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RESUMO
As bactérias consideradas mais cariogénicas sdo os estreptococos do grupo mutans,
principalmente Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus. Entretanto, outras espécies
bacterianas, tais como Lactobacillus e Bifidobacterium também sio detectadas em lesdes
de carie dentaria. Assim, o objetivo deste estudo foi verificar a capacidade de espécies de
Bifidobacterium e Lactobacillus associadas com estreptococos em produzir polissacarideos
extracelulares insoluveis (PECIs) e desmineralizar o esmalte dentario. As espécies
bacterianas utilizadas foram: Bifidobacterium animalis (ACTIVIA®), B. longum (ATCC
15707), B. lactis (LMG 18905), B. dentium (ATCC 27678), Lactobacillus acidophilus (ATCC
4356), L. casei (ATCC 393), L. casei shirota (Yakult®), Streptococcus mutans (3VF2), S.
sobrinus (ATCC 27607). Apds a preparacao e selecdo dos blocos de esmalte bovino
(n=180) através da dureza de superficie, os blocos foram divididos em 2 grupos: G1: todas
as espécies bacterianas combinadas com S. mutans (3FV2) e G2: estas espécies
combinadas com S. mutans+ S. sobrinus. Para cada combinagao, 10 blocos foram expostos
as combinagdes de espécies bacterianas por 7 dias. Apds esse periodo, a dureza em
secgcdo longitudinal ou de subsuperficie (AKHN) e a quantidade de PECIs foram
determinados. Os dados foram submetidos a analise de variancia (1-critério) seguida pelo
teste de Bonferroni (p<0,05). Os resultados mostraram que no G1, as combinagdes de S.
mutans com B. animalis, ou B. dentium ou L. acidophilus produziram as maiores
quantidades de PECIs (p<0,05) e a combinagédo de S. mutans+ B. animalis levou a maior
perda de dureza de subsuperficie (p<0,05). No G2, a combinagdo de S. mutans + S.
sobrinus + B. longum produziu a maior quantidade de PECIs e causou a maior
desmineralizagdo de subsuperficie de esmalte (p<0,05). Conclui-se que B. animalis e B.
longum, quando associados com S. mutans e S. mutans/S. sobrinus respectivamente
contribuem para a produgao de PECIs e induzem maior desmineralizagdo de subsuperficie

do esmalte.

Palavras-chaves: Bifidobactérias. Lactobacilos. Carie dentaria. Desmineralizacdo dentaria.

Polissacarideos extracelulares.
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ABSTRACT

The bacteria considered more cariogenic are mutans streptococci, specially Streptococcus
mutans and Streptococcus sobrinus. However, other bacterial species, such as Lactobacillus
and Bifidobacterium have been also detected in dental caries lesions. Thus, the aim of this
study was to verify the ability of species of Bifidobacterium and Lactobacillus associated with
mutans streptococci in producing insoluble extracellular polysaccharides (iEPS) and
demineralizing dental enamel. Bacterial species used were: Bifidobacterium animalis
(ACTIVIA®), B. longum (ATCC 15707), B. lactis (LMG 18905), B. dentium (ATCC
27678),Lactobacillus acidophilus (ATCC 4356), L. casei (ATCC 393), L. casei shirota
(Yakult®) Streptococcus mutans (3VF2) and S. sobrinus (ATCC 27607). Bovine enamel
blocks (N=180) were used. After the preparation and selection of bovine enamel blocks
(n=180) by means the surface hardness, the blocks were divided in 2 groups: G1: bacterial
species combined with S. mutans(3FV2) and G2: these species with S. mutans + S.
sobrinus. For each combination, 10 blocks were exposed to the bacterial associations for 7
days. Afterwards, the quantity of iEPS and the cross-sectional hardness or subsurface
hardness (AKHN) values were determined. Data were submitted to variance analysis (one-
way) followed by the Bonferroni’s test (p<0.05). The results showed that the combinations of
S. mutans+ B. animalis or L. acidophilus or B. dentium produced higher quantify of iEPS
(p<0.05) and the combination of S. mutans+ B. animalis led to the highest loss of subsurface
hardness (p<0.05). In G2, S. mutans + S.sobrinus+ B. longum produced the highest quantity
of iIEPS and led to the highest enamel demineralization (p<0.05). It was concluded that B.
animalis e B. longum when associated with S. mutans and/or S. mutans/S. sobrinus

contributes to iEPS and induced higher enamel demineralization.

