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RESUMO

A prevencdo de doencas bucais € muito importante na Odontologia e esta diretamente
associada ao controle do biofilme bucal. Cada vez mais pesquisas estdo sendo desenvolvidas
para avaliar o efeito de Lactobacillus presentes em produtos alimenticios, sendo as bebidas
lacteas fermentadas um potencial veiculo para probioticos. O objetivo do presente estudo foi
avaliar o efeito de bebidas lacteas com Lactobacillus probiéticos, no biofilme dual de
Streptococcus mutans (UA156) e Candida albicans (ATCC90027) durante a formacdo de
lesBes de carie in vitro. Os Lactobacillus estavam presentes em produtos lacteos fermentados
das marcas Yakult (normal e light) e Nestlé (Chamyto). Blocos de esmalte bovino foram
fixados em tampas de tubos Falcon e imersos em caldo de cultura BHI (Brain Heart Infusion
Broth) acrescido de 0,5% de sacarose juntamente com inoculo (C. albicans + S. mutans).
Biofilmes foram cultivados por 14 dias sendo o meio de cultura substituido diariamente. Apos
48h de crescimento, os biofilmes foram diariamente expostos por 5 minutos as formulacdes
testadas (Yakult normal; Yakult light; Nestlée Chamyto; dgua destilada estéril; n=5 para cada).
A composicdo do biofilme e a desmineralizacdo do esmalte foram avaliados apds o periodo
experimental. Os resultados foram avaliados quanto a contagem de microrganismos e
formacdo de lesdo cariosa, avaliada visualmente por meio de fotografias. Os Lactobacillus
presentes nos produtos lacteos utilizados foram capazes de se aderir ao biofilme dual e
diminuir a contagem de S. mutans, mas ndo foram capazes de diminuir a contagem de C.
albicans. Somente um dos produtos testados (Chamyto) foi capaz de reduzir a contagem total
de microrganismos do biofilme. A formacéo de lesdo cariosa foi avaliada clinicamente pelo
método visual por meio de fotografias realizadas dos blocos de esmalte apds o desafio
cariogénico, sendo que todos 0s grupos apresentaram perda mineral compativel com lesdo
cariosa ativa com ou sem cavidade em esmalte. As bebidas fermentadas lacteas modularam o
biofilme, mas ndo foram capazes de inibir a formacéo de lesdo cariosa no desafio cariogénico

proposto pelo experimento.

Palavras-chave: Probidticos. Candida albicans. Leites fermentados. Streptococcus mutans.

Carie dentaria.



ABSTRACT

The prevention of oral diseases is very important in dentistry and is directly associated with
the control of oral biofilm. More and more research is being done to evaluate the effect of
Lactobacillus present on food products, with fermented milk beverages being a potential
vehicle for probiotics. The objective of the present study was to evaluate the effect of dairy
beverages with probiotic Lactobacillus on the dual biofilm of Streptococcus mutans (UA156)
and Candida albicans (ATCC90027) during the formation of caries lesions in vitro.
Lactobacillus were present in fermented dairy products of the brands Yakult (normal and
light) and Nestlé (Chamyto). Bovine enamel blocks were fixed in Falcon tube caps and
immersed in BHI (Brain Heart Infusion Broth) broth supplemented with 0.5% sucrose along
with inoculum (C. albicans + S. mutans). Biofilms were cultured for 14 days and the culture
medium was replaced daily. After 48h of growth, the biofilms were daily exposed for 5
minutes to the formulations tested (Yakult normal or Yakult light or Nestlé Chamyto or
sterile distilled water, n = 5 for each). The biofilm composition and enamel demineralization
were evaluated after the experimental period. The results were evaluated for microorganism
counts and formation of carious lesion, evaluated visually through photographs.
Lactobacillus present in the dairy products used were able to adhere to the dual biofilm and
decrease the counts of S. mutans, but were not able to decrease the C. albicans count. Only
one of the products tested (Chamyto) was able to reduce the total count of microorganisms in
the biofilm. The carious lesion formation was evaluated clinically by the visual method
through photographs of the enamel blocks after the cariogenic challenge, and all groups
presented mineral loss compatible with active carious lesion without a cavity or active
carious lesion with enamel cavity in some samples. The milk fermented beverages modulated
the biofilm, but were not able to inhibit the formation of carious lesion in the cariogenic

challenge proposed in the experiment.

Keywords: Probiotics. Candida albicans. Fermented milk. Streptococcus mutans. Dental

caries.
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1 REFERENCIAL TEORICO

Os probidticos sdo microrganismos Vvivos que conferem um efeito protetor ao
hospedeiro quando consumidos em quantidades adequadas, combatendo vérias infecgdes nos
individuos e atuando em processos imunoldgicos, digestivos e respiratorios (FAO/WHO,
2001). Os probioticos estdo sendo cada vez mais usados em produtos alimenticios, farmacos e
suplementos alimentares. Nos alimentos, as bactérias probidticas estdo sendo usadas em
laticinios como iogurtes, leites fermentados e queijos (HASSLOF et al., 2010).

Leites fermentados, segundo a Instru¢do Normativa n°® 46 de 2007 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), sdo produtos obtidos através da coagulacao
do leite, apresentando diminuicdo do pH por fermentagéo lactica a partir de microrganismos
especificos, vidveis, abundantes e principalmente ativos no produto final (BRASIL, 2016). A
partir disso, utiliza-se comumente microrganismos do género Lactobacillus spp. como
probidticos relacionados as bebidas fermentadas lacticas (SANDERS, 2003). Além disso, é
essencial que os leites fermentados contenham um numero satisfatorio de células viaveis no
momento da ingestdo, ou seja, de pelo menos 10° UFC / mL (Unidades Formadoras de
Colbnia) como fixa a Legislacdo brasileira durante toda a validade do produto (BRASIL,
2001). A dose terapéutica minima de probioticos por dia seria de 100 ml de leite fermentado
com 10.000.000 UFC/mL (GOMES; MALCATA, 1999 apud RASIC, J.L., KURMANN, J.A,
1983).

