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CATANOZE, I.A. Efeito antagonista de probidticos isolados e comerciais sobre o
crescimento de Candida albicans em superficie de resina acrilica para proteses dentarias.
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RESUMO GERAL

A estomatite protética € associada a colonizacdo microbiana da base acrilica das proteses,
favorecida pela higiene deficiente das mesmas e pelo alto nivel de Candida spp. na cavidade oral.
A Candida albicans € a espécie fangica mais comumente associada a esta patologia oral,
geralmente tratada com antifingicos. O uso indiscriminado destas drogas pode promover
resisténcia destas espécies e efeitos colaterais aos individuos. Assim, é desejavel promover a saude
por meio de terapias naturais ou alternativas, tais como a utilizacdo de microrganismos
probidticos. O objetivo desta pesquisa foi avaliar in vitro, a influéncia de diferentes probi6ticos
isolados e dois probi6ticos comerciais na inibicdo do crescimento do biofilme de C. albicans em
resina acrilica ativada termicamente (RAAT) para base protética e verificar se 0s subprodutos dos
biofilmes teriam um potencial de alteracdo da superficie das amostras de RAAT (Ra). 90 amostras
de RAAT foram divididas em 9 grupos: Gl- controle negativo (Candida albicans sem probi6tico);
Gll- Candida albicans + Lactobacillus casei; GlllI- Candida albicans + Lactobacillus rhamnosus;
GIV- Candida albicans + Lactobacillus helveticus; GV- Candida albicans + Bifidobacterium
lactis; GVI- Candida albicans + Bifidobacterium longum; GVII- Candida albicans +
Lactobacillus fermentum; GVIII- Candida albicans + Microbiome e GIX- Candida albicans +
Prolive. Biofilmes de C. albicans foram formados sobre as superficies das amostras de RAAT na
presenca dos probidticos, exceto para o grupo Gl. Para a quantificacdo do biofilme, o nimero de
células cultivaveis nas amostras de RAAT foi avaliado por contagem de unidades formadoras de
coldnias (UFCs). A alteracdo de superficie das amostras foi avaliada em rugosimetro (Ra - pum),
antes e apds a interagdo com os biofilmes. Os dados obtidos de UFCs e rugosidade foram
submetidos a andlise estatistica (ANOVA 1 fator e 2 fatores medidas repetidas, respectivamente,
seguidos do Teste de Tukey, p<0.05). A rugosidade de superficie da RAAT foi diminuida apds a
exposicdo aos diferentes biofilmes microbianos, exceto para o grupo GVII, GVIII e GIX. Houve
diminuicdo estatisticamente significante dos valores de Log (UFC/mL) de quatro probidticos
isolados associados a C. albicans (B. lactis, B. longum, L. casei, L. helveticus) e do probiotico
Prolive associado a C. albicans, quando comparados ao grupo controle (GI). As espécies B.
longum e L. casei apresentaram os maiores valores de redugdo de UFC/mL de C. albicans.

Conclui-se que de maneira geral, os probidticos testados promoveram um efeito antagonista sobre



o crescimento de C. albicans em superficie de resina acrilica para proteses dentarias e a
rugosidade da RAAT foi diminuida apds a exposi¢do aos diferentes biofilmes microbianos.
Palavras-chave: Probidticos, Biofilmes, Candida albicans, Resinas acrilicas, Estomatite sob
prétese
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CATANOZE, I.A. Antagonist effect of isolated and commercial probiotics on the growth
of Candida albicans on acrylic resin surface for dental prostheses. 2018. Master's Degree
thesis - Faculty of Dentistry, Sdo Paulo State University, 2018.

GENERAL ABSTRACT

Prosthetic stomatitis is associated with microbial colonization of the prosthesis base, favored
by poor hygiene of the species and the high level of Candida spp. in the oral cavity. Candida
albicans is a fungal species most commonly associated with oral pathology, usually treated
with antifungal. Indiscriminate use can cause damage to species and side effects to
individuals. Thus, it is desirable to promote health through natural or alternative therapies,
such as the use of probiotic microorganisms. The objective of this research was to evaluate in
vitro, the influence of different probiotics and two commercial probiotics on the inhibition of
C. albicans biofilm growth in thermally activated acrylic resin (RAAT) for prosthetic base
and to verify if biofilm byproducts would have potential alteration of the surface of RAAT
(Ra) samples. 90 RAAT samples were divided into 9 groups: Gl- negative control (Candida
albicans without probiotic); GlI- Candida albicans + Lactobacillus casei; GllI- Candida
albicans + Lactobacillus rhamnosus; GIV- Candida albicans + Lactobacillus helveticus;
GV- Candida albicans + Bifidobacterium lactis; GVI- Candida albicans + Bifidobacterium
longum; GVII- Candida albicans + Lactobacillus fermentum; GVIII- Candida albicans +
Microbiome and GIX- Candida albicans + Prolive. Biofilms of C. albicans were formed on
the surfaces of RAAT samples in the presence of probiotics, except for GI group. For biofilm
quantification, the number of cultured cells in the RAAT samples was evaluated by counting
colony forming units (CFUs). The surface change of the samples was evaluated in a
rugosimeter (Ra - um), before and after the interaction with biofilms. The data obtained from
CFUs and roughness were submitted to statistical analysis (ANOVA, followed by Tukey's
test, p<0.05). The surface roughness of RAAT was decreased after exposure to different
microbial biofilms, except for the GVII, GVIII and GIX groups. There was a statistically
significant decrease in the log values (CFU / mL) of four probiotic isolates associated with C.
albicans (B. lactis, B. longum, L. casei, L. helveticus) and Prolive probiotic associated with
C. albicans, when compared to the control group (Gl). The species B. longum and L. casei
had the highest values of CFU / mL reduction of C. albicans. It is concluded that probiotics

tested promoted an antagonistic effect on the growth of C. albicans on acrylic resin surface



for dental prostheses and RAAT roughness was decreased after exposure to different

microbial biofilms.

Keywords: Probiotics, Biofilms, Candida albicans, Acrylic resins, Denture stomatitis
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Efeito antagonista de probidticos isolados e comerciais sobre o crescimento de Candida

albicans em superficie de resina acrilica para proéteses dentarias.