Keywords: Bifidobacteria. Lactobacilli. Dental caries. Dental demineralization.Extracellular

polyssacharides.
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1 INTRODUGAO

A carie é uma doenca infecciosa, caracterizada pela desmineralizagao dos
tecidos duros do dente pela acao de acidos provenientes da fermentagéo microbiana
dos carboidratos da dieta (FERJERSKOV e KIDD, 2005). Quando atinge criangas
muito jovens, na fase da denticdo decidua é denominada de carie precoce da
infancia (CPI)(DRURY et al., 1990). Devido a progressao rapida da doenca, a
etiologia proposta para a CPIl envolve a associacdo entre trés fatores principais:
ingestéo frequente de dieta rica em carboidratos fermentaveis como a sacarose, alta
contagem de bactérias cariogénicas e maior vulnerabilidade imunolégica da crianga
(MATTOS-GRANER et al., 1998; MATTOS-GRANER et al., 2001; RAMOS-GOMEZ
et al., 2002; COLOMBO et al., 2016)

O grupo bacteriano considerado mais cariogénico é o dos estreptococos
mutans, especialmente Streptococcus mutans (VAN HOUTE et al., 1991; MATTOS-
GRANER et al.,, 2001). Entretanto, outras espécies igualmente acidogénicas e
aciduricas podem estar envolvidas com o inicio das lesdes de carie (SANSONEet al.,
1993; VAN HOUTE et al.,, 1996). Lactobacillus e Bifidobacterium tém sido
encontradas nos biofilmes de lesbes de mancha branca (VAN RUYVEN et al., 2000).
Estudo mostrou alta prevaléncia de bactérias da familia Bifidobacteriaceae ou ainda
grande associagao entre Streptococcus mutans e bifidobactérias em amostras de
saliva de criangcas com CPI (TANNER et al., 2011)

A familia Bifidobacteriaceae € composta por microrganismos anaerdbios
gram-positivos, nao filamentosos, em forma de bastonete, que habitam o trato
gastrointestinal. E dividida em sete géneros: Bifidobacterium, Aeriscardovia,
Falcivibrio, Gardnerella, Parascardovia, Scardovia e Alloscardovia(SAXELIN et al.,
2005). Espécies do género Bifidobacterium ou bifidobactérias tem recebido muita
atencao por seu papel benéfico para a saude humana, incluindo o aumento da
resposta imune adaptativa, tratamento ou prevencdo de infeccbes do trato
respiratorio e urogenital, além da prevencdo de alergias e doengas atopicas na
infancia e por isso vém sendo incluidos em produtos alimenticios (SAXELIN et al.,
2005). Estudos tem sugerido que o consumo de produtos contendo probidticos, ou
seja, microrganismos vivos, entre os quais, as bifidobactérias e os lactobacilos,
poderiam atuarna redugédo de S. mutans na saliva (CAGLAR et al., 2005, CAGLAR
et al., 2008; CILDIR et al., 2009). Entretanto,outros estudos tém apontado para o
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potencial cariogénico de alguns desses probioticos(NAKAJO et al., 2010; VALDEZ et
al., 2016).

Algumas espécies de bifidobactérias,como B. dentium, B. longum, B. breve,
B. subtile, B. adolescentis e B. urinalis.tém sido isoladas do biofilme dental, saliva e
lesbes de carie (MODESTO et al., 2006, BEIGHTON et al., 2008, MANTZOURANI et
al., 2009). Estudo verificou alta frequéncia de B. dentium, B. longume B. breve
emlesdes de carie oclusale ausénciadessas espécies em superficies livres de carie,
sustentando a hipdtese de que essas bactérias apresentam um papel na progressao
das lesbes de carie oclusal (MANTZOURANI et al., 2009). Esses achados podem
ser explicados pela habilidade acidogénica (producdo de acidos através da
fermentacdo de carboidratos) e acidurica (tolerdncia a um pH baixo) das
bifidobactérias em sobreviver e proliferar em ambientes acidos de lesées de carie,
similar ao que ocorre no trato gastrointestinal (VAN HOUTE et al., 1996; NAKAJO et
al., 2010, VALDEZ et al., 2016).As quedas de pH causadas por 14 probiéticos, entre
eles as bifidobactérias B. longum e B. lactis e os lactobacilos L. casei, L. casei
shirota e L. acidophilus, a partir da degradacéo de sacarose e outros agucares foram
avaliadas por Haukioja et al. (2008). Os autores verificaram que todas as cepas
produziram acidos eficientemente a partir de glicose e reduziram o pH comparavel a
S. mutans. Todos os lactobacilos testados, exceto L. rhamnosus (GG), e somente
uma das bifidobactérias, B. lactis (Bb12) causaram reducdo significante no pH na
presenca de lactose.