O efeito benéfico conhecido dos probidticos na microbiota intestinal é resultado da
competicao por nutrientes, o que torna o ambiente desfavoravel para patdgenos e promove um
estimulo imunoldgico ao hospedeiro (BIZZINI et al., 2012; BADET; THEBAUD, 2008).
Além do efeito ja conhecido na microbiota intestinal, a cavidade bucal também é um local
importante para 0 uso de uma terapia probiotica. Esses microrganismos sdo capazes de
diminuir a patogénese de doencas bucais por meio de interacGes antagbnicas, diminuindo o
crescimento e até mesmo a colonizacdo dos microrganismos, evitando assim, a inflamacéo
crénica e a infeccdo oral (BIZZINI et al., 2012). Dessa maneira, surge um novo e interessante
campo de pesquisa em microbiologia oral, onde os probi6ticos tém o potencial de serem
eficazes seguros e acabam sendo uma alternativa profilatica e terapéutica na reducdo, por
exemplo, de patégenos como Candida albicans (MATSUBARA et al., 2016).

A presenga desse fungo oportunista na cavidade bucal em seu estado patogénico
predispde o aparecimento da candidiase, devido a alteracdo do ambiente e proliferacdo deste,

ocorrendo a mudanca da existéncia comensal do microrganismo devido ao enfragquecimento



das defesas imunitarias do hospedeiro (WILLIAMS; LEWIS, 2011). A C. albicans apresenta
coagregacdo com Streptococcus mutans na adesdo as superficies dentérias, fazendo com que a
intensidade da colonizagdo por S. mutans seja mais forte quando cultivada junto ao fungo,
onde células da levedura poderiam ser usadas pelas bactérias como suporte para aderéncia,
facilitando esta associacdo e a relacdo de protocooperacdo entre estes microrganismos
(HWANG et al., 2015; BARBIERI et al., 2007). Portanto, a presenca de C. albicans no
ambiente bucal pode ser considerada um fator adicional que precisa ser levado em
consideracdo na avaliacdo dos riscos para o desenvolvimento da doenca carie (MOALIC et
al., 2001), j& que o potencial de C. albicans em contribuir para a patogénese tem sido
frequentemente associada a sua capacidade de produzir e tolerar acidos (FALSETTA et.al.,
2014).

Novas evidéncias mostram que o desenvolvimento de biofilmes altamente
cariogénicos formados com C. albicans e S. mutans na presenca de sacarose, influenciam
fortemente a patogénese da doenca carie (FALSETTA; KOO, 2014). Segundo observacoes de
Gregoire et al. (2011), foi demonstrado que exoenzimas glicosiltransferases (GtfB) secretadas
por S. mutans ligam-se fortemente a superficie de C. albicans, convertendo as células em
produtoras de glucanos. Estas observacfes mostram tambem que o GtfB se liga a outras
bactérias ndo-estreptocdcicas, incluindo espécies de Lactobacillus, Actinomyces naeslundii, e
Veillonella sp. Imagens de microscopia eletrnica de varredura mostraram uma matriz
extracelular rica em PEC (polissacarideos extracelulares),0 que promove aderéncia entre a
superficie dentaria e o microrganismo ou entre 0S microrganismos, como Vvista entre
estreptococos e a levedura (METWALLI et al, 2013). Esses achados mostram como
exoenzimas bacterianas podem converter um microrganismo moderadamente cariogénico em
um dos principais contribuintes para a formacéo de biofilme (FALSETTA et al., 2014).

Segundo Krzysciak et al., (2017), os probidticos podem atuar na manutengdo do
equilibrio interespécies na cavidade oral uma vez que este autor demonstrou que a formacéo
de biofilme com as espécies S. mutans e C. albicans é diferente na presenca do probidtico L.
salivarius (HM6 paradens). O HM®6 paradens é uma cepa probidtica que foi incorporada a um
produto patenteado (Hereditum®) pasteurizado, onde o0 micro-organismo estava presente de
forma inativada, sendo o principio ativo baseado na producdo de subprodutos prévios ao
processamento. Apds um tempo de cultura adequado, o crescimento logaritmico em UFC/mL
das espécies do biofilme misto foi menor quando comparado a um modelo sem contato com
Lactobacillus. Isto sugere que L. salivarius pode estar competindo com S. mutans por

nutrientes, além de inibir a agregacéo de estreptococos e leveduras orais diminuindo assim, a
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viruléncia do biofilme. Outros estudos in vitro mostram que essa coagragacdo de
Lactobacillus dificulta a formacdo do biofilme devido a hidrofobicidade gerada, reduzindo
assim, a criagdo de um ambiente acido pelo S. mutans por causa da competicdo por sitios de
ligagéo e por nutrientes (STAMATOVA; MEURMAN, 2009).

O género Lactobacillus tém espécies acidogénicas e acidlricas encontrados
preferencialmente em lesGes cavitadas de cérie, sendo assim, ndo apresentam envolvimento
direto com a formacdo inicial da lesdo de carie (BADET; THEBAUD, 2008). No entanto,
diversas pesquisas estdo sendo realizadas para testar o potencial probi6tico de algumas cepas
destes microrganismos, avaliando seu potencial de reduzir o crescimento e a formacéo de
biofilme de microrganismos cariogénicos (HASSLOF et al., 2010; KRZYSCIAK et al., 2017;
KELLER; TWETMAN, 2012).

