
 
 

 

 

 

 

 

 

 

JANAÍNA ARAÚJO DE ALVARENGA 

 

 

 

 

 

 

EFEITOS DE FORMULAÇÕES PROBIÓTICAS CONTENDO 

Lactobacillus paracasei 28.4 SOBRE O CRESCIMENTO, 

PRODUÇÃO DE POLISSACARÍDEOS E FORMAÇÃO DE BIOFILMES 

DE Streptococcus mutans 

 

 

 

 

 

 

 

2018 



 
 

JANAÍNA ARAÚJO DE ALVARENGA 

 

 

 

 

 

 

EFEITOS DE FORMULAÇÕES PROBIÓTICAS CONTENDO Lactobacillus 

paracasei 28.4 SOBRE O CRESCIMENTO, PRODUÇÃO DE 

POLISSACARÍDEOS E FORMAÇÃO DE BIOFILMES DE Streptococcus mutans 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Instituto de Ciência e Tecnologia, Universidade 

Estadual Paulista (Unesp), Campus de São José dos Campos, como parte dos 

requisitos para obtenção do título de MESTRE, pelo Programa de Pós-Graduação 

em BIOPATOLOGIA BUCAL. 

Área: Microbiologia / Imunologia. Linha de pesquisa: Doenças infecciosas de 

interesse médico-odontológico. 

 

 

 

 

Orientadora: Profa. Adj. Juliana Campos Junqueira 

Coorientadora: Dra. Patrícia Pimentel de Barros 

 

 

 

 

São José dos Campos 

2018 



Instituto de Ciência e Tecnologia [internet]. Normalização de tese e dissertação
[acesso em 2019]. Disponível em http://www.ict.unesp.br/biblioteca/normalizacao

Apresentação gráfica e normalização de acordo com as normas estabelecidas pelo Serviço de
Normalização de Documentos da Seção Técnica de Referência e Atendimento ao Usuário e
Documentação (STRAUD).

Ficha catalográfica elaborada pela Biblioteca Prof. Achille Bassi e Seção Técnica de Informática, ICMC/USP 
 com adaptações - STATI, STRAUD e DTI do ICT/UNESP. 

 Renata Aparecida Couto Martins CRB-8/8376

Alvarenga, Janaína Araújo de 
   Efeitos de formulações probióticas contendo Lactobacillus paracasei 28.4
sobre o crescimento, produção de polissacarídeos e formação de biofilmes de
Streptococcus mutans / Janaína Araújo de  Alvarenga. - São José dos Campos :
[s.n.], 2018.
   57 f. : il.

   Dissertação (Mestrado em Biopatologia Bucal) - Pós-graduação em Biopatologia
Bucal - Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciência e
Tecnologia, São José dos Campos, 2018.
   Orientadora: Juliana Campos Junqueira
   Coorientadora: Patrícia Pimentel de  Barros

   1. Lactobacillus paracasei. 2. Streptococcus mutans. 3. Probióticos. 4.
Biofilmes. 5. Polímeros extracelulares. I. Junqueira, Juliana Campos, orient.
II. Barros, Patrícia Pimentel de , coorient. III. Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Instituto de Ciência e Tecnologia, São José dos Campos.
IV. Universidade Estadual Paulista 'Júlio de Mesquita Filho' - Unesp. V.
Universidade Estadual Paulista (Unesp). VI. Título.



 
 

 

 

 

 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

 

Profa. Adj. Juliana Campos Junqueira (Orientadora) 

Universidade Estadual Paulista (Unesp) 

Instituto de Ciência e Tecnologia 

Campus de São José dos Campos 

 

 

Profa. Dra. Silvana Soléo Ferreira dos Santos 

Universidade de Taubaté (Unitau) 

Instituto Básico de Biociências 

Campus Bom Conselho, Taubaté 

 

 

Profa. Adj. Alessandra Bühler Borges 

Universidade Estadual Paulista (Unesp) 

Instituto de Ciência e Tecnologia 

Campus de São José dos Campos 

 

 

 

 

 

São José dos Campos, 26 de novembro de 2018. 

 

 



 
 

DEDICATÓRIA 

 

 

Aos meus pais, Adoniram Magalhães de Alvarenga e Laudice Alves 

Araújo de Alvarenga por nunca ter faltado amor, carinho, apoio e incentivos. Os 

princípios naturalmente aprendidos no dia a dia moldaram o ser humano que hoje 

sou. Minha eterna gratidão à dedicação de mãe em período integral e aos esforços 

desmedidos de pai sempre em busca de qualidade na nossa criação. Jamais 

conseguirei retribuir ao tanto que se doaram e continuam a me oferecer. Aprendi 

que família é dar asas para voar e deixar a certeza das raízes ancoradas no porto 

seguro. 

 

 

Ao meu marido Darlesson Alves do Carmo, por ser meu maior 

incentivador, meu amigo, meu companheiro. Por vibrar a cada conquista minha e 

compreender os momentos de ausência e estresse que cada responsabilidade 

implica. Sem você não seria possível essa conquista. Tê-lo ao meu lado tornou a 

caminhada mais suave e me deu forças para continuar. 

 

 



 
 

AGRADECIMENTOS ESPECIAIS 

 

 

À minha orientadora, Profa. Adj. Juliana Campos Junqueira, pelo 

prazeroso convívio diário no laboratório, pela orientação, pela paciência, pelo 

suporte, pelo carinho e pela amizade. Sou muito grata ao acolhimento com carinho 

na primeira iniciação científica, e desde então, por sempre me incentivar e acreditar 

no meu potencial. Tenho a certeza que tive uma brilhante orientação. Todo meu 

conhecimento na área da pesquisa é fruto desse seu raro talento em orientar com 

maestria. A minha eterna gratidão, respeito, carinho e admiração. 

 

 

À minha coorientadora, Dra. Patrícia Pimentel de Barros, a qual convivo e 

aprendo desde minha chegada ao laboratório. Sua experiência, habilidade e 

prestatividade foram essenciais ao desenvolvimento desse trabalho. Sou 

imensamente grata por compartilhar todo seu conhecimento e experiência de uma 

maneira leve e didática. Aprendi e cresci muito após esse nosso convívio mais 

próximo. 

 

 

À minha grande amiga, que a graduação me presenteou, Jéssica Diane 

dos Santos, pelos sempre bons momentos dentro e fora do laboratório, por ter me 

apresentado à microbiologia, por ser minha enciclopédia diária nos momentos de 

sufoco, por estar sempre prestativa a ajudar. Aprendi demais com sua experiência 

no laboratório e sigo aprendendo com tua força e determinação. 

 

 

À minha amada irmã, Camila Eugênia Araújo de Alvarenga, pelo amor e 

carinho e companheirismo, pela amizade e pelos momentos de alegria em todos 

esses anos. Agradeço pelas sábias palavras de apoio e incentivo nos momentos 

em que precisei e pela contribuição, mesmo que de maneira indireta, na realização 

deste trabalho. 

 



 
 

AGRADECIMENTOS 

 

À Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, na pessoa do 

diretor do Instituto de Ciência e Tecnologia de São José dos Campos, Estevão 

Tomomitsu Kimpara, e da vice-diretora Rebeca Di Nicoló. 

 

Ao Programa de Pós-graduação em Biopatologia Bucal, na pessoa da 

coordenadora Profa. Adj. Luciane Dias de Oliveira. 

 

À Profa. Anita Shukla do Centro para Engenharia Biomédica da Brown University, 

pela contribuição e parceria no desenvolvimento das formulações probióticas. 

 

Aos docentes do Programa de Pós-graduação em Biopatologia Bucal. 

 

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) 

pela concessão de bolsa de mestrado no período de 01/09/2016 a 28/02/2018. 

 

À Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP) pela 

concessão da Bolsa de Mestrado no período de 01/03/2018 a 31/08/2018 

(Processo nº 2017/15529-8). 

 

À equipe da Biblioteca pela ajuda na elaboração deste trabalho, contribuindo com 

a orientação das normas. 

 

Ao meu marido Darlesson Alves do Carmo, que precisou de muita paciência em 

diversos períodos durante o desenvolvimento deste projeto. Também agradeço ao 

seu companheirismo e confiança. 

 

Aos meus pais, Adoniram Magalhães de Alvarenga e Laudice Alves Araújo de 

Alvarenga, que sempre me incentivaram a estudar e me dedicar ao máximo em 

busca de meus sonhos e objetivos. 

 



 
 

À minha família, pelo amor, carinho, companheirismo e alegria em diversos 

momentos de minha vida. 