S. mutans sao capazes de produzir enzimas denominadas
glucosiltransferases que hidrolisam a sacarose da dieta em glicose e frutose. Os
residuos de glicose ligam-se entre si para formar os polissacarideos extracelulares
(PEC) ou glucanos insoluveis que sao responsaveis pela adesdao dos
microrganismos as superficies dentarias e formagdo da matriz extracelular que
estrutura o biofilme dental (BURNE, 1998). A maioria das espécies de lactobacilos e
bifidobactérias consegue degradar diversos tipos de carboidratos, dentre eles,
glicose, frutose, manose, n-acetilglicosamina, sorbitol, entre outros. Muitas delas
apresentam glicosidases, transportadores e enzimas metabdlicas para fermentar até
agucares que nao sao absorvidos por humanos ou animais (FUSHINOBU, 2010), o
que favorece sua sobrevivéncia e proliferagdo em ambientes hostis. Além da
degradagdao de agucar, para a formacao de biofime é necessario que haja a

denominada coagregagao microbiana, que consiste no reconhecimento especifico e
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adesao de microrganismos distintos geneticamente que promovera a organizagéo e
as interacbes célula-célula que aumentardo a resisténcia das espécies
individualmente ou do biofilme como um todo (KOLENBRANDER et al., 2010). Ainda
existem poucos estudos avaliando coagregacdo de S. mutans e espécies de
bifidobactérias. O primeiro estudo que avaliou a interagdo entre espécies da
microbiota oral e intestinal foi realizado por Ledderet al. (2008). Os autores
verificaram forte coagregagdo entre Fusobacterium nucleatum e seis das nove
especies orais avaliadas, mas somente com uma bactéria intestinal, B. adolescentis.
Neste estudo, S. mutans teve melhor interacdo com L. rhamnosus e minima
coagregagao com bactérias intestinais. Haukiojaet al. (2006) avaliaram a capacidade
de adesdo a discos de hidroxiapatita cobertos com saliva ou ndo de espécies de
bifidobactérias e lactobacilos e verificaram que eles apresentam baixa capacidade
de adesdo com ou sem a presenca de saliva, sendo que essa capacidade é
melhorada quando essas espécies sdo coagregadas com F. nucleatum. Mais
estudos sdo necessarios a fim de se conhecer o papel de bifidobactérias e
lactobacilos na progressdo da carie dentaria, quando em associagdo com

estreptococos orais.
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2 OBJETIVOS

Avaliar a capacidade de espécies de bifidobactérias (Bifidobacterium lactis,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium animalis e Bifidobacterium dentium) e de
lactobacilos (Lactobacillus acidophilus,Lactobacillus casei e Lactobacillus casei
Shirota)associadas com estreptococos (Streptococcus mutans e Streptococcus
sobrinus) em induzir lesdo de carie dentaria inicial e produzir polissacarideos

extracelulares insoluveis (PECIs).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Cepas bacterianas e condi¢oes de crescimento

Os ensaios foram realizados utilizando as seguintes espécies de
Bifidobacterium: B. animalis (ACTIVIA®), B. longum (ATCC 15707), B. lactis (LMG
18905) e B. dentium (ATCC 27678); espécies de Lactobacillus: L. acidophilus (ATCC
4356), L. casei (ATCC 393) e L. casei shirota(Yakult®) e espécies de Streptococcus:
S. mutans (3VF2) e S. sobrinus (ATCC 27607). Todas as cepas ATCC foram obtidas
da Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) ou Fundagao
André Tosello (Campinas, SP, Brasil). B. animalis foi isolada do iogurte ACTIVIA®eL.
casei do leite fermentado Yakult®. S. mutans 3VF2 é uma cepa clinica gentilmente
cedida pela Profa. Dra. Renata de Oliveira Mattos-Graner da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba (FOP-UNICAMP), que se mostrou cariogénica em estudo
realizado pela pesquisadora (Mattos-Graneret al., 2004). As espécies foram
reativadas em placas contendo meios de cultura especificos (Mitis Agar Salivarius
(Difco Lab.) com bacitracina para S. mutans e S. sobrinus; RogosaAfar (Difco Lab.)
para L. casei e L. acidophilus; TOS-muporicina (MercK) para as bifidobactérias, em
anaerobiose com sistema Anaerocult (Merck). Em seguida, 5 colbnias de cada
espécie foram inseridas em caldo BHI — Brain Heart Infusion (Difco Lab.) —
individualmente e incubadas a 37 °C por 24 h. Todos os ensaios foram realizados

em triplicata.