No estudo de Schwendicke et al. (2014), encontrou-se um aumento do potencial
cariogénico de Lactobacillus LGG (Lactobacillus rhamnosus) em cavidades de dentina em
comparagdo com o esmalte liso, devido ao nicho adequado para manter as condi¢Ges acidas e
anaerdbicas. Quando os probioticos foram associados a S. mutans a cariogenicidade do
biofilme aumentou, e ndo foi encontrada uma reducdo significativa do nimero total de
bactérias no biofilme misto a partir dessa associacao.

Desta forma, o efeito probidtico dos Lactobacillus na cavidade oral ainda €
controverso. Enquanto alguns estudos sugerem que os Lactobacillus utilizados como
probidticos podem reduzir a cariogenicidade de biofilmes orais (STAMATOVA;
MEURMAN, 2009), outros autores mostram que nédo foi possivel comprovar o efeito protetor
com o uso de Lactobacillus, pois ndo foi encontrada uma reducéo significativa do nimero de
bactérias no biofilme misto a partir dessa associacdo (SCHWENDICKE et al., 2014). A
elucidacdo do papel dos probidticos contendo Lactobacillus spp. no biofilme bucal e no

processo carioso ainda precisa ser foco de estudos.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de Lactobacillus presentes em trés
marcas comerciais de bebidas lacteas fermentadas na formacdo de biofilme dual de
Streptococcus mutans e Candida albicans.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a incorporagdo de Lactobacillus probioticos no biofilme dual de
Streptococcus mutans e Candida albicans.

Avaliar o efeito do uso de Lactobacillus probidticos na quantificacdo de
Streptococcus mutans, Candida albicans e contagem total do biofilme dual associado.

Avaliar o efeito do uso de Lactobacillus probidticos na formacdo de lesGes de céarie

in vitro a partir de um biofilme dual de Streptococcus mutans e Candida albicans.
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3 MATERIAIS E METODOS

O projeto foi submetido a Comissdo de pesquisa da Faculdade de Odontologia da

UFRGS, sendo este aprovado e registrado com o numero 35.576 (Anexo A).

3.1 LOCAL DE REALIZACAO

O presente estudo foi realizado nos Laboratorios de Bioquimica e Microbiologia
bucal (LABIM) e Laboratorio de Materiais Dentarios (LAMAD) ambos da Faculdade de
Odontologia, localizados na cidade de Porto Alegre — RS.

3.2 COLETA DE DADOQOS

Foram utilizadas trés marcas comerciais disponiveis no mercado regional, que
apresentam em seus rotulos Lactobacillus spp. em suas formulas para avaliar o efeito
probidtico de bebidas fermentadas lacteas no biofilme dual (Candida albicans e Streptococcus
mutans). As amostras foram divididas entre os trés grupos experimentais para cada bebida

lactea, e um grupo controle sem o uso da bebida lactea.

Tabela 1 — Grupos experimentais e composicdo das bebidas lacteas fermentadas probidticas

conforme rotulo dos produtos.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Produto comercial Yakult Normal Yakult Light Chamyto
Lactobacillus indicados  Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus paracasei
no rétulo casei Shirota casei Shirota
Lotes BLO4 e IL82 C153 e CL183 L8301 e L9147
3.3 CALCULO AMOSTRAL

O célculo amostral foi realizado com auxilio do portal openEpi, baseado na diferenca
de médias da perda mineral do trabalho de Schwendicke et al. (2017), comparando a perda
mineral in vitro sobre blocos de esmalte sobre os quais foram cultivados Streptococcus

mutans com e sem probioticos, sendo utilizados os valores de média 9,772 e variancia de


http://www.yakult.com.br/yakult/default.aspx?mn=210&c=223&s=0
http://www.yakult.com.br/yakult/default.aspx?mn=210&c=223&s=0
http://www.yakult.com.br/yakult/default.aspx?mn=210&c=223&s=0
http://www.yakult.com.br/yakult/default.aspx?mn=210&c=223&s=0
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7,281 para o grupo S. mutans e de media 4,835 e varidncia de 5,235 para o grupo da
associacdo de S. mutans e L. casei. Considerando um intervalo de confianga de 95% e um
poder de 80%, foi obtido o nimero amostral de cinco blocos por grupo.

3.4 PREPARO DE BLOCOS DE ESMALTE

Blocos de esmalte foram confeccionados a partir de dentes incisivos de bovinos
extraidos de carcacas do frigorifico Callegaro e Irmdos, localizado no municipio de Santo
Angelo (Rio Grande do Sul) e do frigorifico GG, localizado na cidade de Ararica (Rio Grande
do Sul) (Apéndice B).

Antes do preparo dos blocos, os dentes foram submetidos a remoc¢éo de restos de
tecido e foram armazenados em uma solucéo de formaldeido tamponado 2% por 14 dias até o
preparo dos blocos. A partir disso, os dentes foram fixados pela raiz em uma morsa de
bancada acoplada a uma furadeira de bancada (Schulz FB13, Brasil) contendo uma broca
diamantada do tipo serra-copo com 8 mm de diametro (Black Jack J722, Brasil) de forma que
de cada dente foi obtido 1 bloco de esmalte a partir da face vestibular da coroa dos dentes
bovinos, todos com 6 mm de diametro. Os blocos que apresentaram fraturas na superficie
externa do esmalte, assim como rachaduras e hipocalcificagdo, foram excluidos (CURY et al.,
1997).

Os blocos de esmalte foram preparados com dimensdes de 6 mm de diametro por 2
mm de espessura em média. Para obtencéo de um bloco de esmalte com 2 mm de altura e com
maior area possivel de esmalte plano, primeiramente a face do bloco com dentina foi
aplainada. Para tal, a maior area de esmalte foi fixada com cera contra a superficie de um
disco de resina acrilica pré-fabricado (3 cm x 8 mm). A dentina foi aplainada utilizando-se
lixa lixa d’agua de granulacdo 150 (Carbimet® Paper Discs Buehler) na politriz (Apl-4
Arotec, Brasil).