 

Aos meus amigos do laboratório, em especial à Jéssica Diane dos Santos, Maíra 

Terra Garcia, Felipe de Camargo Ribeiro, Rodnei Dennis Rossoni, Patrícia 

Pimentel de Barros, Liliana Scorzoni, Luciana Ruano de Oliveira Fugisaki, 

Lívia Mara Alves Figueiredo Godoi e Evelyn Luzia de Souza Santos, Damara 

da Silva Ávila, Pâmela Beatriz do Rosário Estevam dos Santos, Thais Cristine 

Pereira, Thaís Aguiar Santos e Raquel Teles de Menezes, pela amizade, 

carinho, pelos bons momentos dentro e fora do laboratório, por terem me dado 

força e muita ajuda durante a realização deste trabalho. Todos foram essenciais 

para o bom andamento desta pesquisa. 

 

Ao técnico Domingos Gonçalves Pontes, pela colaboração e amizade durante o 

curso de mestrado. 

 

Aos funcionários da seção técnica de pós-graduação, Bruno Shiguemitsu 

MarquesTanaka, Sandra Mara Cordeiro e Carolina Lourenço Rei, pela 

paciência, prontidão no atendimento e amizade conquistada durante o curso de 

mestrado. 

 

Aos técnicos superiores em administração universitária, Carlos Alberto Guedes e 

Michele Ramos dos Santos por toda a ajuda, colaboração e paciência nos 

trâmites relativos à bolsa de mestrado. 

 

À assistente de suporte acadêmico IV, Thais Cachuté Paradella pela ajuda na 

aquisição das imagens em microscópio eletrônico de varredura. 



 
 

SUMÁRIO 

 

 

RESUMO ..................................................................................................................... 9 

ABSTRACT ............................................................................................................... 10 

1 INTRODUÇÃO ....................................................................................................... 11 

2 PROPOSIÇÃO ....................................................................................................... 16 

2.1 Objetivo geral ..................................................................................................... 16 

2.1.1 Objetivos específicos ..................................................................................... 16 

3 MATERIAL E MÉTODOS ....................................................................................... 17 

3.1 Micro-organismos e condições de crescimento ............................................. 17 

3.2 Preparo da suspensão padronizada de L. paracasei 28.4 e S. mutans ........ 17 

3.3 Preparo das formulações probióticas ............................................................. 18 

3.4 Delineamento e divisão dos grupos experimentais ....................................... 18 

3.5 Avaliação do efeito das formulações probióticas sobre S. mutans em 

culturas planctônicas .............................................................................................. 19 

3.6 Avaliação dos efeitos da formulação probiótica sobre os biofilmes de S. 

mutans ...................................................................................................................... 20 

3.6.1 Análise do efeito da formulação probiótica sobre a produção de 

polissacarídeos extracelulares (PEC) por S. mutans ........................................... 21 

3.6.2 Análise do efeito da formulação probiótica sobre a biomassa total dos 

biofilmes de S. mutans............................................................................................ 23 

3.6.3 Análise do efeito da formulação probiótica sobre a contagem de células 

viáveis dos biofilmes de S. mutans ....................................................................... 24 

3.6.4 Análise do efeito da formulação probiótica sobre a estrututa dos 

biofilmes de S. mutans por Microscopia Eletrônica de Varredura ...................... 27 

3.6.5 Análise do efeito da formulação probiótica sobre a expressão dos genes 

luxS, bprA, gbpB e gtfB de S. mutans ................................................................... 27 

3.7 Análise estatítica ............................................................................................... 29 

4 RESULTADOS ....................................................................................................... 30 

4.1 Avaliação dos efeitos das formulações probióticas sobre S. mutans em 

culturas planctônicas .............................................................................................. 30 



 
 

4.2 Avaliação dos efeitos da formulação probiótica sobre os biofilmes de S. 

mutans ...................................................................................................................... 33 

4.2.1 Análise do efeito da formulação probiótica sobre a produção de 

polissacarídeos extracelulares (PEC) por S. mutans ........................................... 34 

4.2.2 Análise do efeito da formulação probiótica sobre a biomassa total dos 

biofilmes de S. mutans............................................................................................ 36 

4.2.3 Análise do efeito da formulação probiótica sobre a contagem de células 

viáveis dos biofilmes de S. mutans ....................................................................... 37 

4.2.4 Análise do efeito da formulação probiótica sobre a estrututa dos 

biofilmes de S. mutans por Microscopia Eletrônica de Varredura ...................... 38 

4.2.5 Análise do efeito da formulação probiótica sobre a expressão dos genes 

luxS, bprA, gbpB e gtfB de S. mutans ................................................................... 40 

5 DISCUSSÃO .......................................................................................................... 44 

6 CONCLUSÃO ........................................................................................................ 48 

REFERÊNCIAS ......................................................................................................... 49 



 
 

Alvarenga JA. Efeitos de formulações probióticas contendo Lactobacillus paracasei 
28.4 sobre o crescimento, produção de polissacarídeos e formação de biofilmes de 
Streptococcus mutans [dissertação]. São José dos Campos (SP): Universidade 
Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciência e Tecnologia; 2018. 

 
 

RESUMO 
 
 

O uso de probióticos como método de prevenção para a cárie dental tem sido 
amplamente investigado com resultados promissores. Portanto, torna-se 
necessário o desenvolvimento de formulações, para aplicação na cavidade bucal, 
que contenham cepas probióticas com atividade contra Streptococcus mutans. 
Assim, o objetivo desse projeto foi avaliar os efeitos antimicrobianos de 
formulações probióticas de Lactobacillus paracasei 28.4 sobre a atividade 
antibacteriana em crescimento planctônico, produção de polissacarídeos e 
formação de biofilmes de S. mutans. Inicialmente, a atividade antibacteriana de 3 
diferentes formulações probióticas (concentrações de 0,5, 0,75 e 1% p/v de gellan 
gum em CaCl2) foram testadas em culturas planctônicas sobre cepas de S. mutans 
(cepa padrão UA 159 e 5 cepas clínicas). Os resultados demonstraram inibição 
total do crescimento das cepas de S. mutans quando tratadas com todas as 
formulações probióticas testadas. Nos estudos subsequentes, foram avaliados os 
efeitos profiláticos da formulação probiótica na concentração de 1% p/v nos 
biofilmes de 4 e 24 horas de S. mutans, utilizando-se a cepa UA 159 e 2 cepas 
clínicas. Por meio do método sulfúrico-antrona, foi observado que a aplicação da 
formulação probiótica reduziu a capacidade de produção de polissacarídeos 
extracelulares pelas cepas de S. mutans em aproximadamente 80% nos dois 
tempos dos biofilmes testados. A formulação probiótica também foi capaz de 
reduzir significativamente a biomassa total dos biofilmes de S. mutans nos testes 
de absorbância do Cristal Violeta, com redução média na leitura de densidade 
óptica de 2,15 ± 0,10 no tempo de 4 horas e 2,67 ± 0,25 no tempo de 24 horas. A 
seguir, os efeitos antimicrobianos da formulação probiótica foram avaliados em 
biofilmes de S. mutans formados sobre a superfície de discos de hidroxiapatita, 
encontrando-se reduções de 0,57 a 1,54 UFC (Log) na contagem de células viáveis 
de S. mutans nos grupos tratados em relação aos grupos controle. Também foi 
possível observar redução na quantidade de células de S. mutans aderidas aos 
discos de hidroxiapatita pela Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV). Por fim, 
utilizando-se análise de Realtime PCR, foram testados os efeitos das formulações 
probióticas sobre a expressão de genes de virulência de S. mutans relacionados à 
adesão e formação do biofilme. Os resultados mostraram que na presença da 
formulação probiótica, os genes luxS, brpA, gbpB e gtfB de S. mutans foram 
negativamente regulados. Concluiu-se que a formulação probiótica contendo L. 
paracasei 28.4 em gellan gum apresentou efeitos inibitórios sobre o crescimento 
planctônico e biofilme de S. mutans, interferindo na produção de polissacarídeos 
extracelulares, quantidade de biomassa total, viabilidade celular, aderência de 
células à hidroxiapatita e transcrição de genes de virulência. 
 
Palavras-chave: Lactobacillus paracasei. Streptococcus mutans. Probióticos. 
Biofilmes. Expressão gênica. Atividade antibacteriana. Polímeros extracelulares. 