3.2. Inducio de lesido de carie inicial in vitro (APENDICE1)

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Aragatuba — UNESP (protocolo 197/2013, ANEXO 1). Dentes
incisivos centrais bovinos foram utilizados. Estes dentes foram mantidos em solugéo
de formol a 2%, em pH 7,0,durante 1 més para desinfec¢cao.Blocos de esmalte
bovino (4x4 mm) foram obtidos a partir da por¢do mais plana da superficie vestibular
das coroas utilizando uma cortadeira de bancada (IsoMet 1000, Buehler, Lake Bluff,
IL, EUA) com dois discos diamantados (series 15HC 11 — 4243 Diamond, Buehler)
separados por um disco espagador (espessura: 4 mm) sob refrigeragdo com agua
destilada. A dentina foi ajustada para obter superficies paralelas entre esmalte e
dentina (espessura £ 2 mm), utilizando lixas de granulacédo (CARBIMET, Buehler),
sob baixa velocidade e refrigeragcdo. Em seguida, os blocos foram sequencialmente
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polidos utilizando lixas de granulagcédo (600, 800 e 1200 — Buehler); um polimento
final foi realizado utilizando um disco feltro (BuehlerPolishingCloth 40-7618)
umedecido com uma solugdo diamantada de 1 um (ExtecCorp., Enfield, CT, EUA)
(VIEIRA et al., 2005). Blocos com uma dureza superficial (DS) entre 320 e 380 KHN
foram selecionados e randomizados utilizando o programa Excel (Microsoft Inc.).
180 blocos de esmalte foram utilizados. Grupo 1 (n=90): espécies bacterianas
combinadas com Streptococcus mutans (3FV2) totalizando 9 combinag¢des (10
blocos para cada combinagao); Grupo 2: (n=80): espécies bacterianas combinadas
com S. mutans + S. sobrinus totalizando 8 combinag¢des (10 blocos para cada
combinagdo). Em cada grupo, controles de S. mutans (n=10) e S. mutans + S.

sobrinus também foram analisados.

Grupo 1 Grupo 2

S. mutans + S. sobrinus S. mutans + S .sobrinus + L. casei

S. mutans + L. casei S. mutans + S.sobrinus + L.casei shirota

S. mutans + L. casei shirota S. mutans + S. sobrinus + L. acidophilus

S. mutans + L. acidophilus S. mutans + S. sobrinus + B. dentium

S. mutans + B. dentium

S. mutans + S. sobrinus + B. longum

S. mutans + B. longum

S. mutans + S. sobrinus + B. animalis

S. mutans + B. animalis

S. mutans + S. sobrinus + B. lactis

S. mutans + B. lactis

Um protocolo modificado de um estudo prévio (LIMA et al., 2005) foi utilizado
para induzir lesdes de carie artificial. Os blocos de esmalte bovino foram
completamente isolados com uma fina camada de esmalte de unha cosmético,
excetoa superficie externa (area = 16 cm?) e individualmente colados em pogos de
placa de microtitulacdo utilizando fita dupla face. Em cada poco foi adicionado
solugao de carie artificial modificada (BHI suplementado com 1% extrato de
levedura, 0,5% de glicose, 1% de sacarose e 2% das respectivas combinacoes
bacterianas (108 células/mL)) por 7 dias, a 37°C, trocando-se o meio de cultura a
cada 48 h.
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3.3. Analise da dureza em secgéo longitudinal (APENDICE1)

Apos o periodo de 7 dias, os blocos foram removidos dos pocos da placa de
microtitulacdo e devidamente armazenados em microtubos. 6 blocos de cada
combinagao foi fixado em placas de vidro e seccionados ao meio. Uma das metades
de cada bloco foi incluida em resina acrilica utilizando uma embutidora metalografica
(AROTEC PRE 30S) e, na sequéncia, os blocos foram gradualmente polidos. Uma
sequéncia de 14 endentagdes em diferentes distancias (5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50,
70, 90, 110, 130, 220 e 330 um) foi realizada na superficie do esmalte na regiao
central com o auxilio de um microdurdbmetro (Micrometer 5114, Buehler, Lake Bluff,
EUA) operando com uma carga de 5 g por 10 s (DELBEM et al., 2010).

3.4. Analise do biofilme dental(APENDICE 2)

Apos 7 dias, antes da analise da dureza, o biofilme formado sobre os blocos
de esmalte foi coletado e pesado em eppendorfs pré-pesados. Os tubos foram
congelados para analise posterior. Depois disso, as amostras de biofilme foram
secas em vacuo com pentoxido de fosforo (Vetec Quimica Fina Ltda., Duque de
Caxias, RJ, Brasil) por 12 h em temperatura ambiente. Acido cloridrico (0,5 mol/L) foi
adicionado aos tubos na proporg¢ao de 250 pg/mg de placa seca. Depois da extracao
por 3 h em temperatura ambiente sob agitagdo constante, o mesmo volume de
NaOH 0,5 mol/L foi adicionado. As amostras foram entao centrifugadas (11000 x g)
por 1 minuto (NOBRE DOS SANTOS et al., 2002) e o sobrenadante foi guardado.
Polissacarideos extracelulares insoluveis (PECIs) foram extraidos pela adicdo de
NaOH 1,0 mol/L (500 pyL/mg de placa seca) ao biofiime. As amostras foram
vortexadas por 1 min e depois de 3 h sob agitacdo constante em temperatura
ambiente, os tubos foram centrifugados (1 min, 11000 x g em temperatura ambiente)
(Nobre dos Santos et al., 2002). Os sobrenadantes foram precipitados com etanol a
75% durante a noite, centrifugados e ressuspendidos em NaOH 1,0 mol/L
(CCAHUANA-VASQUEZ et al., 2007). A anélise de carboidratos foi realizada pelo
método fenol-sulfurico (DUBOIS, 1956). Os resultados foram expressos como