Apos o aplainamento da dentina o bloco foi removido do disco de resina acrilica pré-
fabricado, sendo a seguir fixado novamente no centro do disco com a superficie da dentina
voltada para o acrilico. A politriz foi novamente utilizada em baixa rota¢do com lixa d’agua
de granulacdo 600 (Carbimet® Paper Discs). Apos os blocos de esmalte foram submetidos ao
ultrassom (Sonic Materials, Estados Unidos) em agua deionizada (200 mL) para cada 6
blocos, durante 1 minuto, para remocao de possiveis residuos que tenham se soltado da lixa.

A seguir, o procedimento foi novamente realizado na politriz, com lixa d’agua de

granulacdo 1200. Novamente os blocos de esmalte foram submetidos ao ultrassom, imersos
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em &gua deionizada durante 1 minuto para remoc¢do de residuos. Para o polimento final, foi
utilizado na politriz disco de papel feltro e pasta diamantada (Diamond FGM, Brasil). Apos o
polimento, os blocos de esmalte foram lavados em &gua deionizada corrente durante 2
minutos. Os blocos foram identificados e armazenados em recipiente plastico fechado com
agua destilada. Foram conservados em geladeira a 4°C até serem realizadas as analises de

microdureza de superficie do esmalte (CURY et al., 1997).

3.5 DETERMINACAO DA MICRODUREZA DE SUPERFICIE

A determinacdo inicial da microdureza de superficie do esmalte teve o objetivo de
selecionar os blocos de esmalte para o estudo e, alem disso, permitir o calculo da porcentagem
de perda de dureza de superficie apds os experimentos.

Apo6s o polimento, as endentagdes foram realizadas utilizando o microdurémetro
(HMV-2T Shimadzu, Japan). A partir do centro do bloco de esmalte, 1000 um abaixo do
limite superior ¢ 1500 um a direita do limite esquerdo foi realizada uma endentagdo de
referéncia, utilizando-se carga estatica de 100 g durante 10 segundos. Foram realizadas cinco
endentacGes em sequéncia, sob um peso estatico de 50 gramas, que foi aplicado por 10
segundos. Todas as endentacdes foram separadas entre si por uma distancia de 100 um. As
leituras da diagonal maior da endentacdo foram transformadas no nimero de dureza Knoop
(KHN) pela férmula:

KHN: 14224 x C
L2

KHN: Numero de dureza Knoop
C: Carga aplicada em gramas

L2: comprimento da diagonal em micrometros

Apo6s a mensuracdo foram calculadas a média de dureza das cinco endentacdes
calculadas para cada bloco de esmalte. Apos isso, foi calculado por meio de uma tabela do
Excel, a média geral dos blocos e o desvio padrdo, considerando que os blocos que tiveram

valores de dureza da superficie igual a média geral com varia¢do de 25% acima ou abaixo da
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média foram incluidos no estudo. A média geral foi o numero de dureza Knoop
(KHN)287,20, com valores minimo e maximo de 215,40 a 359 KHN (Tabela 2).

Tabela 2 — Dureza Superficial (KHN) dos blocos de esmalte incluidos no estudo

Blocos Valor dureza por endentac@es (n=5) Dureza média
1 378 355 320 302 320 335
2 323 288 293 317 362 316,6
3 374 333 347 330 395 355,8
4 400 391 299 347 362 359,8
5 387 323 303 337 355 341
6 330 362 318 274 272 311,2
7 323 317 340 355 308 328,6
8 260 269 290 282 228 265,8
9 323 366 317 387 391 356,8
10 293 327 333 302 330 317
11 238 230 267 236 240 242,2
12 387 391 323 340 325 353,2
13 340 182 242 189 249 240,4
14 249 269 244 280 255 259,4
15 212 269 240 249 277 249,4
16 327 362 305 358 337 337,8
17 288 302 355 347 323 323
18 238 258 249 202 215 232,4
19 366 299 213 242 274 278,8
20 320 308 344 374 330 335,2

3.6 RANDOMIZACAO DOS BLOCOS DE ESMALTE

Foram selecionadas cinco amostras por grupo experimental e 5 amostras para o
grupo controle. A randomizacdo dos blocos (n = 20) para 0s grupos experimentais e grupo
controle foi realizada através do site http://www.randomization.com. A partir do link de
acesso Random Permutation foram geradas 4 linhas com 5 nimeros aleatérios que variavam

de 1 a 20 de acordo com a nossa amostra total (Tabela 3).


http://www.randomization.com/
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Tabela 3 — Randomizacdo dos blocos de esmalte (nimeros de 1 a 20) em seus
respectivos grupos.

Grupos Blocos de esmalte bovino Média de dureza (KHN)
Grupo I: 4 6 10 13 20 312,72

Yakult

Normal
Grupo II: 3 7 11 17 19 305,68

Yakult

Light
Grupo IlI: 2 5 8 9 14 307.92
Chamyto

Grupo 1 12 15 16 18 301.56
Controle

3.7 PREPARO DAS AMOSTRAS

Em cada bloco de esmalte foi realizada uma delimitacdo da area que ficaria exposta
ao desafio cariogénico. Sendo delimitada a regido central do bloco onde haveria contato com
o biofilme dual. Sendo que toda a area externa a esta regido foi isolada com o uso de verniz de
unhas. Os blocos de esmalte foram fixados a um fio ortoddntico de 9 cm utilizando para a
fixacdo sistema adesivo convencional de 3 passos (Acido fosforico 37% Condac FGM,
Scothbond Multi Purpose 3M, Brasil) e resina composta (Z350 3M, Brasil) fotoativada com
fotopolimerizador (Bluephase Ivoclar Vivadent, Brasil). O fio ortoddntico foi transfixado a
tampa de um tubo Falcon de modo que as amostras ficassem imersas no caldo de cultura para
formacdo da lesdo cariosa sem estar em contato com as laterais e com o fundo do tubo. Para
evitar contaminacdo do meio via orificio da tampa, foi utilizado resina composta a tampa onde
o fio ortoddntico foi transfixado. O conjunto j& com os blocos fixados foi devidamente

esterilizado na autoclave (Autoclave vertical Phoenix, Brasil) a 120°C antes do experimento.