RESUMO

Declaracao do problema. Das varias propriedades de viruléncia de C. albicans, a formacéo
de biofilme em superficies acrilicas de préoteses desempenha um papel critico para a
manutencdo da higiene oral, culminando com o desenvolvimento de infec¢des. Biofilmes
representam nichos, onde os microrganismos sdo envoltos em uma matriz extracelular, que os
protegem da acdo de agentes antimicrobianos, da saliva e da propria resposta imune do
hospedeiro. A este respeito, 0s probidticos surgem como alternativa potencial na reducdo da
prevaléncia de candidiase oral.

Obijetivo. Avaliar in vitro a influéncia de diferentes probi6ticos vivos isolados, normalmente
utilizados em produtos alimenticios e de dois suplementos probidticos comerciais, na inibicao
do crescimento do biofilme de Candida albicans em resina acrilica ativada termicamente
(RAAT) para base protética e verificar se os subprodutos dos biofilmes teriam um potencial
de alteracdo da superficie das amostras de RAAT.

Materiais e Métodos. 90 amostras de RAAT foram divididas em 9 grupos: Gl- controle
negativo (Candida albicans sem probiético); GllI- Candida albicans + Lactobacillus casei;
GllI- Candida albicans + Lactobacillus rhamnosus; GIV- Candida albicans + Lactobacillus
helveticus; GV- Candida albicans + Bifidobacterium lactis; GVI- Candida albicans +
Bifidobacterium longum; GVII- Candida albicans + Lactobacillus fermentum; GVI1II-
Candida albicans + Microbiome (Lactobacillus reuteri) e GIX- Candida albicans + Prolive
(Lactobacillus acidophilus). Biofilmes de C. albicans foram formados sobre as superficies
das amostras de RAAT na presenca dos probi6ticos. Para a quantificacdo do biofilme, o

numero de células cultivaveis nas amostras de RAAT foi avaliado por contagem de unidades



formadoras de coldnias (UFCs). A rugosisdade (Ra - um) de superficie das amostras de
RAAT foi analisada em rugosimetro, antes e ap0os a formacéo dos biofilmes. Os dados obtidos
de UFCs e rugosidade foram submetidos a analise estatistica (ANOVA, seguido do Teste de
Tukey, p<0.05).

Resultados. A rugosidade de superficie da RAAT foi diminuida ap0s a exposi¢ao aos
diferentes biofilmes microbianos, exceto para os grupos GVII, GVIII e GIX. Houve uma
diminuicdo estatisticamente significante dos valores de Log (UFC/mL) de quatro probioticos
isolados associados a C. albicans (B. lactis, B. longum, L. casei, L. helveticus) e do probidtico
comercial Prolive associado a C. albicans, quando comparados ao grupo controle (GI). As
espécies B. longum e L. casei apresentaram os maiores valores de reducdo de UFC/mL de C.
albicans.

Conclusdo. De maneira geral, os probidticos testados promoveram um efeito antagonista
sobre o crescimento de C. albicans em superficie de resina acrilica para proteses dentarias e a

rugosidade da RAAT foi diminuida ap6s a exposicdo aos diferentes biofilmes microbianos.

IMPLICACOES CLINICAS

A resisténcia dos microrganismos aos medicamentos e os efeitos colaterais dos antifingicos,
restringem seu uso como agentes profilaticos de longo prazo para infec¢@es fungicas. Este
estudo deixa evidente a acdo promissora dos probidticos contra biofilme de C. albicans em
superficie de resina acrilica para préteses dentarias. Estes resultados poderao ser Uteis no
desenvolvimento de terapias topicas e na prevencdo da formacao de biofilme associado as

doencas bucais, como a estomatite protética.



27
INTRODUCAO

O crescimento da populacéo idosa é uma realidade no cenério brasileiro e um
fendmeno mundial, consequentemente muitos pacientes usuérios de proteses sdo ou serdo
idosos no futuro. E fato que o uso de proteses dentarias favorece a retencéo de biofilme e o
desenvolvimento de infeccdes.” Em virtude do processo de envelhecimento acarretar
alteracoes fisioldgicas e ser agravado por certas condi¢cdes patoldgicas predisponentes, 0s
idosos tendem a perder a capacidade funcional para as atividades diarias sendo a higiene
bucal uma delas.’

Alguns fatores associados, como o declinio da resposta imunoldgica, a higiene bucal
deficiente e a diminuicéo da salivagdo pelo uso constante de medicamentos favorecem a
proliferacdo de leveduras, contribuindo para a proliferacdo de Candida spp. na cavidade bucal
de idosos.*® Estes microrganismos estdo normalmente presentes na cavidade bucal e,
geralmente ndo causam patologias. Porém, sob certas circunstancias, estes podem agir como
agentes infecciosos, causando o aparecimento de candidiase.’

A estomatite protética é frequentemente associada a colonizacdo microbiana da base
acrilica das proteses dentérias, favorecida pela higiene deficiente das mesmas e pelo alto nivel
de Candida spp. na saliva.”® Candida albicans é a espécie flingica mais comumente associada
a estomatite protética, sendo responsavel por cerca de 24-75% dos casos de infeccdo.**™
Estudos mostram que outras patologias podem estar associadas ao biofilme da prétese, como
por exemplo, infec¢des gastrointestinais e pulmonares, principalmente em pacientes
imunossuprimidos ou idosos, pela degluticao e aspiragdo continua de microrganismos do
biofilme da prétese.®*>*

Geralmente estas patologias séo tratadas a base de antifungicos poliénicos (nistatina)

e azolicos (fluconazol, miconazol, itraconazol). O uso indiscriminado de drogas antifngicas

pode trazer como consequéncia, a resisténcia destes microrganismos aos agentes
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antimicrobianos.'®* Além disso, 0 miconazol interage com outras drogas e induz alteragdes
hepéticas. A nistatina tem um sabor desagradavel, e alguns individuos apresentam desconforto
gastrointestinal, como néuseas, vomitos e diarreia.”® Assim, é desejavel promover a salide por
meio de terapias naturais ou alternativas, tais como a utilizagdo de microrganismos
probidticos.