mg/mg de biofilme seco.
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3.5. Analise Estatistica
Para a analise estatica, o programa SPSS (versdo 17.1) foi utilizado, com
nivel de significancia de 5%. Os dados de AKHN e PEls foram submetidos a andlise

de variancia (1-critério) seguido pelo teste de Bonferroni.
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4 Resultados

A Tabela 1 mostra os resultados da perda de dureza integrada de
subsuperficie (AKHN) dos blocos de esmalte e da quantidade de polissacarideos
extracelulares insoluveis (PECIs) no biofilme para as combinag¢des (duplas) e grupo
controle (S. mutans). Quando o S. mutans foi inoculado com L. casei shirota e B.
longum, a perda de dureza de subsuperficie foi similar a do S. mutans inoculado
isoladamente. Nos demais grupos, houve uma maior perda de dureza quando
comparado ao grupo controle (p<0,05). A combinagao dupla que induziu a maior
perda de dureza de subsuperficie foi S. mutans+ B. animalis.

Quando o S. mutans foi inoculado com L. acidophilus, B. dentium e B.
animalis, houve um aumento na quantidade de PECIs em comparagdo com S.
mutans inoculado isoladamente (p<0,05). As demais combina¢des nao diferiram

estatisticamente do grupo S. mutans.

Tabela 1. Valores das médias (desvio padrao) referentes as perdas de dureza
integrada de subsuperficie (AKHN) e dosagem de polissacarideos extracelulares

insoluveis (PECIs) das combinagdes duplas

PECIs (mg/mg de

Grupos AKHN
biofilme)
S. mutans 5025,5 (2401,09)A 2,6 (0,9)°
S. mutans + S. sobrinus 7794,6 (1202,79)B 3,1 (1,1)
S. mutans + L. casei 6690, 4 (1953,00)8 2,8 (0,9)?
S. mutans + L. casei shirota  4984,0 (1508, 53)* 2,3 (0,7)2
S. mutans + L. acidophilus 7079,6 (3321,11)B 5,5 (2,3)°
S. mutans + B. dentium 7281,7 (1637,37)8 4,5 (1,6)b°
S. mutans + B. longum 4140,3 (1613,33)A 2,1 (0,6)2
S. mutans + B. animalis 9186,9 (1859,67)¢ 3,9 (1,6)°
S. mutans + B. lactis 7096,9 (2970,05)8 2,7 (0,7)2

ALetras mailsculas diferentes mostram diferenga estatistica entre os grupos de bactérias
para as analises de AKHN, de acordo com os testes de ANOVA e Bonferroni.
a8l etras minusculas diferentes mostram diferencga estatistica entre os grupos de bactérias

para a dosagem de PEls, de acordo com os testes de ANOVA e Bonferroni.
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A tabela 2 mostra os resultados da perda de dureza em secgéo longitudinal ou de
subsuperficie do esmalte (AKHN) e da quantidade de PECIs no biofilme dental. O
grupo S. mutans + S.sobrinus + B. longum induziu a uma maior perda de dureza de
subsuperficie (AKHN) comparada com o grupo S. mutans + S. sobrinus e maior
quantidade de PECIs quando comparado aos demais grupos (p<0,05). Apenas a
associagao S. mutans + S.sobrinus +B. lactis nao diferiu estatisticamente do grupo,

em relagao as dosagens de PECIs.

Tabela 2. Valores das médias (desvio padrdo) referentes as perdas de dureza
integrada de subsuperficie (AKHN) e dosagem de polissacarideos extracelulares

insoluveis (PECIs) das combinacdes triplas.