 
 

Alvarenga JA. Effects of different probiotics formulations containing Lactobacillus 
paracasei 28.4 on Streptococcus mutans growth, polysaccharides production and 
biofilms formation [dissertation]. São José dos Campos (SP): São Paulo State 
University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2018. 
 
 

ABSTRACT 
 
 
The use of probiotics as a prevention method for dental caries has been extensively 
investigated with promising results. Therefore, it becomes necessary to develop 
formulations, for application in the oral cavity, containing probiotic strains with 
activity against Streptococcus mutans. Thus, the objective of this project was to 
evaluate the antimicrobial effects of probiotic formulations of Lactobacillus 
paracasei 28.4 on the antibacterial activity in planktonic growth, polysaccharide 
production and biofilms formation of S. mutans using reference and clinical strains. 
Firstly, antibacterial activity of 3 different probiotic formulations (concentrations of 
0.5, 0.75 and 1% w/v of gellan gum in CaCl 2) were tested in planktonic cultures on 
S. mutans strains (standard strain UA 159 and 5 clinical strains). The results 
demonstrated complete inhibition of S. mutans strains growth when treated with all 
probiotic formulations tested. In the subsequent studies, the prophylactic effects of 
the 1% w/v probiotic formulation on 4 and 24 hours S. mutans biofilms were 
evaluated using the UA 159 strain and 2 clinical strains. Using the sulfuric-anthrone 
method, it was observed that the application of the probiotic formulation reduced the 
production capacity of extracellular polysaccharides by S. mutans strains in 
approximately 80% in both times of the biofilms tested. The probiotic formulation 
was also able to significantly reduce the total biomass of S. mutans biofilms in the 
Crystal Violet absorbance tests, with a mean reduction in the optical density reading 
of 2.15 ± 0.10 in 4 hours and 2.67 ± 0.25 in 24 hours. Next, the antimicrobial effects 
of the probiotic formulation were evaluated in S. mutans biofilms formed on the 
surface of hydroxyapatite discs, with reductions of 0.57 to 1.54 CFU (Log) in the 
viable cells count of S. mutans in the treated groups compared to the control 
groups. It was also possible to observe a reduction in the amount of S. mutans cells 
adhered to the hydroxyapatite disks by Scanning Electron Microscopy (SEM). 
Finally, using Realtime PCR analysis, the effects of probiotic formulations on the 
expression of S. mutans virulence genes related to adhesion and biofilm formation 
were tested. The results showed that in the presence of the probiotic formulation, 
the luxS, brpA, gbpB and gtfB genes of S. mutans were down regulated. It was 
concluded that the probiotic formulation containing L. paracasei 28.4 in gellan gum 
presented inhibitory effects on planktonic growth and S. mutans biofilm, interfering 
in the production of extracellular polysaccharides, amount of total biomass, cell 
viability, cell adhesion to hydroxyapatite and transcription of virulence genes. 
 
 
Keywords: Lactobacillus paracasei. Streptococcus mutans. Probiotics. Biofilms. 
Gene expression. Antibacterial activity. Extracellular polymers. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A cavidade bucal humana é habitada por centenas de espécies bacterianas, 

sendo que a maioria delas se trata de espécies comensais que mantém o equilíbrio 

do ecossistema (Belda-Ferre et al., 2012). Portanto, alterações no número e 

distribuição das espécies bacterianas podem resultar no desenvolvimento de 

doenças bucais, como a cárie dental. A cárie dental é uma doença oportunista, de 

caráter multifatorial, fortemente influenciada pelos carboidratos da dieta, pela ação 

de componentes salivares e pela formação do biofilme bacteriano. Para que o 

biofilme se comporte de maneira cariogênica, é preciso que ocorra, durante 

determinado período de tempo, a interação em condições críticas de diversos 

fatores presentes no ecossistema bucal. O evento mais crucial no desencadeamento 

do processo carioso é a seleção e dominância de certos grupos específicos de 

micro-organismos ácidos tolerantes. Nessas condições, pode ocorrer queda 

substancial no pH do biofilme que resulta na desmineralização dos tecidos dentários 

(Hamada, Slade, 1980; Gibbons, 1984; Bowen, 2002). 

S. mutans é considerado uma das principais espécies bacterianas 

envolvidas com a cárie dental e possui atributos de virulência que permitem a sua 

adesão e acumulação na superfície dentária. A capacidade de aderir e formar 

biofilmes em superfícies duras, metabolizar uma ampla variedade de carboidratos e 

sobreviver em ambientes de baixo pH constituem fatores chave de virulência desta 

bactéria, não só para a sua colonização, mas também, para a etiologia da cárie 

dental (Banas, Vickerman, 2003; Koo et al., 2010; Bowen, Koo, 2011). Em relação a 

capacidade de formar biofilmes, S. mutans apresenta sistemas de regulação gênica 

denominados de sistemas de dois componentes (Two Component Systems/TCS) 

descritos como VicRK e CovRS, que regulam diretamente um painel de genes 

relacionados com a síntese e interação de polissacarídeos extracelulares e 

formação de biofilme (Senadheera et al., 2005; Tremblay et al., 2009; Stipp et al., 

2013). Dentre esses genes, luxS e brpA controlam a regulação da produção da 

molécula do quorum sensing, Auto-inducer 2(AI-2), que promove a comunicação 

entre diferentes bactérias presentes em um biofilme misto (Wang et al., 2017). O 

gene brpA codifica uma proteína de superfície envolvida na formação de biofilme, 
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autólise e divisão celular (Wen et al., 2006). Ambos os genes estão envolvidos na 

regulação da formação de biofilme de S. mutans associada à produção de 

exopolissacarídeos e às respostas ao estresse oxidativo (Cao et al., 2017). 

Na disponibilidade de sacarose, a presença de adesinas e produção de 

glucanos capacitam S. mutans a se aderirem fortemente sobre as superfícies 

dentárias e formar biofilmes tridimensionais (Lemos et al., 2005). Glucanos são 

exopolímeros sintetizados por enzimas glicosiltransferases (GTFS), que em 

combinação com as proteínas ligadoras de glucano (Gbps), promovem aderência e 

acúmulo de estreptococos cariogênicos na superfície dental. S. mutans expressa 

três glicosiltransferases (GTFS B, C e D) que produzem glucanos solúveis e 

insolúveis. GTFB e GTFC, que atuam principalmente na formação de glucanos 

insolúveis em água e ricos em ligações α-1,3-glicosídicas, são localizadas na 

superfície celular de S. mutans e codificadas pelos genes gtfB e gtfC, 

respectivamente. Por outro lado, a enzima GTFD, que atua na produção de glucanos 

solúveis em água e ricos em ligações α-1,6-glicosídicas, é liberada no sobrenadante 

da cultura e codificada pelo gene gtfD. GTFC é adsorvida ao esmalte dentro da 

película adquirida, enquanto GTFB liga-se avidamente a bactérias que promovem 

agregação celular e aumento da coesão do biofilme (Bowen, Koo, 2011). Portanto, 

as enzimas GTFB e GTFC são essenciais no estabelecimento da matriz 

polissacarídica extracelular do biofilme dental (Koo et al., 2010). 

S. mutans também produz proteínas de superfície que apresentam afinidade 

aos glucanos, as Gbps (Glucan-bindingprotein), que medeiam à interação bacteriana 

com o glucano extracelular e contribuem para o crescimento do biofilme (Stipp et.al. 

2008). Quatro Gbps foram identificadas para a espécie de S. mutans, GbpA, GbpB, 

GbpC e GbpD (Banas, Vickerman, 2003). Entre elas, destaca-se a GbpB que 

demonstra propriedades imunogênicas e protetoras contra a cárie dental, sendo, 

portanto, um potencial alvo para o desenvolvimento de vacinas para prevenção 

dessa doença (Mattos-Graner et al., 2001). Duque et al. (2011) exploraram a 

estratégia do RNA antisense para analisar as funções biológicas de GbpB e 

observaram que essa proteína participa da formação do biofilme sacarose 

dependente e de outras propriedades celulares, como controle da hidrofobicidade 

celular, resistência ao estresse oxidativo e osmótico, autólise e sensibilidade à 

antibióticos. 
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Além da produção de polissacarídeos, S. mutans possuem características 

acidúricas e acidogênicas, que também contribuem significativamente para o 

desenvolvimento da cárie dental (Bowen, Koo, 2011; Falsetta et al., 2014). Nos 

biofilmes, a matriz extracelular e o microambiente formados pelas comunidades 

microbianas propiciam uma elevada resistência ao sistema de defesa do hospedeiro 

e a ação dos agentes antimicrobianos (Borghi et al., 2014). O biofilme pode 

prejudicar a resposta imunológica do hospedeiro por construir uma barreira de 

difusão para fagócitos e citocinas, favorecendo a persistência da infecção 

(Katragkou et al., 2010). 