3.8 PREPARO DA CULTURA MICROBIANA DO BIOFILME DUPLA-ESPECIE

Cepas padrao de Streptococcus mutans (UA159) e Candida albicans (ATCC 90028)
do repositério do Laboratdrio de Bioguimica e Microbiologia (LABIM) foram descongeladas
e utilizou-se a pipeta P200 (Pipetman Gilson) para adicionar 100 pL da cultura em skim milk

nos tubos Falcon contendo meio Brain Heart Infusion Broth - BHI (Kasvi, Italia) acrescido de
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0,5% de glicose para reativacdo. As culturas liquidas de Streptococcus mutans (UA159) e
Candida albicans (ATCC 90028) foram mantidas por 48 h a 37 ° C, em estufa (02 CB- Fanel,
Brasil). Apos avaliar a turbidez do meio, pipetou-se novamente 100 pL do caldo, em placas
de petri com meio Brain Heart Infusion Agar — BHI (Acumedia Neogen, Estados Unidos) e
Sabourad Agar Dextrose (Acumedia Neogen, Estados Unidos) para o crescimento de S.
mutans e C. albicans respectivamente. A confirmacédo da pureza dos microrganismos isolados
e dos lactobacilos presentes nas bebidas lacteas foi realizada pela analise em microscépio
apos coloracao pelo método de Gram (Figura 1)

Figura 1 — Confirmac&o da pureza dos microrganismos pelo método de Gram.

N F i
3 ‘
(a) (b) (©)

Fonte: O autor

Nota: Figura 1. A imagem (a) representa Candida albicans; Na imagem (b) estdo os

microrganismos Streptococcus mutans; A imagem (c) representa os Lactobacillus.

3.9 AJUSTE DA DENSIDADE OPTICA PARA EXPERIMENTO

Apos o crescimento, as culturas foram transferidas para o caldo BHI, acrescido de

0,5% de glicose. Novamente foram para a estufa para crescimento por um periodo de 8 horas.
Ajustou-se a densidade Optica (DO) das culturas microbioldgicas no espectrofotdmetro
(Spectronic 21D, Milton Roy) a partir dos valores de absorbancia, considerando o
comprimento de onda em 600 nm e valor de OD 0,033 para S. mutans e de 0,044 para C.
albicans, semelhante a propor¢do utilizada no estudo de Andrade (2017). Essa OD
corresponde a aproximadamente 10 UFC/mL e 10* UFC/mL, respectivamente. O volume do
indculo foi realizado na propor¢do de 1:1 em volume de cada cultura de S. mutans e C.

albicans.
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3.10 MODELO EXPERIMENTAL

Todas as amostras ficaram imersas em 5 ml de caldo BHI com 0,5% de sacarose por
24 horas. Todos os dias as 17h30min durante um periodo de 14 dias, as tampas contendo 0s
fios com os blocos eram colocados em um tubo novo contendo 5 ml de caldo BHI com 0,5%
de sacarose. Esse procedimento foi realizado para que ndo se esgotassem as fontes
nutricionais do meio e que o mesmo n&o atingisse demasiada acidificacdo. A partir do 3° dia
de experimento, antes da troca do meio, houve o contato dos grupos experimentais com oS
produtos lacteos fermentados 1x/dia, por 5 minutos, simulando a ingestdo diaria do produto
pelo individuo. No grupo controle, ao invés de ter contato com a bebida lactea, o grupo ficava
imerso em agua destilada estéril, por 5 minutos.

A afericdo do pH do meio foi realizada com fitas medidoras de pH — Fix 0-14
(Macherey- Nagel, Estados Unidos) no inicio e final do experimento. Ap0s o0 periodo

estabelecido, o biofilme formado foi coletado e processado conforme descrito abaixo.

3.11 DILUICAO SERIADA DAS AMOSTRAS E CONTAGEM DAS COLONIAS DE
MICRORGANISMOS

Ao final do experimento de 14 dias, antes da coleta do biofilme todos os blocos
foram lavados com 1mL de dgua destilada estéril para eliminar células ndo aderidas. Coletou-
se entdo o biofilme formado no centro do bloco do esmalte com colher de dentina estéril. O
biofilme coletado foi armazenado em tubos eppendorf com 900 uL de solucédo salina esteril.
A seguir foi realizada a diluicdo seriada (10 a 10 e aliquotas (25 pL) de cada diluicdo
foram semeadas em duplicata nos meios seletivos e nio seletivos (Agar Sabouraud Dextrose —
C. albicans; Agar Rogosa SL - ROG (Himedia, India) - Lactobacillus; Agar - MSB (Himedia,
India) - Streptococcus mutans; Agar BHI — contagem de micro-organismos totais).

Apos a realizacdo da diluicdo seriada, as placas de petri foram armazenadas na
estufa, a 37°, num ambiente microaerofilico, pelo periodo de 48h (MSB; SAB) e 72h (ROG;
BHI). Depois desse periodo, realizou-se a contagem das coldnias microbianas com auxilio de
lupa estereoscopica (Olympus SZ51, China) com aumento de 10x e foi realizado o célculo de

UFC/mL pela seguinte férmula no Excel:
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UFC/mL = N° de colonias* x Diluicdo** x 40*** (correcdo do volume)

*Meédia de coldnias contadas nas duas gotas
**Q valor multiplicado deve corresponder a sua diluicdo (1, 10*, 10? e 10%)
*** O volume das gotas € de 0,025 mL, é necessario multiplicar por 40.