PECIs (mg/mg de

Grupos AKHN
biofilme)
S. m + S. sobrinus 7794.6 (1202,79)A 31 (1,1
S.m+S.s+L. casei 5862,8(3850,33)8 4,7 (1,2)°
S. m+ S. s + L. casei shirota 6373,1(2511,2)B 5,1(2,2)°
S.m+S. s + L. acidophilus 8689,6 (1504,71)A 4,4(1,4)°
S.m+S. s + B. dentium 6958,2 (1819,39)A 5,3 (3,3)
S.m+S. s +B. longum 10022,3 (2487,94)C 6,1(2,3)°
S.m+S. s + B. animalis 8040,5(3516,35)" 5,2(0,8)P
S.m+S. s +B. lactis 5563,9(3011,20)8 3,2 (1,7)

AlLetras maiusculas diferentes mostram diferenga estatistica entre os grupos de
bactérias para as analises de AKHN, de acordo com os testes de ANOVA e
Bonferroni.

aLetras minusculas diferentes mostram diferengca estatistica entre os grupos de
bactérias para a dosagem de PEls, de acordo com os testes de ANOVA e Bonferroni.

S. m — Streptococcusmutans; S. s — Streptococcussobrinus
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5 Discussao

Ainda existe divergéncia entre os estudos quanto ao efeito positivo do uso de
probidticos sobre o controle de bactérias cariogénicas. Alguns estudos mostram
reducdo na contagem de estreptococos grupo mutans (CAGLARet al., 2005; 2008,
Cildir et al., 2009), entretanto, outros apontam nao haver diferenga na contagem de
estreptococos (AHOLA et al., 2002; MONTALTO et al., 2004, GIZANI et al., 2015) e
aumento de lactobacilos (MONTALTO et al., 2004, CAGLAR et al., 2007). Além
disso, ndo € possivel concluir que a redugao salivar de bactérias potencialmente
relacionadas com a carie dentaria por um curto ou longo prazo levaria a uma
melhora na saude bucal e na redug¢ao da incidéncia de novas lesdes de carie.

Recentemente, nosso grupo de estudo avaliou o potencial cariogénico de
algumas espécies de bifidobactérias, B. lactis, B. longum, B. animalis, B. dentium,
em comparagao com bactérias associadas a carie dentaria (S. mutans, S. sobrinus,
Lactobacillus acidophilus, L. casei e Actinomyces israelii). Dentre as bifidobactérias,
B. animalise B. longum induziram a maior perda superficial de esmalte quando
inoculadas com S. mutans ou S. mutans/S. sobrinus, comparaveis as bactérias
cariogénicas. No presente estudo, as mesmas espécies de bifidobactérias, B.
animalis e B. longum, quando associadas com S. mutans ou S. mutans/S. sobrinus,
respectivamente, induziram as maiores perda de dureza de subsuperficie. Na
sequéncia, B. dentium e L. acidophilus também tiveram efeito marcante na perda de
dureza de subsuperficie, quando combinado com as bactérias cariogénicas.
Baseado no fato de que as bifidobactérias e lactobacilos apresentam baixa
capacidade de se aderirem a estrutura dentaria por si mesmos (HAUKIOJA et al.,
2006) somente se mediados por outras bactérias orais (HAUKIOJA et al., 2006;
NAGAOKA et al.,, 2008) e consequentemente ndo apresentarem habilidade de
formar biofilme como as bactérias cariogénicas (FERNANDEZ et al., 2015; VALDEZ
et al.,, 2016), que neste presente estudo foram realizados os ensaios de
desmineralizacdo de esmalte dentario com as espécies de bifidobactérias e
lactobacilos combinadas com S. mutanse/ou S. sobrinus.Além disso, estudo mostrou
que quando lactobacilos crescem em biofime isoladamente (monoespécie),
nenhuma desmineralizacdo do esmalte é observada (FERNANDEZet al., 2015).

Estudo comparando diferentes combinagdes de S. mutans com L. casei e L.
acidophilus e o impacto sobre a indugéo de lesdes de esmalte nado cavitadas foi
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desenvolvido recentemente por DE CAMPOS et al. (2015). Os resultados mostraram
que as combinagdes: dupla de S. mutans com L. casei ou tripla de S. mutans, L.
acidophilus e L.casei levaram as maiores perdas de dureza superficial do esmalte e
maiores valores de profundidade de lesdo cariosa observado nos primeiros quatro
dias de indugdo. A profundidade da lesdo foi analisada por microscopia de luz
polarizada e foi verificado que esses grupos causaram lesdes semelhantes a eroséo,
apo6s 20 dias de desafio cariogénico. Esses resultados estdo em concordancia com
os obtidos no presente estudo que mostraram que a combinagao de S. mutans com
outras espécies também acidogénicas e aciduricas, como B. longum e B. animalis
(VALDEZet al., 2016) causou maior perda desmineraliagdo do esmalte comparada
as outras bactérias avaliadas. Outro estudo também verificou que quando L.
rhamnosus foi associado com S. mutans, ocorreu maior perda mineralem esmalte
quando comparado ao biofiime de S. mutans ou L. rhamnosus isoladamente, apos
10 dias de indugcdo especialmente em cavidades de dentina e sob condicbes
cariogénicas (SCHWENDICKEzet al., 2014).