Desse modo, os fatores de virulência de S. mutans auxiliam na proteção 

dessa bactéria contra possíveis defesas do hospedeiro e contribuem para a 

capacidade de causar danos teciduais. Com o sequenciamento do genoma de S. 

mutans (UA159 - cepa sorotipo c) foi possível identificar que os genes de virulência 

estão associados com a aderência aos tecidos dentários e a produção de glucanos, 

proteases e moléculas de estimulação de citocinas; além de sua alta tolerância ácida 

(Ajdic et al., 2002). Apesar da prevalência de cárie ter diminuído nas últimas 

décadas, principalmente em países desenvolvidos, devido a utilização dos fluoretos; 

a doença ainda constitui um grande problema clínico. Este fato tem estimulado 

pesquisas na procura de novas formas de prevenção e tratamento para a cárie 

dental (Simark-Mattsson et al., 2007; Koo et al., 2010). 

Probióticos são micro-organismos vivos que têm efeitos positivos sobre a 

saúde humana quando administrados em quantidades adequadas, 

aproximadamente 107 a 1011 unidades formadoras de colônia por mililitros (UFC/mL) 

(Gonzalez et al., 2012; Su et al., 2013). Os probióticos são classificados como 

produtos vivos bioterapêuticos (Live Biotherapeutic Products/LBP) de acordo com o 

Food and Drug Administration (FDA) e podem ser utilizados em uma variedade de 

produtos, tais como alimentos, suplementos alimentares e medicamentos (Gonzalez 

et al., 2012; Olle, 2013). Entre as bactérias consideradas como probióticas, algumas 

cepas de Lactobacillus (L. acidophilus ATCC 4356, L. casei ATCC 393, L. paracasei 

ATCC BAA52), quando incorporadas em produtos alimentares fermentados, podem 

exibir atividade antimicrobiana contra agentes patogênicos do trato gastrointestinal e 

da cavidade oral (Campana et al., 2012; Vilela et al., 2015; Matsubara et al., 2016). 
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Söderling et al. (2011) estudaram os efeitos das cepas probióticas de L. 

rhamnosus GG, L. plantarum 299V e L. reuteri PTA 5289 e SD2112 sobre a 

formação de biofilmes de S. mutans, concluindo que todas as cepas analisadas 

diminuíram a formação de biofilme por S. mutans in vitro e a atividade 

antimicrobiana foi dependente do pH da cultura de Lactobacillus. Marttin et al. (2013) 

testaram os efeitos inibitórios de L. reuteri (ATCC PTA 5289) e L. paracasei (DSMZ 

16671) em biofilmes de S. mutans, verificando que ambas as cepas de Lactobacillus 

interferiram com a adesão de S. mutans aos discos de hidroxiapatita, mas não 

interferiram na adesão destes à superfície lisa do vidro. 

Em estudo realizado por Lin et al. (2015), filtrados da cultura de 5 espécies 

de Lactobacillus (L. casei Shirota, L. casei LC01, L. plantarum ST-III, L. paracasei 

Lpc-37, e L. rhamnosus HN001) também foram capazes de inibir o crescimento e 

formação de biofilme de S. mutans. Segundo os autores, esses efeitos podem estar 

relacionados com a produção de um ambiente ácido ou com a produção de 

polipeptídeos antimicrobianos por Lactobacillus. 

A Organização das Nações Unidas para a Alimentação e a Agricultura 

(FAO/OMS) observou que a maioria das formulações probióticas no mercado não foi 

submetida a testes e verificações adequados (Reid, 2016). Assim, devido à falta de 

estudos in vivo e ensaios clínicos disponíveis, é precoce designar os probióticos 

como uma alternativa às doenças infecciosas orais. De acordo com uma revisão de 

Sanders et al. (2016), apesar da rápida expansão global da pesquisa com 

probióticos, existem poucos estudos focados na eficácia desses agentes. Além 

disso, as indústrias parecem ser menos propensas a financiar estudos com 

probióticos em comparação com substâncias químicas. 

O Instituto Center for Biologics Evaluation and Research of the FDA 

(CBER/FDA) exige rigorosas especificações para o desenvolvimento de formulações 

probióticas, como identificação da cepa probiótica por ensaios específicos e 

reprodutíveis (métodos genotípicos e fenotípicos), determinação da potência dos 

micro-organismos vivos (contagem de UFC/ml) e realização de testes de pureza ou 

contaminantes introduzidos durante o processo de fabricação tornando portanto um 

desafio para pesquisadores e indústrias atuais (Olle, 2013). Além disso, a 

formulação deve apresentar liberação das bactérias proporcionando tempos de 

retenção e exposição suficiente na cavidade bucal para que os probióticos possam 
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colonizar os tecidos do hospedeiro e influenciar a microbiota residente (Wescombe 

et al., 2012; Devine et al., 2015) e manutenção da viabilidade celular durante a 

estocagem (Wescombe et al., 2012). 

Recentemente, estudos com hidrogéis à base de biopolímeros têm sido 

desenvolvidos para carreamento de antimicrobianos pelas suas vantagens e 

propriedades físico-químicas interessantes em condições fisiológicas, além da 

facilidade de processamento (De Giglio et al., 2011; Annabi et al., 2014). Entre eles, 

o gellan gum, um heteropolissacarídeo natural, está sendo bastante utilizado na 

indústria alimentícia, farmacêutica e na medicina para o encapsulamento de células, 

antibióticos e micropartículas (Coutinho et al., 2010; Oliveira et al., 2010; D’Arrigo et 

al., 2014; Osmałek et al., 2014; Zhu et al., 2015). Recentemente, diferentes tipos de 

preparações de gellan gum têm sido desenvolvidas, variando desde micropartículas 

e grânulos maiores, até formulações mais líquidas (Agnihotri et al., 2005; Mahdi et 

al., 2014). A utilização do gellan gum como carreador de fármacos apresenta a 

vantagem da liberação contínua dos antibióticos por período de tempo prolongado 

(Novac et al. 2014; Posadowska et al., 2016). Os sistemas de carreamento utilizando 

gellan gum apresentam resultados promissores, pois esse biopolímero não 

apresenta toxicidade para o organismo e oferece uma proteção para o fármaco 

encapsulado em seu interior. Por exemplo, na administração por via oral, as 

moléculas do fármaco ficam protegidas no interior do gellan gum, evitando sua 

degradação pelo processo digestivo e, consequentemente, a perda rápida da sua 

concentração (Miyazaki et al., 1999; Kubo et al., 2003; Zhu et al., 2015). 

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos antimicrobianos 

de formulações probióticas de L. paracasei 28.4, em hidrogéis de gellan gum, sobre 

a atividade antibacteriana, produção de polissacarídeos e formação de biofilmes por 

S. mutans. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos antimicrobianos de 

formulações probióticas de L. paracasei 28.4 sobre a atividade antibacteriana, 

produção de polissacarídeos e formação de biofilmes de S. mutans. 

 

 

2.1.1 Objetivos específicos 

 

a) avaliar a atividade antibacteriana de 3 diferentes concentrações de 

formulações probióticas sobre 5 cepas clínicas e 1 cepa de referência de S. 

mutans por meio do estudo em culturas planctônicas; 

b) selecionar a formulação probiótica com maior atividade antimicrobiana, 

bem como 3 cepas de S. mutans, para os estudos subsequentes; 

c) testar os efeitos da formulação probiótica sobre a produção de 

polissacarídeos nas cepas de S. mutans utilizando-se do método sulfúrico-

antrona; 

d) analisar os efeitos da formulação probiótica nos biofilmes de S. mutans 

através da quantificação da biomassa total (método colorimétrico do cristal 

violeta); 

e) analisar os efeitos da formulação probiótica nos biofilmes de S. mutans 

formados em discos de hidroxiapatita por meio da contagem de células 

viáveis (UFC/mL) e Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV); 

f) elucidar os mecanismos de ação envolvidos nos efeitos da formulação 

probiótica sobre S. mutans por meio da quantificação da expressão de 

genes relacionados com a aderência, produção de polissacarídeos e 

formação de biofilmes. 