Os probidticos sdo microrganismos vivos que conferem beneficios a satde dos
individuos, além de promoverem uma melhora no sistema gastrointestinal quando
consumidos em alimentos, efeito ja extensivamente estudado sobre a flora intestinal.”* Os
probidticos estdo disponiveis como suplementos dietéticos e sao comumente adicionados aos
alimentos como iogurte, sucos, queijos, leite e produtos de soja, incluindo uma larga
variedade de microrganismos, como os Lactobacillus e os Bifidobacterium. Os probidticos
sdo conhecidos por sua capacidade de inibir o crescimento de microrganismos patogénicos
pela acdo competitiva, antagbnica, e imunolégica, tendo a capacidade de melhorar os
mecanismos de defesa do hospedeiro, estimulando a proliferacéo de bactérias benéficas.’

Das vaérias propriedades de viruléncia de C. albicans, a formac&o de biofilme em
superficies acrilicas desempenha um papel critico para a manutencéo da higiene oral. %%
Biofilmes representam nichos exclusivos, onde os microrganismos séo envoltos em uma
matriz extracelular, que os protegem da acéo de agentes antimicrobianos, da saliva e da
prépria resposta imune do hospedeiro.?®?® A este respeito, os probiéticos surgem como
alternativa potencial na reducéo da prevaléncia de candidiase oral. ***3

Alguns estudos tém mostrado resultados promissores sobre a agdo dos probioticos
contra as espécies de Candida presentes na cavidade oral. 3,32-34 No entanto, a literatura é
escassa na interacdo materiais dentarios e probidticos. Estes resultados poderao ser Uteis no

desenvolvimento de terapias topicas e na prevencao da formacéao de biofilme associado as

doencas bucais, como a estomatite protética. Dessa forma, os objetivos deste estudo foram
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avaliar in vitro a influéncia de diferentes probidticos vivos isolados, normalmente utilizados
em produtos alimenticios e de dois suplementos probidticos comerciais, na inibicdo do
crescimento do biofilme de Candida albicans em resina acrilica ativada termicamente
(RAAT) para base protética e verificar se 0s subprodutos dos biofilmes teriam um potencial
de alteracdo da superficie das amostras de RAAT.

As hipoteses nulas deste estudo foram as de que 0s probidticos vivos e comerciais
utilizados ndo inibiriam o crescimento de C. albicans em amostras de RAAT e néo alterariam

a superficie das amostras.

MATERIAIS E METODOS

Confecgdo das amostras em resina acrilica ativada termicamente (RAAT)

(ANEXO A)

Foram confeccionadas 90 amostras de RAAT (VipiCril Plus, VIPI Produtos
Odontoldgicos), utilizando-se uma matriz metalica vazada na espessura de 3 mm, contendo
em seu interior 10 compartimentos circulares, com dimensdes de 10 mm de didmetro cada
(n=10). Esta matriz foi posicionada sobre uma lamina de vidro retangular (80 mm x 35 mm x
3 mm) e seu interior foi preenchido com cera utilidade (Wilson, Polidental Ind. e Com. Ltda.).
Em seguida o conjunto lamina de vidro e matriz metalica foi incluido em mufla (Vipi STG,
VIPI Produtos Odontol6gicos). Para isso, a superficie interna da base da mufla foi isolada
com vaselina em pasta, sendo preenchida em seguida com gesso pedra tipo Il (Asfer),
seguindo a proporg¢éo de 100 g de pd para 30 mL de agua, espatulado por 1 minuto e vertido
sob vibragdo constante. Apos a cristalizagdo do gesso, uma segunda I&mina de vidro com as
mesmas dimensdes ja citadas foi posicionada sobre a matriz ja incluida em gesso e fixada
com silicone de condensacéo Zetalabor (Zhermack). A contra-mufla foi posicionada e, sobre a

superficie desta dltima lamina de vidro foi vertido gesso pedra tipo 111. Em seguida, a mufla
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foi levada a prensa hidraulica de bancada (VH, Midas Dental Produtos Ltda) sob pressdo
constante de 1000 Kgf por 2 minutos. Ap0s a cristalizacdo do gesso, a mufla foi aberta e a
cera removida do interior de cada superficie interna da matriz. A superficie do vidro foi limpa
com acetona pura (Labsynth Produtos para Laboratdrios Ltda). A RAAT foi proporcionada de
acordo com as instruc@es do fabricante e, ao atingir a fase plastica, foi inserida no interior das
superficies internas da matriz incluida em mufla. Apds a insercéo, a contra-mufla foi
posicionada e levada a prensa hidraulica, com forca de 1000 Kgf, durante 2 minutos, depois
foi transferida para uma prensa manual e realizada a polimerizagéo de bancada por 30
minutos. A resina foi polimerizada pelo método convencional, de acordo com o fabricante,
em que a mufla foi colocada em recipiente com agua fria e a temperatura foi elevada para 65
°C, em 30 minutos, permanecendo nesta temperatura por 1h. Apés este periodo, a temperatura
da agua foi elevada para 100 °C, em 30 min, permanecendo nesta temperatura por mais 1h.
Apos a polimerizagdo da resina, e o resfriamento da mufla, a mesma foi aberta e as amostras
foram removidas e submetidas ao polimento em uma politriz universal semiautomaética
(Arotec S.A. Ind Com), utilizando-se lixas metalogréficas com diferentes granulacdes (400,
600, 800 e 1200 - Buehler), sendo posteriormente finalizadas com solucéo diamantada em
disco de feltro. Em seguida foi realizada a padronizagéo da espessura das amostras numa faixa
de 2.5 a 2.6 mm, utilizando a lixa de granulacdo 400 com auxilio de um paquimetro digital
(Mitutoyo Sul Americana Ltda;). Por fim, as amostras foram submetidas a limpeza em
ultrassom (Ultracleaner 1400; UNIQUE) por 20 min em agua destilada, para remocao de

possiveis debris na superficie da resina, e apds isso foram deixadas ao ar livre para secagem.
Avaliacao da rugosidade de superficie (Anexo B)

A fim de selecionar as amostras com padrdes de superficie semelhantes para 0s
ensaios de biofilme, as amostras de RAAT tiveram sua rugosidade de superficie (Ra - um)

mensurada por meio de um rugosimetro (Mitutoyo SJ-400; Mitutoyo Corp.), sendo
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considerada a faixa de 0,02 a 0,05 um, ideal no periodo inicial. As amostras de RAAT foram
posicionadas individualmente no rugosimetro com a superficie submetida a anélise sempre
voltada para cima, sendo executadas trés leituras paralelas para mensurar a rugosidade de
superficie (Ra) inicial. A extensdo de cada leitura foi de 2.4 mm, com cut-off de 0.8 mm).*%
A velocidade da leitura foi de 0.5mm/seg. Os valores de rugosidade iniciais foram obtidos
pela média aritmética e dados em micrometros. Apo6s a leitura de rugosidade, as amostras
foram coladas com fita dupla face no interior de pogos de placas de poliestireno (24 pocos) e
esterilizadas com oxido de etileno (Oximed, S&o José do Rio Preto, SP, Brasil), para serem
posteriormente submetidas a adesdo e formacédo dos biofilmes de C. albicans, e C. albicans +
probioticos. Novas leituras foram realizadas ap6s a interagdo com os biofilmes, a fim de

verificar se os subprodutos dos mesmos teriam um potencial de alteragdo da superficie das

amostras de RAAT.

