diversos sentidos, buscando
comprovar a seguranca do uso e a
aplicabilidade nas diferentes
areas.’Diversos  adocantes ja  foram
aprovados ou considerados seguros pela
Food and Drug Administration (FDA),
como a sucralose e o eritritol. Esses
adocantes tém sido demonstrados como

néo cariogénicos quando utilizados em sua

forma isolada.?-1°



O presente estudo teve como
objetivo avaliar a atividade antimicrobiana
in vitrode  solucéo de Stevia
RebaudianaBertoni e de solucdo dos
adocantes  eritritol,  Stevita® e Fit
Sucralose® sobre 0s Streptococcus mutans
e sobre os Lactobacillus casei. A hipdtese
nula é de que a Stevia RebaudianaBertonie
0s adocantes testados ndo apresentam
efeito antimicrobiano sobre os S. mutans
nem sobre os L. casei.

Materiais e métodos:

Preparo das solucdes de adocantes

Para a realizacdo dos testes, foram
preparadas solucdes a partir dos seguintes
adocantes:  eritritol  (Lote: 1254758,
validade: 08/2015. Eritritol zerose STD
Cargill), Stevita® (Lote: 368005, validade:
11/2015. Ingredientes: lactose, edulcorante
natural  glicosideo de esteviol e
antiumectante  didxido  de  silicio.
Steviafarma  Industrial S/A) e Fit
Sucralose® (Lote: 489995, validade:

01/2016. Ingredientes: lactose, edulcorante

artificial sucralose, edulcorante natura
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glicosideo de esteviol e antiumectante
dioxido de silicio. Steviafarma Industrial
S/A). Como controle positivo foram
utilizadas solugbes de digluconato de
clorexidina nas mesmas concentragdes das
solucdes teste, e para controle negativo
agua destilada e solucdo salina.

As solucBes de adocantes foram
preparadas com uma concentracdo de 25%
e, posteriormente, diluidas em &gua
destilada para obtencdo das concentracfes
finais testadas. Para o preparo da solucdo
de Stevia rebudiana Bertoni, as folhas
secas (Lote: 00143, validade: 06/2017. Vis
Vitalis®) foram maceradas e, ap6s adicao
de uma quantidade de &gua destilada,
realizou-se um protocolo de duas fervuras
intercaladas com 15 horas de descanso da
solucdo.'Posteriormente, a solugdo foi
filtrada e a maxima concentracdo obtida ao
final do processofoi 12,5%. Todas as
solugbes foram filtradas utilizando-se
membrana 0,22uM.

In6culo



Os micro-organismosutilizados
foram a cepa de
StreptococcusmutansUA159 e a cepa de
Lactobacillus caseiATCC7469 para testar
a acdo dos diferentes compostos.

As cepas de Streptococcus mutans e
deLactobacillus caseiforam reativadas a
partir de estoques congelados em placas
contendo meio Agar Triptona de Soja
(TSA) e incubados por 48h a 37°C em
microaerofilia. Apos, as colonias crescidas
foram coletadas e inoculadas em frasco
contendo meio Caldo Triptona de Soja
(TSB) suplementado com 0,5% de
sacarose e incubados & 37°C durante 24h
em microaerofilia. Uma aliquota de 2mL
foi transferida para um novo frasco
contendo TSB e incubado nas mesmas
condigdes. Apds 24 horas, realizou-se o
ajuste da densidade Optica (DO) para 5 na
escala McFarlandem ambas suspensdes

dos micro-organismos.

TesteDifusdo em Agar

Foram testadas as concentragdes de

1%, 5% e 10% das solugdes de adocgantes e
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da solucdo de estéviaem triplicata.
Inicialmente, foi inoculado 200uL da
suspensdo bacteriana com DO ajustada (S.
mutans ou L. casei) em placas de Petri
contendo 20 mL de meio TSA e espalhada
na superficie com auxilio de pérolas de
vidro estéreis. Apos disposi¢do do indculo,
3 cilindros plasticos estéreis foram
dispostos em cada placa de maneira
equidistante e no interiordesses cilindros
foram adicionados 50 pL da solucdo
correspondente, sendo uma placa para cada
concentracdo testada. Os cilindros foram
removidos da superficie do agar ap6s duas
horas e as placas foram incubadas a 37°C

em microaerofilia.