17 
 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Micro-organismos e condições de crescimento 

 

 

Foram utilizadas 5 cepas clínicas de S. mutans previamente isoladas de 

pacientes com lesões de cárie ativa (Garcia, 2018) e a cepa Lactobacillus paracasei 

28.4 previamente isolada de paciente livre de cáries (Rossoni et al., 2018). Como 

controle dos experimentos, foi utilizada também a cepa de referência S. mutans 

UA159. Estas cepas são mantidas no Laboratório de Microbiologia e Imunologia 

Bucal do ICT/UNESP de São José dos Campos em estoques congelados em freezer 

a menos 80°C (NUAIRE, Minnesota, EUA). 

Para ativação desses micro-organismos, a cepa de L. paracasei 28.4 foi 

cultivada em ágar Rogosa SL (Himedia, Mumbai, Índia) e as cepas de S. mutans 

foram cultivadas em ágar Mitis Salivarius (Difco, Detroit, EUA), acrescido de 0,2 UI 

por mL de meio de bacitracina (Sigma-Aldrich, SP, Brasil) durante 48 horas a 37°C 

em estufa bacteriológica sob condições de 5% de teor de CO2. 

 

 

3.2 Preparo da suspensão padronizada de L. paracasei 28.4 e S. mutans 

 

 

L. paracasei 28.4 foi cultivado em caldo de Man, Rogosa & Sharpe (MRS, 

Difco, Detroit, EUA) a 37°C por 24 horas em estufa bacteriológica sob condições de 

5% de teor de CO2. S. mutans foi cultivado em caldo Infuso Cérebro Coração (BHI, 

Himedia, Mumbai, Índia), acrescido de 5% de sacarose, a 37ºC por 24 horas em 

estufa bacteriológica, sob condições de 5% de teor de CO2. Posteriormente, as 

células microbianas foram centrifugadas a 2000 xg (aproximadamente 4000 rpm) por 

5 min (Centrífuga MPW, Warszawa, Polônia), o sobrenadante foi desprezado e o 

sedimento suspenso em 6 mL de solução fisiológica (NaCl 0,85%). Esse 

procedimento foi repetido. A contagem do número de células das suspensões foi 

realizada em espectrofotômetro (B582, Micronal, São Paulo, Brasil) obtendo-se a 
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concentração de 106 micro-organismos/mL de S. mutans, 1010 micro-organismos/mL 

de L. paracasei 28.4 para o preparo das formulações probiótica, enquanto que para 

os estudos entre as interações celulares, foi utilizado 108 micro-organismos/mL de L. 

paracasei 28.4. Os valores de comprimento de onda foram de 600 nm para L. 

paracasei 28.4 e 398 nm para S. mutans com densidades ópticas de 2,400 e 1,014 

para L. paracasei 28.4 e 0,620 para S. mutans. 

 

 

3.3 Preparo das formulações probióticas 

 

 

As formulações probióticas foram desenvolvidas em colaboração com a 

Profa. Anita Shukla do Centro para Engenharia Biomédica da Brown University. Para 

o preparo das formulações, 2 mL da cepa de L. paracasei 28.4, padronizada em 1010 

micro-organismos/mL, foram incorporados em 45 mL das preparações aquosas de 

hidrogéis em 3 mL de CaCl2, resultando no volume final de 50 mL para cada preparo. 

Para determinação da melhor viscosidade do hidrogel em CaCl2, três diferentes 

concentrações (0,5% p/v, 0,75% p/v e 1% p/v), foram testadas. 

 

 

3.4 Delineamento e divisão dos grupos experimentais 

 

 

As 3 formulações probióticas foram testadas sobre 5 cepas de S. mutans, 

mais a cepa de referência S. mutans UA 159, quanto à atividade bacteriana em 

culturas planctônicas. A partir desses dados, foram selecionadas 3 cepas clínicas e 

1 formulação probiótica para os estudos de produção de polissacarídeos, 

quantificação de biofilmes formados e análise da expressão de genes de S. mutans 

(Figura 1). 

Em todos os testes, foram sempre incluídos os seguintes grupos 

experimentais: 

 

a) S. mutans + hidrogel contendo L. paracasei 28.4 (grupo interação com 
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formulação probiótica); 

b) S. mutans + suspensão de L. paracasei 28.4 (grupo interação com 

suspensão microbiana da cepa L. paracasei 28.4); 

c) S. mutans + solução fisiológica (grupo controle de S. mutans); 

e) L. paracasei 28.4 + solução fisiológica (grupo controle de L. paracasei 

28.4); 

f) Hidrogéis contendo L. paracasei 28.4 + solução fisiológica (grupo controle 

das formulações probióticas). 

 

 

Figura 1 - Delineamento experimental 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

3.5 Avaliação do efeito das formulações probióticas sobre S. mutans em 

culturas planctônicas 

 

 

A atividade antibacteriana foi realizada de acordo com a metodologia 

proposta por Lin et al. (2015) com algumas modificações. Uma alíquota de 250 μL 
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da suspensão padronizada de L. paracasei 28.4 ou das formulações probióticas 

(0,5% p/v, 0,75% p/v e 1% p/v) foram adicionadas a 1 mL de caldo BHI acrescido de 

5% de sacarose em tubos eppendorfs. Os tubos foram incubados em estufa 

bacteriológica sob condições de 5% de teor de CO2 a 37°C por 24 horas. Após esse 

período de incubação, a formulação probiótica foi removida (Figura 2) e o pH do 

meio de cultura foi medido em pHmetro digital. A seguir, 250 μL de S. mutans foram 

adicionados aos tubos. 

Após incubação de 24 horas, os tubos foram homogeneizados por 1 min e 

as culturas foram diluídas serialmente, das quais alíquotas de 5 μL foram semeadas 

pela técnica da gota em ágar Mitis Salivarius acrescido de 0,2 UI por mL de meio de 

bacitracina (MSBS) para S. mutans e ágar Rogosa para Lactobacillus. As placas 

foram incubadas em estufa bacteriológica sob condições de 5% de teor de CO2 a 

37°C por 48 horas para contagem das colônias e cálculo de Unidades Formadoras 

de Colônias (UFC/mL). 

 

 

Figura 2 - Remoção do hidrogel após 24 horas em caldo 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

3.6 Avaliação dos efeitos da formulação probiótica sobre os biofilmes de S. 

mutans 

 

 

Após o estudo em culturas planctônicas, a formulação probiótica 1% p/v foi 



21 
 

 

testada sobre os biofilmes de 3 cepas de S. mutans, incluindo 2 cepas clínicas e a 

cepa S. mutans UA 159. De acordo com o delineamento experimental acima 

descrito, os biofilmes foram formados sobre: 1) fundo de placas de microtiltulação de 

96 poços para a quantificação da produção de polissacarídeos extracelulares e 

análise da biomassa total; 2) superfície de discos de hidroxiapatita (Clarkson 

Chromatography Inc., PA, USA) para contagem de células viáveis (UFC/mL) e 

microscopia eletrônica de varredura (MEV); 3) fundo de placas de microtitulação de 

24 poços para análise da expressão de genes de virulência de S. mutans. 

 

 

3.6.1 Análise do efeito da formulação probiótica sobre a produção de 

polissacarídeos extracelulares (PEC) por S. mutans 

 

 

Os biofilmes para análise da produção de polissacarídeos extracelulares 

foram previamente formados de acordo com a metodologia proposta por Ribeiro et 

al. (2017) com algumas modificações. 

Primeiramente, 50 μL da formulação probiótica ou da suspensão 

padronizada de L. paracasei 28.4 foram adicionados a 100 μL de caldo BHI, 

acrescido de 5% de sacarose, em poços de placas de 96 poços (KASVI, Curitiba, 

Brasil). As placas foram incubadas a 37ºC por 24 horas em estufa bacteriológica, 

sob condições de 5% de teor de CO2. Após o período de incubação, foi feita a 

remoção do gel da formulação probiótica, adicionado 50 μL de S. mutans e 

incubados novamente por 4 e 24 horas. Após esses períodos determinados, um pool 

do biofilme de 6 poços foi desagregado com 100 μL de solução fisiológica (NaCl 

0,85%) e transferidos para microtubos de 1,5 mL e submetidos a uma centrifugação 

de 6000 xg (aproximadamente 12000 rpm) por 10 min a 26ºC para remoção do 

sobrenadante. O sedimento obtido foi lavado 3 vezes com solução fisiológica (NaCl 

0,85%). As dosagens dos polissacarídeos extracelulares insolúveis em água foram 

realizadas utilizando-se o método sulfúrico-antrona descrito por Leyva et al. (2008). 