Determinacao dos grupos do estudo (Anexo C)

As seguintes cepas isoladas de referéncia da American Type Culture Collection
(ATCC) foram utilizadas neste estudo: Candida albicans (ATCC 26790); Lactobacillus casei
(ATCC 393); Lactobacillus rhamnosus (ATCC 9595); Lactobacillus helveticus (ATCC
12046); Bifidobacterium lactis (ATCC 7503); Bifidobacterium longum (ACCT 7502) e
Lactobacillus fermentum (ATCC 9338). Essas cepas microbianas foram fornecidas pelo
Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Dois suplementos
probioticos comerciais isolados foram utilizados neste estudo, sendo eles: Microbiome Plus
(Longhill Interprises Limited) a base de Lactobacillus reuteri (NCIMB 30242) e Prolive
(Aché) a base de Lactobacillus acidophilus (LA 14).

As 90 amostras de RAAT foram divididas nas placas de 24 pocos, em 9 grupos

(n=5), perfazendo dois ensaios independentes (n=10 no total): GI - controle negativo
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(Candida albicans sem probiotico); GlI- C. albicans + L. casei; GllI- C. albicans + L.
rhamnosus; GIV- C. albicans + L. helveticus; GV- C. albicans + B. lactis; GVI- C. albicans
+ B. longum, GVII- C. albicans + L. fermentum, GVIII- C. albicans + Microbiome, GIX —

C. albicans + Prolive.

Curvas de crescimento dos microrganismos

As cepas dos probidticos isolados previamente congeladas em freezer -80 °C foram
reativadas em meios de cultura especificos. Os probioticos da espécie Bifidobacterium
cresceram em meio TOS-muporicina dgar (Merck KGaA) e os probi6ticos da espécie
Lactobacillus cresceram em meio Rogosa agar (M.R.S. AGAR De Man, Rogosa, Sharpe;
Oxoid Companies), mais &cido acético a 99%, por 48 horas em estufa de CO, a 5%. A cepa de
C. albicans foi reativada em meio Sabouraud Dextrose Agar (ASD; Difco) por 24h.

Para a padronizacdo do in6culo para os ensaios de biofilme foram realizadas curvas
de crescimento para os microrganismos avaliados no estudo. Cerca de 5 col6nias de cada
microrganismo foram inoculadas em tubo de ensaio contendo 5 mL de caldo Brain Heart
Infusion (BHI; Difco Laboratories) com 1% de glicose e incubados em estufa por 18h a 24h.
Apos esse periodo, 500 pL da cultura de cada microrganismo foram inoculados
separadamente em novos tubos contendo 5 mL do BHI com 1% de glicose. A cada 2 horas
foram realizadas leituras da densidade dptica (DO) no espectrofotdmetro (a 550 nm) até o
valor da leitura se estabilizar e as culturas foram plaqueadas em meios especificos para
obtencéo dos valores de Unidades Formadoras de Colonias/mL (UFC/mL). Foram definidos
os valores de densidade 6ptica (DO) entre 0.3 a 0.4 para C. albicans (10° UFC/mL) e entre 0.9

e 1.0 (10° UFC/mL) para os probi6ticos.
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Ensaios de biofilme (ANEXO D)
- Cepas e condig0es de crescimento

Ap0s o conhecimento da DO dos microrganismos, estabelecida por curva de
crescimento, iniciou-se os testes de ensaio de biofilme. Os Lactobacillus foram descongelados
e repicados em Rogosa Agar; os Bifidobacterium em meio TOS-muporicina &gar, e C.
albicans em Agar Sabouraud Dextrose para reativacio, da mesma maneira em que foi
realizado nas curvas de crescimento. Logo ap0s a reativacdo, uma algada de cada probiotico
foi coletada das placas e inoculadas em 20 mL de meio BHI caldo suplementado com 1% de
glicose e C. albicans foi inoculada em 5 mL do meio caldo Sabouraud Dextrose e entdo,
mantidos em estufa de CO:por 24 horas, a 37 °C.*’ Para realizar a reativacio das cepas dos
probioticos comerciais, foi dissolvido o comprimido utilizando 20 mL de meio BHI caldo
suplementado com 1% de glicose sob agitagéo.

Apos o periodo de incubacdo foram retirados 500 uL do overnight de C. albicans e
adicionados em um tubo novo, contendo 5 mL de caldo Sabouraud Dextrose para crescimento
de células novas e obtencdo da DO entre 0.3 e 0.4 nm, como estabelecido nas curvas de
crescimento. Por volta de 2 a 3 horas depois, a DO foi atingida e entdo foi feito o
plaqueamento para posterior contagem de col6nias. Foram retirados 3 mL da cultura e
colocados em dois microtubos (1.5 mL em cada) para realizar a centrifugag&o a 8000 rpm
(Combi 514R; Hanil) por 5 min, e obtengado do ‘pellet’ de C. albicans. Apds o primeiro ciclo
de centrifugacéo, foi retirado o caldo e adicionado 1 mL de solucgéo salina tamponada com
fosfato (PBS, pH 7) para lavar as células. Posteriormente, elas foram agitadas no vortex, e
outro ciclo de centrifugacao foi realizado para a obtengdo do ‘pellet’ novamente. Apds este
procedimento, a solugdo tampao foi retirada e as células de C. albicans foram diluidas 10x em

saliva artificial (2 mL de C. albicans para 18 mL de saliva artificial).
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A saliva artificial foi manipulada tendo em sua composicao, para cada 1 litro de 4gua
deionizada, os seguintes ingredientes: 2g de extrato de levedura (Sigma-Aldrich), 5g de
peptona bacterioldgica (Sigma-Aldrich), 2g de glicose (Sigma-Aldrich), 1g de mucina de
estdmago de porco (Sigma-Aldrich), 0.35 g de NaCl (Sigma-Aldrich), 0.2g de CaCl, (Sigma-

Aldrich) e 0.2g de KCI (Sigma-Aldrich).