Das espécies de bifidobactérias avaliadas, B. dentium é a unica que foi
isolada da cavidade bucal. Neste estudo, B. dentium contribuiu para a perda da
dureza de subsuperficie do esmalte, quando associado com S. mutans e com S.
mutanse S. sobrinus. No estudo anterior desenvolvido por este grupo de pesquisa, a

associacdo de B. dentium com as espécies de estreptococos produziu similar
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perda de dureza superficial que quando os estreptococos foram avaliados
isoladamente (VALDEZ et al., 2016). Também foi observado que B. dentium nao
apresentou destaque como cepa produtora de acido e acido-resistente quando
comparada com S. mutanse outras espécies cariogénicas (NAKAJOet al., 2010;
VALDEZ et al., 2016). Contrariamente, estudo de Andriantsoanirinaet al. (2015)
observaram que, quando comparada a outras espécies de bifidobactérias, B.
dentium apresentou moderada tolerancia ao baixo pH, com 40% das células viaveis
apds 60 minutos de exposicdo acida. Assim, mais estudos sdo necessarios para
confirmar a capacidade acidurica de B. dentium.

Os biofilmes sdo comunidades microbianas que se desenvolvem em uma
matriz composta principalmente por polissacarideos extracelulares ou
exopolissacarideos(PEC) que facilitam a difusdo de substancias para dentro ou fora
do biofilme e auxiliam na formacao de diversos microambientes dentro do biofilme.
Além disso, sdo reconhecidos como fatores de viruléncia envolvidos na patogénese
da carie dentaria (KOO et al., 2012). Isso ocorre porque os polimeros que se formam
na superficie do dente fornecem sitios para adesao bacteriana para subsequente
colonizagdo e acumulo de S. mutans e outros microrganismos (HAMADA et al.,
1978). No presente estudo, as dosagens de PECIs foram realizadas a partir dos
biofilmes desenvolvidos na superficie do esmalte bovino, por isso, as combinacdes
de espécies bacterianas seguiram o mesmo padrao que o realizado na analise de
dureza de subsuperficie. Sendo assim, as espécies de bifidobactérias foram
avaliadas somente em combinacdo com S. mutans e S. mutans/S.sobrinus. E
conhecido que a maioria das bactérias acido laticas e bifidobactérias sdo capazes de
produzir PEC. Embora nado apresentem habilidade de aderir no esmalte, as
bifidobactérias poderiam contribuir para o aumento da producdo de PEC e estes
poderiam ser substrato para as bactérias cariogénicas associadas. Salazar et al.
(2009) avaliaram o crescimento de espécies bacterianas na presengca de PEC
isolados de B. longume B. animalis e observaram que estes estimularam o
crescimento de Lactobacillus/Enterococcus, Bifidobacterium, e
Bacteroides/Prevotella. No presente estudo, justamente as espécies de
bifidobactérias, B. animalise B. longum, que associadas respectivamente com S.
mutans ou S. mutans/S. sobrinus produziram maior perda de dureza de
subsuperficie, também apresentaram a maior dosagem de PEC, sugerindo que

essas espeécies poderiam fornecer mais substrato para as bactérias cariogénicas,
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aumentando consequentemente a biomassa do biofilme, como verificado em estudo
anterior (VALDEZet al., 2016) e a desmineralizagdo do esmalte tanto em superficie
(VALDEZ et al., 2016) quanto em subsuperficie (dados deste estudo).

A inducao de lesdo de carie artificial in vitro tem sido amplamente usada como
modelo para estudar o desenvolvimento da carie dentaria (CAVALCANTI et al.,
2014). Alguns modelos quimicos tem sido muito utilizados, tais como: ciclagem de
pH e imersdo em solugdes desmineralizantes (GOMEZ et al., 2014; DANELON et al.,
2013). Entretanto, estes modelos n&o simulam o processo de desmineralizagdo que
acontece na cavidade oral, devido a auséncia de microrganismos e, portanto eles
refletem apenas os aspectos fisico-quimicos da dissolugdo do esmalte (SEEMANN
et al., 2005). Outros meios de induzir lesdes de carie artificial envolvem o uso de
modelos experimentais com biofilme em que as bactérias estdo seletivamente
ligadas (ARTHUR et al., 2013; CAVALCANTI et al., 2014). No presente estudo, este
modelo foi aplicado. Assim, este modelo in vitro, que usa biofilme bacteriano, seria
mais representativo do que modelos experimentais quimicos, visto que para o
desenvolvimento da carie dentaria sdo necessarias interagdes entre superficie

dentaria e microbiota.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que, dentre as espécies avaliadas,B. animalis e B. longum quando
associados com S. mutans ou S. mutans/S. sobrinus contribuiram para a maior
desmineralizacdo de subsuperficie do esmalte e para a producao de polissacarideos

extracelulares insoluveis no biofilme.
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APENDICE 1

Analise da dureza em secgao longitudinal

Figura 1.Corte dos dentes bovinos e obtencéo dos blocos.