O reagente foi preparado imediatamente anterior a análise dissolvendo 0,01 g de 

Antrona (0,1%) em 1 mL de ácido sulfúrico concentrado (98%). Em seguida, três 

vezes o volume da solução ácido sulfúrico-antrona foi adicionado a uma parte da 
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solução extraída e incubada a 4ºC por 10 min. Subsequentemente, incubada a 

100ºC por 20 min seguido de 20 min em temperatura ambiente. Após o período de 

incubação, as amostras foram lidas em leitor de microplacas no comprimento de 

onda de 620 nm. Os cálculos para as dosagens foram realizados a partir de uma 

curva padrão obtida de soluções com 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 μg de 

glicose/mL (Figuras 3 e 4). Assim, os dados de densidade óptica da produção de 

polissacarídeos foram convertidos em μg/mL.  

 

 

Figura 3 - Curva padrão de glicose (100 μg/mL) obtida pelo método sulfúrico-antrona 

de intervalo 0 - 10 μg representado por um complexo azul esverdeado gerado pelo 

aquecimento da solução 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 4 - Imagem ilustrativa do experimento de liberação de polissacarídeos 

extracelulares por S. mutans representado por um complexo azul esverdeado 

gerado pelo aquecimento dos compostos em solução de ácido sulfúrico-antrona 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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3.6.2 Análise do efeito da formulação probiótica sobre a biomassa total dos 

biofilmes de S. mutans  

 

 

A quantificação da biomassa dos biofilmes foi realizada pelo método da 

absorbância do Cristal Violeta seguindo a metodologia descrita no trabalho de 

Barbosa et al. (2016). Transcorridos os tempos de formação de biofilme conforme 

descrito no item anterior, 100 μL de metanol a 99% (Sigma-Aldrich, São Paulo, 

Brasil) foram adicionados em cada poço para a fixação do biofilme. Passados 15 

minutos, o metanol foi removido e a placa mantida em temperatura ambiente 

overnight (aproximadamente 16 horas). Após o período de incubação, 100 μL de 

cristal violeta (1% v/v) foi colocado nos poços e mantido durante 20 minutos. Em 

seguida, os poços foram lavados 3 vezes com 200 μL de solução fisiológica (NaCl 

0,85%) e acrescentado 200 μL metanol a 99% para descoloração do biofilme e 

liberação do sobrenadante. Então, 100 μL do sobrenadante do processo de 

descoloração foi transferido para placas de 96 poços. A leitura foi realizada em leitor 

de microplacas com comprimento de onda de 570 nm para medida da absorbância 

(Figura 5). 

 

 

Figura 5 - Imagem ilustrativa do experimento de quantificação da biomassa total do 

biofilme de S. mutans pelo método da absorbância do cristal violeta 

 

 
 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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3.6.3 Análise do efeito da formulação probiótica sobre a contagem de células 

viáveis dos biofilmes de S. mutans 

 

 

Para os testes de contagem de células viáveis, os biofilmes de S. mutans 

foram formados em discos de hidroxiapatita (n=5) posicionados em suportes 

confeccionados com fios ortodônticos (Figura 6), conforme metodologia descrita por 

Marttinen et al. (2013) com algumas modificações. Discos e suportes, foram 

colocados em tubos, recobertos com solução fisiológica e autoclavados previamente 

a formação do biofilme. Os discos foram dispostos nos suportes na posição vertical 

sem tocar o fundo dos poços da placa de microtitulação de 24 poços (Figura 7). 

 

 

Figura 6 - Suportes confeccionados com fios ortodônticos 

 

 
Legenda: a) Parte superior do suporte confeccionado com fio ortodôntico retangular 0,40 mm x 0,55 
mm (.016” x .022”); b) Parte inferior do suporte confeccionado com fio ortodôntico duro elástico 
redondo Ø 0,45 mm (.018”); c) Soldagem das partes superior e inferior do suporte; d) Suporte 
preparado e soldado. 
Fonte: Cópia autorizada por Marisol dos Santos Velloso. 
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A seguir, 250 μL da formulação probiótica ou da suspensão padronizada de  

L. paracasei 28.4 foram adicionados aos poços contendo 1,5 mL de caldo BHI, 

acrescido de 5% de sacarose, e incubadas em estufa sob condições de 5% de teor 

de CO2 por 24 horas (Figura 8). Após o período de incubação, foi feita a remoção do 

gel da formulação probiótica, adicionado 250 μL das suspensões padronizadas de S. 

mutans e incubados novamente por 4 e 24 horas para a formação do biofilme. Após 

cada período, o conjunto suporte-disco foi removido da placa e transferido para outra 

placa de 24 poços contendo 2 mL de solução fisiológica (NaCl 0,85%). Cada disco 

foi lavado três vezes para remoção das células fracamente aderidas ao biofilme 

formado, e posteriormente, transferidos para uma nova placa de 24 poços.  

 

 

Figura 7 - Disposição dos discos de hidroxiapatita nos suportes confeccionados com 

fio ortodôntico para a formação do biofilme de S. mutans 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 8 - Formulação probiótica em caldo previamente a remoção do gel 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Transcorridos os tempos de formação do biofilme, cada corpo de prova foi 

colocado em um novo poço da placa de 24 poços contendo 1 mL de solução 

fisiológica (NaCl 0,85%) e o biofilme aderido aos discos foi removido utilizando 

homogeneizador ultra-sônico (Sonopuls HD 2200, Bandelin Eletronic) com potência 

de 50 W por 30 segundos para romper os agregados microbianos. 

A partir da solução obtida, foram realizadas diluições decimais, das quais 

alíquotas de 5 μL foram semeadas pela técnica da gota em placas de Petri contendo 

meios de cultura seletivos, ágar Mitis Salivarius acrescido de 0,2 UI por mL de meio 

de bacitracina para S. mutans, e ágar Rogosa para L. paracasei 28.4. As placas 

foram incubadas a 37ºC em estufa sob condições de 5 % de teor de CO2 por 48 

horas. Após este período, as colônias foram contadas para o cálculo de UFC/mL. 
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3.6.4 Análise do efeito da formulação probiótica sobre a estrutura dos 

biofilmes de S. mutans por Microscopia Eletrônica de Varredura 

 

 

Para a análise de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), após os 

tempos de formação dos biofilmes (conforme descrito no item anterior), os corpos de 

prova de hidroxiapatita, foram transferidos para uma nova placa de 24 poços 

contendo 1 mL de glutaraldeído a 2,5% para fixação por 1 hora. Após este período, 

as peças ficaram submersas em 1 mL de solução de álcool nas concentrações de 

10, 25, 50, 75 e 90% por 20 min para cada concentração e, posteriormente, em 

100% de álcool por 1 hora e colocadas em estufa a 37ºC por 24 horas para secagem 

completa das peças. 

Os corpos de prova foram retirados do fundo da placa com o auxílio de uma 

pinça estéril, transferidos para stubs de alumínio e recobertos com ouro por 160 s a 

40 mA (DentonVacuum Desk II). Após a metalização, as peças foram examinadas e 

fotografadas em Microscópio Eletrônico de Varredura do Instituto de Ciência e 

Tecnologia (ICT/Unesp), operando em 15 kV no aumento 4000 vezes. 

 

 

3.6.5 Análise do efeito da formulação probiótica sobre a expressão dos genes 

luxS, brpA, GbpB e gtfB de S. mutans 

 

 

Os genes alvos investigados foram luxS e brpA (envolvidos na formação do 

biofilme), gbpB (proteína de superfície que se liga ao glucano), gtfB 

(glicosiltransferases B) que foram normalizados pelo gene de referência. Para a 

escolha do gene normalizador, 2 genes de referência, 16sRNA (RNA ribossomal) e 

Ldh (Lactato desidrogenase), foram analisados no software RefFinder 

(http://www.leonxie.com/referencegene.phpe). A amostra calibradora do ensaio foi o 

grupo solução fisiológica (NaCl 0,85%) nos diferentes tempos analisados. Todos os 

primers utilizados foram específicos para S. mutans e não houve amplificação em 

nenhum outro tipo de micro-organismo. Para a realização da curva padrão de cDNA, 

foram preparadas diluições seriadas do cDNA (1:10) com a massa inicial de 600 ng 
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do grupo controle, que neste estudo se refere a S. mutans + Solução fisiológica. 

Cada diluição foi feita em triplicata para cada iniciador testado e a concentração 

ideal deste, foi padronizada em 100 µM. 