3.12 AVALIACAO MICROBIOLOGICA DAS BEBIDAS LACTEAS

Realizou-se a avaliagdo microbioldgica dos leites fermentados. Para isso, foram
preparadas placas de petri com o meio Rogosa para o crescimento dos Lactobacillus. Uma
aliquota de 100 pL de cada bebida lactea foi semeada em placas de petri pela técnica de
esgotamento. Além disso, foram realizadas as dilui¢des seriadas das culturas em solucéo
salina. Brevemente, em frascos de eppendorf, contendo 900 pL da solucdo salina foram
pipetados 100 pL das bebidas lacteas. A seguir foi realizada a diluicio seriada (10™ a 10°) e
aliquotas (25 pL) de cada diluicdo foram semeadas em duplicata no meio Rogosa. As placas
de petri semeadas foram armazenadas na estufa, a 37°, num ambiente microaerofilico, pelo
periodo de 72h. Depois desse periodo, realizou-se a contagem das colénias microbianas e foi
realizado o calculo de UFC/mL de modo ja descrito anteriormente. A partir das placas de
cultivo de Lactobacillus com a técnica de esgotamento, foram realizadas coloracdo gram para

confirmar a presenca dessas espécies.
3.13 ANALISE VISUAL DOS BLOCOS DE ESMALTE

O aspecto visual dos blocos ap6s o periodo experimental de 14 dias foi avaliado
através de fotos clinicas dos blocos de esmalte bovino cariados. Todas as imagens foram
obtidas através de condicdes padronizadas pela camera fotografica com lente Macro Pro

acoplada ao Iphone (6S plus). As imagens foram obtidas no formato JPEG.
3.14 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS
A analise estatistica foi realizada por meio do programa SPSS, onde foi utilizado o

teste ANOVA one-way seguido do teste de comparagdo post- hoc maltipla de Bonferroni. O

nivel de significancia aceito para as analises foi de 5% (P<0.05).
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4 RESULTADOS

O fluxograma abaixo (Fig.2) mostra o desenho experimental do estudo.

Figura 2: Desenho experimental.
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Fonte: O autor

4.1 QUANTIFICACAO DE LACTOBACILLUS NAS BEBIDAS LACTEAS

Os produtos utilizados nos grupos experimentais foram avaliados por meio da
quantificacdo de Lactobacillus spp. presentes em cada grupo (Tabela 4). Durante o
experimento foram utilizados 12 produtos de cada marca, isto é, 2 lotes diferentes. O grupo
Yakult Normal e Yakult Light apresentam 80 g de bebida lactea. Ja o grupo Chamyto

apresenta 75 g do produto.
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Tabela 4 — Quantificagcdo de UFC/mL em log 10 de Lactobacillus,

Produto Lactobacillus UFC/mL (log)
Yakult (lote 1) 9,15
Yakult (lote 2) 9,17
Yakult Light (lote 1) 9,15
Yakult Light (lote 2) 9,12
Chamyto (lote 1) 8.53
Chamyto (lote 2) 8,41

Conforme a contagem de Lactobacillus presentes nos produtos probioticos, o grupo
Chamyto foi o que apresentou menor contagem de UFC/ml.

Quanto as informagdes do rotulo dos produtos, todos 0s grupos apresentam apenas
uma espécie de probiotico na sua composicdo. Porem, ao avaliar a morfologia das espécies na
lupa estereoscopica, verificamos que havia dois tipos morfolégicos nos grupos Yakult Normal
e Yakult Light. Na coloracdo de Gram todos eram bacilos Gram positivos. Na tabela (Tabela

5) e figura (Fig. 3) a seguir é possivel verificar a morfologia encontrada das colonias.

Tabela 5 — Morfologia das colnias das espécies Lactobacillus spp. encontradas nos produtos
lacteos.

Produto Espécie Morfologia

1) Bordos irregulares rugosos;
textura lisa central; cor
Yakult Normal e Yakult Light Lactobacillus casei Shirota branco-opaco no centro e na
periferia halo transparente;
coldnia elevada.

2) Bordos delimitados e lisos;
textura lisa; cor branco-
brilhoso; coldnia pequena e
elevada.

1) Bordos irregulares rugosos;
textura rugosa; cor branco-
Lactobacillus paracasei opaco no centro e na periferia
halo transparente; colonia
elevada.

Chamyto
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Figura 3 — Fotografias da morfologia das col6nias das espécies Lactobacillus spp. nos
produtos lacteos.

Fonte: O autor
Nota: Nas imagens acima, € possivel avaliar a morfologia encontrada nos grupos Yakult

Normal e Yakult Light (a). Na figura (b) est&o representadas as coldnias encontradas do
Grupo Chamyto.

4.2 AVALIACAO DA VARIACAO DO PH

Durante o experimento, o pH inicial e final foi medido com as fitas de pH. O pH
inicial foi aferido e todos os grupos apresentaram valor igual a pH 7. Apos 24 horas o pH do
meio atingiu o valor de pH igual a 4 em todos 0s grupos e este valor se manteve estavel até o

final do experimento.

4.3 FOTOGRAFIAS CLINICAS DOS BLOCOS DE ESMALTE

Apos o desafio cariogénico, foi removido o biofilme formado e foi realizada a limpeza
com gaze e acetona dos blocos para remocdo de restos de verniz de unhas. Com isso, foi
observada uma grande desmineralizacdo dos blocos de todas as amostras. Todos 0s blocos do
mesmo grupo foram dispostos lado a lado na mesma linha para ter uma comparacdo do grau
de desmineralizacdo. Através das imagens, como mostra a figura 4, é possivel avaliar que em
todos os grupos houve desmineralizacdo acentuada com formacao de lesdo ativa sem cavidade
em esmalte e em alguns blocos houve formacao de cavidade. A cavita¢do ocorreu em todos 0s
grupos experimentais. Ndo houve diferenca perceptivel visualmente entre 0s grupos

experimentais e 0 grupo controle.
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Figura 4 : Blocos de esmalte ap6s o fim do experimento.