A medicdo dos halos de inibicao foi
realizada apOs 48h de incubacdo com
auxilio de uma régua e os resultados

E€Xpressos em centimetros.

O ensaio foi repetido por trés vezes

em iguais condicoes.

Resultados:



Todos os resultados obtidos foram
expressos utilizandoo valor das médias das
repeticdes em centimetros e respectivos
desvios padrao.

No ensaio realizado com S.
mutansforam obtidos diferentes halos de
inibicdo para as substancias testadas.
Observou-se, como 0 esperado, que nao
houve halo de inibicdo referente aos
controles negativos (solucdo salina e agua).
O controle positivo teve halo de inibicéo
nas trés concentracdes, sendo a medida dos
halos nas concentracbes de 1%: 2,9 cm+
0,2; 5%: 3,0 cm + 0,5;e 10 %: 3 cm = 0,16.
No teste com a solucdode Stevia
rebaudiana Bertoni houve halo de inibigcdo
nas trés concentracgdes, sendo suas medidas
1%: 1,45 cm £ 0,07; 5%: 1,75 cm £ 0,14; e
10%: 1,8 cm * 0,04.Assim como na
solucdo de Stevia, na solucéo de eritritol
houve halo de inibicdo nas concentragdes
de 1%, 5% e 10%, sendo suas respectivas
medidas: 1,86 cm £ 0,42; 1,46 cm + 0,36; e
1,5 cm + 0,2. Osadocantes Sucralose® e

Stevita® ndo apresentaram halo de
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inibicdo em nenhuma das concentracdes
testadas.

Assim como 0 encontrado para 0s
S. mutans, para L. casei, as substancias
usadas como controle negativo néo
desenvolveram nenhum halo de inibi¢do. O
controle positivo apresentou halo nas trés
concentragdes, sendo a medida do halo na
concentracdo de 1%: 3,18 cm + 0,9;na
concentracdo de 5%: 3,0 cm = 0,3 e na
concentracdo de 10 %: 2,9cm £ 0,3. A
solucdo deStevia rebaudiana Bertoni
apresentou  halo de inibicdo nas
concentragfes de 1% e 5%, sendo suas
medidas, respectivamente: 1,2 c¢cm = 0,15;
e 1,49 cm = 0,19. Supreendentemente no
teste com a solugdo do adogante eritritol
houve halo de inibicdo somente na
concentracdo de 1% sendo a medida: 1,6
cm + 0,44. Os adocgantes Sucralose® e
Stevita® ndo apresentaram halo de
inibicdo em nenhuma das concentragdes

testadas.

Discussao



O estudo teve como objetivo avaliar
a atividade antimicrobiana in vitro de
solucéo da planta Stevia
RebaudianaBertoni e dos adocantes ndo
caldricos eritritol, Stevita®, Fit
Sucralose®.

Os resultados encontrados mostram
que a solucdo da  plantaStevia
RebaudianaBertoni  apresenta inibicédo
sobre o crescimento bacteriano dos micro-
organismos  Sreptococcus mutans e
Lactobacillus casei, o que coincide com
resultados encontradosna literatura, como
em estudo realizado com adocantes xilitol,
sorbitol e esteviosideo onde constatou-se
que néo houvecrescimento de
Streptococcus mutans em meios contendo
esses adocantes.*20utro estudo demonstrou
que o esteviosideo ndo € metabolizado
peloStreptococcusmutans como fonte de
carbono, bem como ndo permite a
formacdo de 4&cidos e sintese de
polissacarideos extracelulares.’>Em outro
esteviosideo,

estudo, osadogantes

aspartame, xilitol e sacarina nao foram
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metabolizados por micro-organismos, em
especial Streptococcusmutans. J& o extrato
da folha de Stevia rebaudiana foi um
potente  inibidor da  sintese de
polissacarideo insollvel, 0 qual
desempenha importante papel na formacao
do biofilme dental.14*°