Os biofilmes foram previamente formados em fundo de placas de 24 poços, 

utilizando-se as mesmas concentrações do biofilme descrito no item anterior. 

Após cada tempo de formação do biofilme (4 e 24 horas), foi realizada a 

extração de RNA utilizando-se o Kit Trizol (Ambion, Inc, AM1926), conforme 

protocolo recomendado pelo fabricante. O RNA extraído foi quantificado usando 

micro-espectrofotômetro Nanodrop 2000c UV- Vis Spectrophotometer (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) de acordo com o protocolo do 

fabricante, e os tubos armazenados no freezer a -80°C. 

Para cada reação de síntese da primeira fita de cDNA, foi utilizado 1 μg de 

RNA, previamente tratado com DNAse I, utilizando o Kit Super Script™ III First-

Strand Synthesis Super Mix for qRTPCR (Cat. no. 11752-050, INVITROGEN), de 

acordo com as especificações do fabricante. A cada reação foi, então, adicionado: 

10μL de mix RT (2X); 2 μL de Enzima mix e água livre de RNAse suficiente para um 

volume final de 20 μL de reação. As reações foram incubadas em termociclador 

(Mastercycler-Eppendorf) por 20 min a 25ºC, seguidos por 30 min a 50ºC min e 5 

min a 85ºC. Transcorrido esse ciclo, os tubos foram colocados no gelo e adicionado 

1 μL de RNAse H. A seguir, os tubos foram incubados por mais 30 min a 37ºC e o 

cDNA armazenado a -20°C. 

Para as reações de RT-qPCR foi utilizado o kit SYBR® Green (Kit Platinum® 

SYBR® Green qPCR Super Mix-UDG - Invitrogen), conforme as recomendações do 

fabricante. As reações foram realizadas, em triplicata, no termociclador Step One 

Plus Real-Time PCR System (AppliedBiosystems, Foster, CA, USA), constituindo-se 

de 12,5 μL de Supermix Platinum SYBR Green, 1 μL de ROX (corante de 

referência), 10 μM de primer foward, 10 μM de primer reverse, cDNA alvo, sendo 

completado com água livre de RNAse para um volume final de 25 μL. Os parâmetros 

de ciclagem para as reações de amplificação foram 50°C por 2 min; 95°C por 2 min; 

seguidos de 45 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 30 s, sendo os dados coletados 

na última etapa. O nível de expressão gênica foi calculado aplicando-se o método 2-

ΔΔCT (LivakeSchmittgen, 2001). 
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3.7 Análise estatística 

 

 

Para a comparação entre os grupos, inicialmente foi analisada a 

homogeneidade e variabilidade dos resultados. Posteriormente, foi realizada a 

análise de variância ANOVA seguida do teste de Tukey para a comparação entre os 

grupos. Em todos os ensaios experimentais realizados, foi utilizado o programa 

GraphPad Prism 6.0, com nível de significância de 5%. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Avaliação dos efeitos das formulações probióticas sobre S. mutans em 

culturas planctônicas 

 

 

Os efeitos antibacterianos das 3 diferentes concentrações do hidrogel da 

formulação probiótica de L. paracasei 28.4 (0,5%, 0,75% e 1% p/v) foram testados 

sobre as cepas de S. mutans (cepa UA 159 e 5 cepas clínicas).  

Os resultados obtidos na contagem de UFC/mL de S. mutans nas placas de 

MSBS demonstraram que a aplicação das formulações probióticas, nas 3 

concentrações avaliadas, levou a redução total do crescimento das cepas de S. 

mutans estudadas. Esses resultados também foram encontrados quando apenas a 

suspensão de L. paracasei 28.4 foi aplicada ao meio de cultura (Figura 9). Em 

relação a contagem de UFC/mL de Lactobacillus nas placas de ágar Rogosa, 

verificou-se que todas as formulações probióticas testadas permitiram a liberação e 

o crescimento de L. paracasei 28.4 no meio de cultura (Figura 10). 

A fim de elucidar se a inibição do crescimento das cepas de S. mutans 

possa ter ocorrido pela redução do pH do ambiente promovido pela cepa de 

Lactobacillus, investigamos a alteração dos valores de pH do meio de cultura após 

as 24 horas de atividade profilática proposta para as formulações probióticas. Os 

valores de pH encontrados mostraram que somente a formulação probiótica com 

hidrogel na concentração 0,5% p/v promoveu significativa redução do pH de 7 para 

aproximadamente 5 (p < 0.0001) (Figura 11). 

Assim, a inibição do crescimento das cepas de S. mutans em culturas 

planctônicas não pode ser atribuída à alteração do pH local, uma vez que somente 

uma formulação probiótica apresentou redução do pH em comparação ao grupo 

controle. 
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Figura 9 - Média e desvio padrão dos dados de UFC/mL (Log10) obtidos no 

crescimento planctônico das cepas de S. mutans (SM) nos grupos formados por: 

apenas S. mutans, S. mutans + suspensão de L. paracasei 28.4 e S. mutans + 

Formulações Probióticas (0,5% p/v, 0,75% p/v e 1% p/v) 

 

 

 
Legenda: Controle S.mutans (SM) e interações S. mutans com suspensão de L. paracasei 28.4 (SM + 
LP) e com diferentes concentrações do hidrogel da formulação probiótica. Cada coluna apresenta a 
média de quatro experimentos independentes. Teste ANOVA complementado com teste de Tukey, 
diferença estatística considerada significativa p ≤ 0.05. (**** p< 0,0001). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 10 - Média e desvio padrão dos dados de UFC/mL (Log10) obtidos no 

crescimento planctônico de L. paracasei 28.4 nos grupos controles e nos 

tratamentos com as cepas de S. mutans 

 

 

 
Legenda: Controles L. paracasei 28.4 e Formulações probióticas, e interações com as cepas de S. 
mutans. Cada coluna apresenta a média de quatro experimentos independentes. Teste ANOVA 
complementado com teste de Tukey, diferença estatística considerada significativa p ≤ 0.05. 
* (p<0,05) ** (p<0,01) *** (p< 0,001). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 11 - Média e desvio padrão do pH do meio após 24 horas de liberação de L. 

paracasei 28.4 em caldo BHI nas diferentes concentrações do hidrogel das 

formulações probióticas (0,5% p/v, 0,75% p/v e 1% p/v) comparados ao pH do caldo 

BHI 

 

 
Legenda: Controle (Caldo BHI), L. paracasei 28.4 e Formulações probióticas. Cada coluna apresenta 
a média de dois experimentos independentes em duplicata com n=6. Teste ANOVA complementado 
com teste de Tukey, diferença estatística considerada significativa p ≤ 0.05. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

4.2 Avaliação dos efeitos da formulação probiótica sobre os biofilmes de S. 

mutans 

 

 

Para os experimentos em biofilmes, foram selecionadas a cepa S. mutans 

UA 159 e mais duas cepas clínicas (S. mutans 2 e S. mutans 5), que apresentaram 

nos experimentos realizados, colônias com morfologia celular e crescimento no 

grupo controle muito similares a cepa de referência (Figura 12). Em relação às 

formulações probióticas, selecionamos a formulação com concentração do hidrogel 

de 1% p/v, por apresentar liberação de Lactobacillus e valores de pH mais próximos 

do grupo controle. 
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Figura 12 - Aspecto morfológico das colônias de S. mutans apresentando sua 

característica de aspecto estrelado e vidro esmerilado em ágar Mitis Salivarius 

acrescido de 0,2 UI por mL de meio de bacitracina 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Assim, os biofilmes de S. mutans foram formados com a aplicação da 

formulação probiótica na concentração de 1% p/v. A seguir, os biofilmes foram 

analisados quanto à produção de polissacarídeos, quantificação da biomassa total, 

contagem de células viáveis, Microscopia Eletrônica de Varredura e análise da 

expressão gênica. 