Grupo Controle

Grupo Vakult Light

Fonte: O autor

4.4 ANALISE DO BIOFILME

A Tabela 6 mostra as modificagdes no biofilme dual frente ao uso de produtos lacteos

fermentados.



24

Tabela 6 — Contagens de células vidveis (Log10 UFC/mL)para os diferentes grupos
analisados

Grupos Streptococcus mutans Candida albicans Lactobacillus Contagem Total
Yakult 5,16 + 0,64 2,69 + 0,63 6,27 + 0,51° 6,21 + 0,28°
Normal
Yakult 5,01 +0,06° 2,25 +0,15° 6,42 + 0,47 6,02 + 0,45%
Light
Chamyto 4,91 +0,57° 2,32 +0,67% 4,21 +0,48° 5,11 + 0,65"
Controle 6,11 + 0,23" 3,94 +1,69° 0° 6,1 +0,46°

Nota: Letras minusculas representam diferenca estatistica entre as bebidas lacteas.

Quando analisamos o crescimento de Streptococcus mutans, € possivel notar que
houve uma diminuicdo da contagem desse microrganismo em todos 0S grupos experimentais
em relagdo ao grupo controle.

Em relacdo a Candida albicans, ndo houve diferenca estatistica entre todos 0s grupos
analisados.

Quando avaliamos o crescimento de Lactobacillus spp., podemos observar que ele foi
capaz de se incorporar ao biofilme dupla-especie. Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos Yakult Normal e Yakult Light quanto a contagem de lactobacilos
no biofilme. O grupo Chamyto apresentou resultado significativamente menor na contagem
de lactobacilos quando comparado aos demais grupos experimentais. Como esperado, nao
houve crescimento de lactobacilos no grupo controle.

Em relacdo a contagem total de micro-organismos ndo foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos Yakult Normal, Yakult Light e Controle. O
grupo Chamyto foi o0 que apresentou menor contagem de microrganismos totais e foi
semelhante ao grupo Yakult Light em relacdo a contagem total.

A seguir, os graficos das curvas de contagem de microrganismos estdo representados

na figura 5.
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Figura 5: Contagem de UFC/mL em log10 para cada grupo experimental e grupo controle em
relacdo a contagem em meio seletivo para S.mutans, C. albicans, Lactobacillus e contagem

em meio ndo seletivo para analise de microrganismos totais.
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Fonte: O autor.

A partir da figura 3 é possivel visualizar o que foi apresentado na tabela 6 de forma
ilustrativa. Como esperado, o grupo controle ndo apresentou crescimento de Lactobacillus. O
grupo Chamyto, quando comparado aos demais grupos experimentais, foi o que teve menor

crescimento de Lactobacillus e apresentou menor contagem total de microrganismos.
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5 DISCUSSAO

A cérie dentéria € uma doenca multifatorial, ocasionada por microrganismos com
capacidade de produzir acidos organicos e suportar o ambiente acido que é criado, devido a
fermentacdo de carboidratos da dieta. O resultado desse desequilibrio é a desmineralizacdo do
tecido dentario (SIMARK-MATTSSON et al., 2009). O protocolo de desmineralizagdo
utilizado nesse estudo in vitro foi capaz de formar lesdo cariosa na superficie dentaria dos
blocos de esmalte bovinos. O inéculo microbiano inicial foi de 10> UFC/mL para S. mutans e
10" UFC/mL para C. albicans. Outro estudo in vitro de formac&o de biofilme dual utilizou um
indculo inicial maior sendo S. mutans de 10° UFC/mL e C. albicans de 10* UFC/mL
(KRZY'SCIAK et al., 2017). No presente estudo, o inoculo inicial foi menor para permitir o
crescimento microbiano por 24h até a troca do meio. Se a carga microbiana fosse muito alta a
saturacdo dos nutrientes do meio poderiam esgotar-se antes do periodo desejado. Apesar do
indculo inicial menor, a perda mineral foi maior do que a esperada para o periodo
experimental de 14 dias. Varios blocos perderam estrutura dentaria, a ponto de formar
cavidade. O planejamento inicial do estudo envolvia a mensuracdo da perda final de dureza
superficial Knoop de superficie, porém essa mensuracdo ndo foi possivel devido a grande
perda mineral apresentada pelos blocos. Posteriormente serdo realizados cortes longitudinais
dos blocos e mensuracdo da perda mineral em profundidade para avaliar a perda mineral final.

Em estudos in vitro sobre formacdo de lesdo de carie, usualmente sdo empregados
dentes bovinos (LIPPERT; BUTLER; LYNCH, 2013). No entanto, os dentes bovinos
apresentam maior e mais rapida desmineralizacdo — condicdo que pode ser atribuida a maior
porosidade do esmalte bovino, permitindo mais rapida difusdo de ions para a area
desmineralizada, maior conteddo de carbonato e diferente arranjo prismatico— em relacdo ao
esmalte humano (LIPPERT; BUTLER; LYNCH, 2013). Um dos principais microrganismo
relacionado com a doenca cérie € o Streptococcus mutans devido ao seu elevado potencial
cariogénico. Suas propriedades acidogénicas e metabolismo rapido de sacarose, frutose e
glicose diminui o pH desafiando a homeostase da microbiota oral (STAMATOVA,
MEURMAN, 2009). A interacdo existente entre S. mutans e C. albicans foi investigada por
Barbosa et al. (2016), onde avaliou-se o efeito de S. mutans no crescimento de C. albicans em
biofilme in vitro. Os resultados mostraram uma maior contagem de C. albicans nos biofilmes
mistos quando comparado ao biofilme formado apenas por C. albicans, indicando que as
células de S. mutans foram capazes de estimular o crescimento de C. albicans. Esse