- Formacéo do biofilme de C. albicans na presenca dos probioticos

Ap0s a diluicdo de C. albicans em saliva artificial (citada acima), biofilmes de C.
albicans foram formados sobre as superficies das amostras de RAAT previamente coladas no
interior de pocos de placas de poliestireno (24 pocos). 1 mL deste inéculo (10° células/mL em
saliva artificial) foi adicionado aos pogos contendo as amostras. As placas foram incubadas
em agitadora orbital (126 rpm) a 37 °C, por 2 h para permitir a adeséo celular inicial nas
superficies das amostras.

Enquanto as amostras estavam na agitadora, foi realizada a leitura da DO dos
probidticos no espectrofotdmetro e logo apds, eles foram individualmente centrifugados para
a obtencao dos ‘pellets’. O caldo BHI + glicose 1% foi retirado e adicionado um caldo fresco
para nutrir as células, a quantidade adicionada foi o suficiente para chegar na DO entre 0.9 e
1.0.

Ap0s duas horas de aderéncia inicial de C. albicans, a saliva artificial foi retirada e 1
mL de cada probiético (10° células/ml em BHI + 1% de glicose) foi retirado dos tubos da DO
ja centrifugado e adicionado nos pocos respectivos de cada grupo (n=5 em cada grupo). No
grupo controle foi adicionado apenas o meio caldo BHI + 1% de glicose. As placas ficaram
por 24 horas em estufa de CO; para crescimento dos biofilmes. Os experimentos foram

realizados em dois ensaios independentes.
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- Quantificacdo das células cultivaveis

O ndmero de células vidveis dos biofilmes formados nas amostras de RAAT, na
presenca dos probioticos foi avaliado por contagem de unidades formadoras de coldnias
(UFCs). Para recuperacdo de células bacterianas e fungicas sobre a superficie das amostras,
cada amostra foi retirada do pogo com o auxilio de uma pinca estéril e introduzida em um
tubo de ensaio contendo 1 mL de solugdo PBS (pH 7, 0.1 mol L-1) para que estes tubos
fossem levados a agitacdo em cuba ultrassénica (Ultracleaner 1400; UNIQUE) por 10min,
seguido de agitacdo em vortex (AP 56; Phoenix) durante 1min.

Em seguida, suspensdes de biofilme (20 pL de cultura para 180 pL de solugédo
tampéo PBS) foram vigorosamente agitadas durante 90 s e dilui¢es decimais seriadas (em
PBS; pH 7, 0.1 mol L-1) foram plaqueadas em Agar Sabouraud Dextrose (ASD; Difco) com
50pg/mL de cloranfenicol, para contagem de coldnias de C. albicans Para contagem das
coldnias de probidticos dos grupos controles, as espécies Bifidobacterium foram plaqueadas
em meio TOS-muporicina gar (Merck KGaA) com 20ug/mL de anfotericina B e 0s
probioticos da espécie Lactobacillus plaqueados em meio Rogosa agar (M.R.S. AGAR De
Man, Rogosa, Sharpe; Oxoid Companies), mais acido acético com 20ug/mL de anfotericina
B. Para os probidticos comerciais, foi feito o plaqgueamento em BHI &gar (BHI; Difco
Laboratories) com 20ug/mL de anfotericina B. Ap6s 18-24 h de incubacdo das placas para
crescimento de C. albicans e 48h para crescimento das espécies isoladas de Bifidobacterium e
Lactobacillus, e dos probidticos comerciais em estufa de CO:, a 37 °C, o nimero de UFCs/mL

foi contado manualmente.
ANALISE ESTATISTICA

Os dados de contagem microbiana obtidos para o ensaio de viabilidade celular foram
convertidos em Log (UFC/mL). Os mesmos foram analisados quanto a sua homogeneidade

(Shapiro Wilks), a fim de determinar se provinham ou ndo de uma distribuicdo normal.
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Como a distribuicdo dos dados foi paramétrica, a analise de variancia (ANOVA 1
fator) foi aplicada, seguido do teste de Tukey-Kramer (a=.05). Para os dados obtidos no teste
de rugosidade (Ra), como 0s mesmos apresentaram uma distribuicdo normal, a analise de
variancia (ANOVA dois fatores), medidas repetidas foi aplicado, seguido do teste de Tukey-

Kramer (a=.05), utilizando-se o programa IBM SPSS 20.0 (IBM, Armonk, NY, USA).

RESULTADOS

- Resultados da contagem de UFCs em Log

Na tabela 1 e grafico 1 abaixo, estdo representados os resultados médios da
contagem microbiana (Log UFC/mL) dos biofilmes formados nas amostras de RAAT, na

presenca dos probidticos isolados.

Tabela 1 - Valores médios (desvio padrdo) da contagem microbiana de C. albicans em Log

(UFC/mL) obtidos nas amostras de RAAT, na presenca dos probidticos isolados

BIOFILMES Log (UFC/mL) Reducdo em Log
Média/DP (%)*

GlI- C. albicans Sz U2y e -

GlI- C. albicans + L. casei 5.07/ (0.57) c 1.22 (19.4%)

GllI- C. albicans + L. rhamnosus 5.83/(0.17) a 0.46 (7.31%)

GIV- C. albicans + L. helveticus 5.33/(0.40) b,c 0.96 (15.26%)

GV- C. albicans + B. lactis 5.77/(0.28) b 0.52 (8.27%)

GVI- C. albicans + B. longum 4.94/ (0.29) ¢ 1.35 (21.46%)

GVII- C. albicans + L. fermentum 5.88/(0.48) a 0.41 (6.52%)

Letras diferentes mostram diferencga entre os grupos (Teste de Tukey, p<0.05)

* % de reducéo em relacédo a média do controle de C. albicans
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Gréfico 1 - Contagem microbiana (Log UFC/mL) dos biofilmes de C. albicans
formados nas amostras de RAAT, na presenga dos probioticos isolados (teste de
Tukey (p<0.05). As letras minusculas diferentes mostram diferenca estatistica entre os
grupos, segundo os testes de ANOVA e Tukey (p<0.05). C.a, Candida albicans; B. lIa,
Bifidobacterium lactis; B.lo, Bifidobacterium longum; L.ca, Lactobacillus casei; L.fe,
Lactobacillus fermentum, L.he, Lactobacillus helveticus; L.rh, Lactobacillus rhamnosus.