Figura 3.Colagem dos blocos de esmalte e distribuicdo de 2 ml das culturas

bacterianas nas placas de microtitulagdo (24 pogos).
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Figura 3. Corpo de prova — plano longitudinal voltado para a superficie da resina

acrilica.

Figura 4. MicrodurémetroMicromet 5114 HardnessTester (Buehler, Lake Bluff, USA e
Mitutoyo Corporation, Kanagawa, Japan), com penetrador (Knoop) acoplado ao

Software para analise de imagem BuehlerOminMet (Buehler, Lake Bluff, USA).

Lesao de sub-superficie

Figura 5. Fotomicrografia das impressées. (Aumento: 1000x).
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APENDICE 2

Protocolo para analise bioquimica do biofilme dentario seco

|B'nﬁlrne cuiatam}'

l Secagem em P.,O; & vacuo durante 12h

em temperatura ambiente

[HCJ 0.5 mol/L 250 ulfmg biofilme s&m]

l Agita¢gdo por 3h em temperatura
ambiente

—
W

[MaoH 0.5 moliL 250 pLimg biofilme seco)

!

lnenlrirugar 11000 rpm/A1 min]

[

Anilisede F, | NaOH 1.0 mol/L (10
CaeP ] TR o >| bUmg pesoseco) [
Agitagio por 3 hem
temperatura ambiente
[::mlr‘rfugar 11000 rpm/1 miE'"_

(Purificagao - Etanol 75% ]

4

- Hassuspensﬁﬁ em NaOH 1.0
Analise de EPS ] £ Lr mol/L {10 uL/mg peso seco)

]
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DOSAGEM DE POLISSACARIDEOS EXTRACELULARES INSOLUVEIS

1. Secagem do biofilme dentario e procedimentos para posterior analise

Figura 1.Transferéncia do biofilme paraeppendorfs contendo PBS

earmazenamento a —70 °C.

Figura 2. Pentdxido de fésforo em placa de petri no fundo da jarra.
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Figura 3. Amostras de biofilme acondicionados em microtubos abertos, colocados
sobre uma base acima da placa de petri contendo pentoxido de fésforo. Secagem do

biofilme em jarra de anaerobiose (sob vacuo), por 12 horas.

Figura 5. Agitagdo em incubadora TE-420 (Tecnal, Piracicaba-SP) por 3 horas a

temperatura ambiente, apds adi¢gao de HCI 0,5 mol/L ao biofilme seco.
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Figura 6. Centrifugacdo das amostras em centrifuga de bancada Combi 514R

(HanilBiomed Inc., Korea) por 3 horas. Tubos posicionados.
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2. Dosagem de carboidrato alcali-soluvel

A dosagem dos carboidratos alcali-soliveis foi realizada pelo metodo fenol-
sulfirico conforme descrito por Dubois et al. (1956), empregando os seguintes
reagentes:

1 - Fenol 5%:
2 — Acido Sulfirico concentrado

A reagao foi feita de acordo com a tabela abaixo:

Blark | Padrio | Padrio | Padrio ] Padrio | Padric ) Amostra
Agua
deiomizada |05mL | 04 mL | 03 mL | 02mL | L1mL - 0.3 mL
Solupao
sailad .
i - 01wl | 0zml | 03mL | 04mL | 0.5mL -
{Clicaza)
Lmosha ) _ _ _ - . 0% ml.
Fesol 5% 0.5 mLem todos
Ac Sulfnes | L5 mLem todos agitar imediatamente, esperar 20 minutns e ler a
490

Inicialmente foi colocada agua deionizada nos tubos de ensaio de acordo com
o5 volumes descritos na tabela acima. A sequir foram colocados os padries de
glicose ou as amostras, em duplicata. Entdo, foram adicionados 0.5 mL de
fenol 5% em todos os tubos e em sequida colocou-se 2.5 mL de acido sulfirico
e agitou-se imediatamente. A colorag3o da reacdo foi desenvolvida pela adigdo
do acido sulfurico concentrado. Apds 20 min da colocacdo do acido sulfurico
realizou-se a leitura em espectofotometro (Espectrophotometer UV-1800
Shimadzu) a 490 nm de absorbancia. Esses valores foram fransferidos para
uma planilha (programa Excel-Microsoft) e convertidos para ug de glicose.
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