sinergismo entre essas espécies mostra a capacidade que elas possuem de co-agregacao, o que
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melhora o processo de adesdo, como foi mostrado em andlise do biofilme entre essas espécies
na Microscopia eletronica de varredura (PEREIRA-CENCI et al., 2009). Considerando o
sinergismo descrito entre S. mutans e C. albicans, esses microrganismos foram selecionados
para compor o biofilme dual de nosso estudo, em que buscamos avaliar a capacidade das
bebidas lacteas comumente consumidas por criangas em modificar o biofilme cariogénico.
Durante dois dias, somente S. mutans e C. albicans foram cultivados, para entéo ser utilizado
0 produto probidtico. Desta forma, o biofilme dual j& estaria estabelecido previamente ao
contato com os produtos probidticos. A escolha do tempo experimental de 14 dias, uso de
sacarose no meio de cultura, uso de bactérias cariogénicas, S. mutans e C. albicans, e uso de

esmalte bovino podem ter contribuido para a desmineralizacdo acentuada observada.

O efeito benéfico que um probiotico deve ter no controle ou prevencdo de doenca
carie € estabelecido pela adesdo as superficies dentarias e integracdo desses microrganismos
no biofilme (BIZZINI et al., 2012; BADET; THEBAUD, 2008). Os Lactobacillus presentes
nas bebidas lacteas probioticas analisadas foram capazes de se integrar ao biofilme dupla-
espécie de maneira efetiva, diminuindo a contagem de S. mutans, mas ndo alterando
significativamente a contagem de C. albicans. Corroborando com nosso estudo, Michalek et
al., (1981) concluiu que na presenca de Lactobacillus casei no biofilme dentario pode reduzir
a concentracdo de S. mutans no biofilme. Embora diversos autores (BORIS; BARBES, 2000;
HOFS et al., 2016) apontem um possivel papel antagonista entre Lactobacillus e C. albicans
nossos resultados ndao foram significativos para comprovar essa relacdo. Diferentemente do
nosso estudo, cepas de Lactobacillus usadas comercialmente em diversos produtos
probidticos a fim de inibir o crescimento de S. mutans e C. albicans in vitro, mostraram que
todas as cepas de Lactobacillus testadas reduziram o crescimento de Candida albicans, mas o
efeito foi em geral um pouco mais fraco para S. mutans (HASSLOF et al., 2010). O Chamyto
foi o Unico produto lacteo capaz de diminuir a contagem total de microorganismos do
biofilme, bem como Krzysciak et al., (2017) mostraram uma diminui¢do da contagem total de
microrganismos com uso de probidticos.

Os produtos utilizados com Lactobacillus na sua composicdo apresentaram um
namero satisfatério de UFC/mL em suas composicdes para uso como probioticos. Nossas
contagens de Lactobacillus spp. nos produtos mostram uma variagdo de 10% a 10° UFC/ml,
sendo, portanto suficientes para terem efeito no biofilme estudado.

O efeito dos probidticos na modulagdo do biofilme foi observado, mas sem efeito

protetor em relacdo a perda mineral. Todos 0s grupos apresentaram perda mineral acentuada
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com formacdo de lesdo cariosa ativa ndo cavitada e cavitada. Esse estudo in vitro,
caracterizou o0 uso de produtos lacteos em populacdo exposta a desafio cariogénico elevado:
com presenca de bactérias cariogénicas e uso continuo de sacarose. Para essas condigdes
experimentais 0s probidticos ndo foram capazes de inibir a desmineralizacdo dental. Sera
necessaria a analise da microdureza com corte longitudinal em profundidade dos blocos para

confirmar os achados.
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6 CONCLUSAO

Os Lactobacillus presentes nos produtos lacteos testados foram capazes de se
incorporar e modificar o biofilme dual, reduzindo as contagens de S. mutans sem haver
reducdo de C. albicans. Apesar disso, a perda mineral parece ter sido semelhante em todos 0s
grupos analisados. As bebidas fermentadas lacteas modularam o biofilme reduzindo a
contagem de S.mutans, mas ndo foram capazes de inibir a formagdo de lesdo cariosa no

desafio cariogénico proposto no experimento.
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ANEXO A - PARECER DA COMPESQ

O objetivo do presente estudo € avaliar o efeito modulador de Lactobacillus
probioticos no biofilme dual de Streptococcus mutans e Candida albicans durante a formagéo
de lesbes de cérie in vitro. Os Lactobacillus serdo obtidos a partir de produtos lacteos
fermentados (Vigor, Yakult, Yakult light e Chamyto). Cepas de Candida albicans
(ATCC90027) e Streptococcus mutans (UA156) serdo utilizadas como microrganismos
cariogénicos na formagdo de biofilme dual. Blocos de esmalte bovinos serdo fixados em
tampa de tubo Falcon e imersos em caldo de cultura BHI acrescido de 5% de sacarose e 0
indculo das bactérias cariogénicas. Durante 14 dias ocorrerd o desafio cariogénico nos blocos
e apos o periodo experimental serd avaliado a cariogenicidade do biofilme e a formacéo das
lesGes cariosas nos blocos. As amostras serdo dividas em cinco grupos experimentais para
cada bebida lactea fermentada, e um grupo controle sem o uso de Lactobacillus. Nos grupos
experimentais, havera o contato com os produtos lacteos fermentados 1x/dia, simulando a
ingestdo diaria do produto pelo individuo. Os resultados serdo avaliados quanto aos critérios
de quantificagdo da massa de biofilme e tera sua estrutura observada pela Microscopia
Confocal. Além disso, serd avaliada a microdureza final do esmalte e fotografias seréo
realizadas dos blocos de esmalte apos o desafio cariogénico.

O presente projeto foi aprovado quanto ao mérito pela Comisséo de Pesquisa.