Foi possivel notar na Tabela 1 e Gréfico 1, que houve diferenca estatistica
significante entre os valores de Log (UFC/mL) de quatro probi6ticos associados a C. albicans
(B. lactis, B. longum, L. casei, L. helveticus) e o grupo controle de C. albicans. Na
quantificacdo do biofilme em Log, C. albicans (Gl- controle) apresentou uma média de 6.2
(UFC/mL) nas amostras de RAAT. As menores contagens de UFC/mL foram as obtidas pelos
biofilmes formados na presenca de B. longum, com valor médio de 4.94 (UFC/mL), seguido
do L. casei, com valor médio de 5.07 (UFC/mL). Nao houve reducdo estatisticamente
significativa em relacdo ao controle quando os probidticos L. fermentum e L. rhamnosus

foram associados a C. albicans, embora pdde-se notar uma redugdo numeérica.
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Contagem Bifidobacterium e Lactobacillus
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Grafico 2 - Contagem microbiana (Log UFC/mL) dos biofilmes de probioticos isolados
formados nas amostras de RAAT, na presenca de C. albicans e seus respectivos controles
(teste de Tukey (p<0.05). As letras mailsculas diferentes mostram diferenca estatistica entre as
barras azuis e verdes, para cada probi6tico isoladamente. As letras mindsculas diferentes mostram
diferenca estatistica entre as barras azuis entre si ou entre as barras verdes entre si, segundo 0s
testes de ANOVA e Tukey (p<0.05). C.a, Candida albicans; B. la, Bifidobacterium lactis; B.lo,
Bifidobacterium longum; L.ca, Lactobacillus casei; L.fe, Lactobacillus fermentum, L.he,
Lactobacillus helveticus; L.rh, Lactobacillus rhamnosus.

Foi possivel notar no Grafico 2, que houve diferenca estatistica significante entre os
valores de Log (UFC/mL) apenas para o probidtico L. casei associado a C. albicans e seu
respectivo grupo controle, apresentando uma menor contagem de UFC/mL. Este fato sugere
que C. albicans interferiu na viabilidade celular deste probidtico. O probidtico associado a C.
albicans que apresentou a maior viabilidade celular foi B. longum, sendo estatisticamente

diferente dos demais.

Na tabela 2 e grafico 3 abaixo, estdo representados os resultados médios da
contagem microbiana (Log UFC/mL) dos biofilmes formados nas amostras de RAAT, na

presenca dos probidticos comerciais.
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Tabela 2 - VValores médios (desvio padréo) da contagem microbiana de C. albicans em Log

(UFC/mL) obtidos nas amostras de RAAT, na presenca dos probio6ticos comerciais.

BIOFILMES Log (UFC/mL) Reducéo em Log
Média/DP (%)*

GI- C. albicans S0 (L) e )

GlI- C. albicans + Microbiome 6.33/(0.50) a 0.24 (3.65%)

GllI- C. albicans + Prolive 5.72/ (0.36) b 0.85 (12.94%)

Letras diferentes mostram diferenca entre os grupos (Teste de Tukey, p<0.05)

* % de reducdo em relacéo a média do controle de C. albicans
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Grafico 3 - Contagem microbiana (Log UFC/mL) dos biofilmes de C. albicans
formados nas amostras de RAAT, na presenca dos probi6ticos comerciais (teste
de Tukey (p<0.05). As letras mindsculas diferentes mostram diferenca estatistica entre
0s grupos, segundo os testes de ANOVA e Tukey (p<0.05). MI, Microbiome;
PRO,Prolive.
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Foi possivel notar na Tabela 2 e Gréfico 3, que houve diferenca estatistica

significante entre os valores de Log (UFC/mL) do probi6tico comercial Prolive associado a C.
albicans e o grupo controle de C. albicans. Na quantificacdo do biofilme em Log, C. albicans
(GI- controle) apresentou uma media de 6.57 (UFC/mL) nas amostras de RAAT. A menor
contagem de UFC/mL foi obtida pelos biofilmes formados na presenca do probiotico
comercial Prolive, a base de L. acidophilus, com valor medio de 5.72 (UFC/mL). N&o houve
reducdo estatisticamente significativa em relacdo ao controle quando o probiético comercial
Microbiome, a base de L. reuteri, foi associado a C. albicans, embora pdde-se notar uma

reducdo numérica.

Contagem Lactobacillus
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C. albicans + Ml PRO C. albicans + PRO

Gréfico 4 - Contagem microbiana (Log UFC/mL) dos biofilmes de probidticos
comerciais formados nas amostras de RAAT, na presenca de C. albicans e seus
respectivos controles (teste de Tukey (p<0.05). As letras minusculas diferentes
mostram diferenca estatistica entre 0s grupos, segundo os testes de ANOVA e Tukey
(p=<0.05). MI, Microbiome; PRO,Prolive.
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Foi observado no Grafico 4 que houve diferenca estatistica significante entre os
valores de Log (UFC/mL) dos grupos controles dos probidticos comerciais entre si. Quando
associados a C. albicans, os probioticos ndo apresentaram diferenca estatistica com seu
respectivo controle. Este fato sugere que C. albicans néo interferiu na viabilidade celular

destes probioticos comerciais.

Resultados de rugosidade de superficie
-Probidticos Isolados

Nas tabelas abaixo, estdo apresentadas a analise de variancia ANOVA dois fatores,
medidas repetidas e os valores médios de rugosidade (Ra - um) das amostras de RAAT, para
os diferentes biofilmes formados.
Tabela 3 - Analise de Variancia (ANOVA) medidas repetidas, com dois fatores de

rugosidade da RAAT, exposta a diferentes biofilmes microbianos

Fatores de Variacao SS df MS F P
Biofilme 0.001 6 0.000 0.586 0.740
Entre amostras 0.012 63 0.000

Periodo 0.012 1 0.012 100.103 <0.001
Biofilme x Periodo 0.002 6 0.000 2.212 0.053
Intra amostras 0.007 63 0.000

P<0.05 denota diferenca estatistica significante.