Em relacdo ao eritritol, o0s
resultados encontrados coincidem com o
que vem sendo demonstrado em relagédo ao
potencial dessa substancia como inibidora
do crescimento microbiano!’, como o
avaliado em estudo in vivo que constatou
reducdo nos niveis de S. mutans na placa e

na saliva de individuos que foram expostos

aos polidis eritritol e xilitol.*®

Um potencial efeito antimicrobiano
e consequentemente anticariogénico tem
sido descrito para a sucralose®*°. Estudoin
situ,demonstrou menor desmineralizagdo
do esmalte por adocantes comerciais que
continham a estévia, sucralose, sacarina e
aspartame, quando foram comparados a
desmineralizacdo obtida com exposicdo a

sacarose.’°Contudo, a falta de resultados



inibitorios sobre o crescimento bacteriano
no uso dos adocantes Fit Sucralose® e
Stevita® no presente estudo, demonstra a
interferéncia causada pela combinacdo de
diferentes substancias na composi¢do dos
adocantes, o que faz com que nao
tenhamos mais um  controle da
concentracdo de sucralose e estévia que
estd sendo aplicada sobre as bactérias, uma
vez que ambos adogantes apresentam como
ingrediente em maior quantidade a lactose.
Estudos demonstram que adocantes como a
sucralose ndo sdo cariogénicos por si so,
mas quando em associagdo com
ingredientes que conferemvolume, como a
lactose, esses adogantes podem nédo ser
mais seguros para os dentes. Isso porque a
lactose € um carboidrato fermentével pelas
bactérias orais e ocasiona quedas de pH
principalmente criticas para a dentina.®?!

O uso de um controle positivo de
digluconato de clorexidina nas mesmas
concentracdes que as demais substancias

testadas (1%, 5% e 10%) €& importante,

uma vez que essa substancia é considerada
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0 padrdo-ouro no controle quimico do
biofilme dental - sendoesperado um
efeitoinibitorio do crescimento bacteriano,
e sendo esse substancia corriqueiramente
utilizada como controle em estudos in
Vitl"O.lG’ 20-21

A substituicdo parcial de acucar
refinadoda dieta é wuma importante
ferramenta na prevencdo da cérie dentaria.
Acapacidade desses adocantes de nao
serem  metabolizados por  bactérias
relacionadas com a etiologia da cérie,e 0
potencial  inibitério do  crescimento
bacteriano fazem dos substitutos do agucar
uma estratégia de promoc¢do da salde.
Outros estudos, in situ e in vivo serdo
delineados buscando avaliar a acdo da
solucdo de estévia e de eritritol sobre a
arquitetura e composicdo do biofilme
dentario, j& que quando buscamos um
produto que interfira na formacdo do
biofilme, ndo estamos restringindo o
pensamento apenas a carie dental, pois

uma vez que o biofilme dentario se torna

menos virulento e mais facil de ser



controlado, teremos um efeito benéfico
sobre a saude bucal como um todo.

Concluséo:

Os resultados demonstram que as
solucdes de Stevia rebaudina Bertoni e
eritritolapresentam um efeito inibidor no
crescimento de Streptococcus mutanse

Lactobacillus  casei,evidenciando  um
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potencial emprego dessas substancias para
modificar a cariogenicidade do biofilme.
Estudos adicionais sdo necessarios para
melhor identificar o mecanismo
responsavel pela inibicdo do crescimento

desses micro-organismos e tambem de sua

efetividade quando utilizado in vivo.
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3 CONCLUSAO

Os resultados sugerem agdo antimicrobiana da solu¢ao da planta Stevia rebaudiana
Bertoni e da solu¢do do adogcante ndo caldrico eritritol sobre as cepas testadas de
Streptococcus mutans e Lactobacilus casei.Mesmo com as limita¢des inerentes aos estudos
in vitro, trabalhando-se com as bactérias de forma isolada e onde ndo temos as condi¢des do
meio bucal e da composicdo e arquitetra complexas do biofilme, esses resultados trazem
uma perspectiva promissora para que se continue buscando a rela¢ao desses adogantes nao

caléricos e dos adogantes naturais com a saude oral.
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