Conforme a tabela 3 da ANOVA, houve diferenca estatisticamente significativa

apenas para o fator periodo (p<0.001).



Tabela 4 - Valores médios (+ desvio padrdo) de rugosidade da RAAT (Ra - um), exposta a

diferentes biofilmes microbianos.
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Biofilme bacteriano

Antes da exposicao

Ap0s a exposicao

GI- C. albicans

GlII - C. albicans + L. casei

GlII- C. albicans + L. rhamnosus
GIV- C. albicans + L. helveticus
GV- C. albicans + B. lactis

GVI- C. albicans + B. longum
GVII- C. albicans + L. fermentum

Média geral

0.038 + 0.020 Aa
0.048 £ 0.011 Aa
0.043 £ 0.012 Aa
0.045 + 0.013 Aa
0.035 + 0.020 Aa
0.037 £ 0.019 Aa
0.038 +0.018 Aa
0.040

0.021 + 0.004 BCb
0.017 £ 0.005 Cb
0.023 £ 0.004 Bb
0.022 + 0.006 Bb

0.021 + 0.006 BCb
0.023 £ 0.007 Bb
0.029 £ 0.007 Aa

0.022

Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna e letra minuscula na linha néo diferem ao

nivel de 5% de significancia (P<0.05) pelo teste de Tukey.

Por meio da Tabela 4, € possivel observar que a rugosidade da RAAT diminuiu

significativamente ap0s exposicdo aos diferentes biofilmes microbianos, exceto ao biofilme

C. albicans + L. fermentum.

-Probioticos Comerciais

Tabela 5 - Analise de Variancia (ANOVA) medidas repetidas, com dois fatores de

rugosidade da RAAT, exposta a diferentes biofilmes microbianos.

Fatores de Variacao SS df MS F P
Biofilme 0.002 2 0.001 1.472 0.247
Entre amostras 0.021 27 0.001

Periodo 0.000009 1 0.000009 0.037 0.850
Biofilme x Periodo 0.000 2 0.000 0.573 0.571
Intra amostras 0.007 27 0.000

P<0.05 denota diferenca estatistica significante.
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Conforme a Tabela 5 é possivel observar que a interacdo entre biofilme analisado e
periodo de andlise ndo interferiu significativamente nos valores de rugosidade da resina

acrilica.

Tabela 6 - Valores médios (+ desvio padrdo) de rugosidade da RAAT (Ra - um), exposta a

diferentes biofilmes microbianos.

Biofilme bacteriano Antes da exposicao Apobs a exposicao
C. albicans 0.034 £ 0.025 Aa 0.027 £ 0.010 Aa
C. albicans + Microbiome 0.043 £ 0.023 Aa 0.044 + 0.038 Aa
C. albicans + Prolive 0.029 + 0.014 Aa 0.032 £ 0.013 Aa

Médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna e letra mindscula na linha ndo diferem ao nivel de
5% de significAncia (P<0.05) pelo teste de Tukey.
Por meio da Tabela 6, € possivel observar que ndo houve diferenca estatisticamente

significativa entre periodos e grupos analisados.

DISCUSSAO

A hipotese nula deste estudo de que os probidticos vivos utilizados ndo inibiriam o
crescimento do biofilme de C. albicans em amostras de resina acrilica foi rejeitada. Ficou
evidente com base nos resultados deste estudo, que 0s probioticos possuem atividade contra
C. albicans, comprovando seu efeito antagonista. Dos seis probidticos analisados, quatro
inibiram o crescimento do biofilme de C. albicans (B. lactis, B. longum, L. casei e L.
helveticus), apresentando uma reducéo estatisticamente significativa na contagem de UFC/mL
deste fungo, apos interacdo com células destes probioticos. Resultados semelhantes foram
obtidos por Song; Lee*, que também comprovaram a atividade de L. rhamnosus e L. casei
contra C. albicans. Outro estudo também comprovou a ac¢ao antiflngica de probidticos

comercialmente disponiveis, principalmente os que continham espécies de Lactobacillus,



44
interferindo na capacidade in vitro de C. albicans de formar biofilme em materiais

protéticos.*

A atividade antifangica dos Lactobacillus ocorre por dois mecanismos, em primeiro
lugar estas espécies produzem quantidade abundante de &cido latico, e este acido se difunde
através da membrana do fungo alvo e reduz o pH citoplasmaético, causando perda da
viabilidade celular.** Em segundo lugar, eles produzem varios peptideos antiftingicos, que
podem romper a membrana do fungo ou inativar moléculas do citoplasma.** Matsubara et
al.* também revelaram que as espécies de Lactobacillus ao liberarem metabdlitos, inibem o
desenvolvimento do biofilme de C. albicans, interferindo na colonizacao inicial e na

formacéo de hifas deste fungo.

Estudos clinicos também comprovaram a eficacia do uso de probioticos na reducgédo
do nivel de infeccdo por Candida. Ishikawa et al.? realizaram um estudo randomizado duplo-
cego, em portadores de proteses totais com a presenca de Candida spp. na cavidade oral. Os
pacientes foram alocados em dois grupos: probi6tico e placebo. Todos os pacientes foram
instruidos a limpar a protese total diariamente. O grupo probidtico depositava uma capsula
contendo probiéticos liofilizados (Lactobacillus rhamnosus HS111, Lactobacillus
acidophillus HS101 e Bifidobacterium bifidum) diariamente na superficie palatina da protese
maxilar, enquanto o grupo placebo foi submetido ao mesmo regime usando capsulas de
placebo. Os niveis de Candida spp. foram avaliados em amostras de mucosa do palato obtidas
antes e ap0s 5 semanas do periodo experimental. A taxa de deteccdo de Candida spp. foi de
92% no grupo placebo, ap6s o periodo experimental, enquanto que foi reduzido para 16.7%
no grupo probidtico. Da mesma forma, um outro estudo clinico também comprovou a eficacia
do consumo de um probidtico, o Lactobacillus casei Shirota, na reducéo da quantidade de
Candida na cavidade bucal. Para tanto, os individuos do estudo utilizaram o Yakult LB por

20 dias. Apos este periodo, coletas e analises da saliva foram realizadas. A analise
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imunolégica demonstrou uma reducdo significativa nos niveis de IgA anti-Candida ap6s o uso
do Yakult. O uso deste probiotico reduziu significativamente a quantidade de Candida na

cavidade bucal.®®

Kraft-Bodi et al.** realizaram um estudo utilizando pastilhas contendo duas cepas do
probiotico Lactobacillus reuteri, e demonstrou que quando administrados localmente, os
probioticos podem reduzir a prevaléncia de Candida na saliva de pacientes idosos. As cepas
de L. reuteri sdo conhecidas por produzir toxinas do tipo perdxido de hidrogénio, a qual pode
dificultar o crescimento de Candida por inibicdo seletiva.* Também h4 a possibilidade de

ocorrer interferéncia sistémica através de imunomodulacdo e aumento da producao de

A.46'47

g

Assim como os probidticos interferem no crescimento e desenvolvimento de
biofilmes de C. albicans, observou-se também no presente estudo, que este fungo interferiu na
viabilidade celular dos probidticos, reduzindo estatisticamente a contagem de UFCs/mL de L.
casei. Este fato sugere que houve uma competicao entre as espécies microbianas, por
nutrientes, luz ou sitios de ades&o.*®*° Embora C. albicans tenha interferido na viabilidade de
L. casei, este probidtico se mostrou o segundo mais eficaz quando associado a este fungo,

apresentando uma reducdo microbiana de mais de 1 Log.

A outra hipdtese nula deste estudo de que os probidticos vivos utilizados ndo
alterariam a superficie das amostras foi rejeitada. Valores de rugosidade (Ra) proximos ou
inferiores a 0.2 pm dificultam a ades&o microbiana.”® Entretanto, observou-se neste estudo
gue mesmo com nivel de rugosidade média inicial de 0.04 pum para as amostras de RAAT, C.
albicans foi capaz de aderir na superficie do material. Isso mostra que varios outros fatores,
que ndo apenas a rugosidade, sdo importantes na coloniza¢do microbiana de superficies, como

a hidrofobicidade (energia livre de superficie) e a composicdo quimica do material.>* Quanto
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maior a energia livre da superficie, maior sera a adesdo de microrganismos e, quanto mais
hidrofdbica a superficie, menor sera a adesdo celular.>* Outros fatores também devem ser
considerados, como a presenca de proteinas salivares; dieta rica em carboidratos, dentre
outros.>>*

A rugosidade de superficie influencia diretamente na adesdo inicial de Candida spp.
as superficies, podendo servir de reservatdrio.?®*>® Estas irregularidades proporcionam uma
maior chance destes microrganismos se reterem e se protegerem contra forgas de
cisalhamento, mesmo durante a limpeza das proteses dentarias. A rugosidade de superficie
(Ra) de materiais a base de resina (PMMA) pode variar de 0.02 a 7.6 um, de acordo com o
tipo de polimento.>” No presente estudo, 0s grupos n&o expostos tiveram um valor de
rugosidade superficial média de 0.04 um; enquanto que apds a exposi¢do aos biofilmes,
houve uma alteragdo da rugosidade média, reduzindo o valor para 0.02 um. A alteracdo de
superficie do material evidenciada neste estudo pode ser explicada pela acdo dos subprodutos
do metabolismo dos biofilmes. Estas substancias, por serem &cidas provavelmente alteraram a
matriz resinosa do material, modificando algumas propriedades fisicas, como a rugosidade.*’
Em contrapartida, outro estudo que também avaliou o efeito de biofilmes de L. rhamnosus e
L. casei na superficie de resina, ndo encontrou alteracdo estatisticamente significativa na
rugosidade do material.*® Diante da gama de fatores citados acima, responséveis pela

colonizacdo microbiana de superficies, os estudos ndo conseguem mostrar uma correlagédo

direta entre os valores de rugosidade e a adesdo de espécies de Candida.>®

Estas observacdes sdo particularmente importantes devido ao aumento da incidéncia
de infeccgdes orais, especialmente por outras espécies de Candida, como a C. tropicalis, C.
glabrata e C. guilliermondii, que s&o resistentes a agentes antifingicos.*® O surgimento da
resisténcia aos medicamentos e os efeitos colaterais dos antifungicos atualmente disponiveis,

restringem seu uso como agentes profilaticos de longo prazo para infeccdes fangicas.®® Por
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estas raz0es, a indicacdo dos probidticos é promissora para a prevencao e tratamento da
estomatite relacionada com préteses dentarias, representando um método alternativo em
reduzir a colonizacdo por Candida. Uma das limitagOes deste estudo foi sua realizagéo in
vitro, sendo necessarios estudos clinicos futuros para a comprovacao dos beneficios destes

probidticos e seus possiveis mecanismos de acdo na cavidade oral.

CONCLUSAO

Com base nos resultados deste estudo, conclui-se que:

e Os probidticos isolados B. lactis, B. longum, L. casei e L. helveticus e o probidtico
comercial Prolive inibiram o crescimento do biofilme de C. albicans em
superficie de resina acrilica para proteses dentarias, apresentando efeito
antagonista sobre o crescimento deste fungo;

e B. longum e L. casei apresentaram os maiores valores de reducdo de UFC/mL de
C. albicans;

e arugosidade da RAAT foi alterada apds a exposi¢do aos diferentes biofilmes
microbianos, diminuindo seu valor, exceto para o probiotico isolado L.

fermentum, e os probidticos comerciais Prolive e Microbiome.
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ANEXO A

Confecgédo das amostras em resina acrilica ativada termicamente (RAAT)

Matriz Metélica Conjunto lamina de vidro e matriz metalica

|

(A) Inclusdo em mufla do conjunto matriz/lamina de vidro. (B) Segunda lamina de vidro posicionada
sobre a matriz ja incluida em gesso e fixada com silicone de condensac¢ado Zetalabor

(A) Mufla preenchida com gesso pedra tipo I11. (B) Prensa hidraulica de bancada
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Resina acrilica ativada termicamente (RAAT)

Amostras de RAAT

Amostra de RAAT ap0s acabamento e polimento Padronizacao da espessura
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ANEXO B

Avaliacéo da rugosidade de superficie

Leitura das amostras de RAAT, posicionadas no rugosimetro

Amostras de RAAT coladas nos pocgos da placa de poliestireno



ANEXO C
Determinacéao dos grupos do estudo

Probioticos comerciais utilizados
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ANEXO D

Ensaio de biofilme

DiluicBes decimais seriadas
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Plagqueamento para contagem de UFCs

Placa apds contagem de UFCs
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