 

 

4.2.1 Análise do efeito da formulação probiótica sobre a produção de 

polissacarídeos extracelulares (PEC) por S. mutans 

 

 

Após 4 horas de formação de biofilme, a produção dos polissacarídeos nos 

grupos tratados com a formulação foi reduzida em torno de 75% em comparação 

aos grupos controles formados apenas por S. mutans. O biofilme formado apenas 

por S. mutans produziu 103,66 μg/mL de polissacarídeos, enquanto que o grupo 

tratado com formulação probiótica produziu 25,44 μg/mL. Em contrapartida, nos 

grupos formados por S. mutans e suspensão de L. paracasei 28.4, foi obtido um 

aumento de 111% na produção dos polissacarídeos (Figuras 13 e 14).  
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Após 24 horas de formação de biofilme, houve um aumento 2 vezes maior 

da produção de polissacarídeos por S. mutans do que o tempo de 4 horas, indicando 

que a produção de polissacarídeos vai aumentando significativamente com o 

transcorrer do tempo do biofilme. Nos grupos tratados com a formulação probiótica, 

foi obtida uma redução de 85% na produção dos polissacarídeos em comparação 

aos grupos controles com diferenças significativas. Foi observada formação de 

polissacarídeos extracelulares no biofilme de S. mutans de 228,66 μg/mL, enquanto 

que o grupo tratado com formulação probiótica produziu 35,556 μg/mL de 

polissacarídeos (Figuras 13 e 14). 

 

 

Figura 13 - Curva padrão de glicose e médias dos dados da produção de 

polissacarídeos extracelulares nos grupos formados por: apenas S. mutans, S. 

mutans + Formulação Probiótica, S. mutans + suspensão de L. paracasei 28.4, e 

apenas L. paracasei 28.4 

 

 
Legenda: Controle S. mutans (SM), S. mutans + Formulação Probiótica, S. mutans + L. paracasei 
28.4 (SM + LP) e controle L. paracasei 28.4. Cada ponto representa a média de dois experimentos 
independentes em duplicata com n=4. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 14 - Média e desvio padrão dos dados de produção de PECs obtidos nos 

biofilmes de 4 e 24 horas pelas cepas S. mutans UA 159, S. mutans 2, S. mutans 5 

e L. paracasei 28.4 nos grupos formados por: apenas S. mutans, S. mutans + 

Formulação Probiótica, S. mutans + suspensão de L. paracasei 28.4, e apenas L. 

paracasei 28.4 

 

 
Legenda: Controle S. mutans (SM), S. mutans + L. paracasei 28.4 (SM + LP), S. mutans + 
Formulação Probiótica, e controle L. paracasei 28.4. Cada coluna representa a média de dois 
experimentos independentes em duplicata com n=4. Teste ANOVA complementado com teste de 
Tukey, diferença estatística considerada significativa p ≤ 0.05. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.2.2 Análise do efeito da formulação probiótica sobre a biomassa total dos 

biofilmes de S. mutans 

 

 

Os resultados da análise de absorbância do cristal violeta demonstraram que 

os biofilmes de S. mutans tratados com a formulação probiótica tiveram redução 

significativa da biomassa total em comparação com o grupo controle. Esses 

resultados foram encontrados em todas as cepas de S. mutans testadas e em 

ambos os tempos analisados (4 e 24 horas). A redução média da biomassa, medida 

em densidade óptica, do grupo tratado em relação ao controle foi de 2,03 ± 0,14 no 

tempo de 4 horas e 2,63 ± 0,22 em 24 horas (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 



37 
 

 

Figura 15 - Média e desvio padrão dos dados de biomassa total pelo teste de cristal 

violeta, obtidos nos biofilmes de 4 e 24 horas pelas cepas S. mutans UA 159, S. 

mutans 2 e S. mutans 5 nos grupos formados por: apenas S. mutans, S. mutans + 

Formulação Probiótica, e apenas a Formulação Probiótica 

 

 
Legenda: Controle S.mutans (SM), Controle Formulação Probiótica 1% p/v e interação S. mutans com 
a formulação probiótica 1% p/v. Cada coluna apresenta a média de três experimentos independentes. 
Teste ANOVA complementado com teste de Tukey, diferença estatística considerada significativa p ≤ 
0.05. **** (p< 0,0001). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.2.3 Análise do efeito da formulação probiótica sobre a contagem de células 

viáveis dos biofilmes de S. mutans 

 

 

Na contagem de UFC/mL, observou-se redução significante das células 

viáveis de S. mutans nos biofilmes tratados com a suspensão de L. paracasei 28.4 

ou com a formulação probiótica. Essas reduções foram encontradas em todas as 

cepas de S. mutans estudadas. Quando comparamos o grupo controle aos biofilmes 

tratados com a formulação probiótica, observamos que a cepa S. mutans UA 159 

apresentou maiores reduções em relação às cepas clínicas, mostrando redução de 

1,23 ± 0,24 log10 no tempo de 4 horas, e 1,24 ± 0,10 log10 em 24 horas. A cepa 

clínica S. mutans 2 apresentou redução de 0,74 ± 0,09 log10 no biofilme de 4 horas e 
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0,97 ± 0,05 log10 em 24 horas, enquanto que a cepa clínica S. mutans 5 mostrou, em 

4 horas, redução de 0,39 ± 0,08 log10 e 0,71 ± 0,22 log10 em 24 horas (Figura 16). 

 

 

Figura 16 - Média e desvio padrão dos dados de UFC/mL (Log10) obtidos nos 

biofilmes de 4 e 24 horas pelas cepas S. mutans UA 159, S. mutans 2 e S. mutans 5 

nos grupos formados por: apenas S. mutans, S. mutans + suspensão de L. 

paracasei 28.4 e S. mutans + Formulação Probiótica 

 

 
Legenda: Controle S.mutans (SM) e interações S. mutans com suspensão de L. paracasei 28.4 (SM + 
LP) e com a formulação probiótica 1% p/v. Cada coluna apresenta a média de três experimentos 
independentes. Teste ANOVA complementado com teste de Tukey, diferença estatística considerada 
significativa p ≤ 0.05. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.2.4 Análise do efeito da formulação probiótica sobre a estrutura dos 

biofilmes de S. mutans por Microscopia Eletrônica de Varredura 

 

 

Os biofilmes formados nos discos de hidroxiapatita foram analisados por 

microscopia eletrônica de varredura (MEV), no qual observamos a colonização inicial 

das células de S. mutans no tempo de 4 horas (Figura 17) e um biofilme maduro 

após 24 horas de incubação (Figura 18). Biofilmes formados apenas pela cepa de S. 

mutans apresentaram uma grande quantidade de células aderidas à hidroxiapatita, 
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enquanto que os biofilmes tratados pela formulação probiótica apresentaram poucas 

células de S. mutans dispersas aderidas à superfície da hidroxiapatita. 

 

 

Figura 17 - MEV dos biofilmes formados no disco de hidroxiapatita no tempo de 4 

horas. A) biofilme evidenciando adesão celular inicial de S. mutans; B) biofilme de S. 

mutans + L. paracasei 28.4 mostrando predomínio celular de Lactobacillus; C) 

biofilme de S. mutans + formulação probiótica mostrando uma diminuição 

significativa no número de células de S. mutans em relação ao controle, 

evidenciando a superfície do disco de hidroxiapatita 

 

 

Legenda: Aumento original 4000x. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



40 
 

 

Figura 18 – MEV dos biofilmes formados no disco de hidroxiapatita no tempo de 24 

horas. A) biofilme de S. mutans B) biofilme de S. mutans + L. paracasei 28.4 

mostrando predomínio celular de Lactobacillus; C) biofilme de S. mutans + 

formulação probiótica mostrando uma diminuição significativa no número de células 

de S. mutans em relação ao controle, evidenciando a superfície do disco de 

hidroxiapatita 

 

 
Legenda: Aumento original 4000x. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

4.2.5 Análise do efeito da formulação probiótica sobre a expressão dos genes 

luxS, brpA, gbpB e gtfB de S. mutans 

 

 

Com a finalidade de elucidar os efeitos da formulação probiótica sobre a 

formação do biofilme de S. mutans, foi utilizada a qPCR para avaliar o nível de 

expressão de genes relacionados a adesão, formação de biofilme e produção de 

polissacarídeos. Para isso, os biofilmes formados após 4 e 24 horas (S. mutans, S. 

mutans + L. paracasei 28.4 e S. mutans + formulação probiótica) foram submetidos 

à extração do RNA total e quantificados na concentração de ng/µL. A quantidade 

obtida e a pureza das amostras, a relação 260/280 nm foram maiores que 1,80, 

sendo assim, adequadas para o processo de transcrição reversa como indicado no 

Quadro 1. 
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Quadro 1 – Concentração e grau de pureza de RNA após a extração dos biofilmes 

 

Amostra 
Concentração 

(ng/µL) 
260/280 nm 260/230 nm 

4 horas 

SM UA 159 1094,6 2,01 0,95 

SM UA 159 + LP 2939,2 2,02 1,54 

SM UA 159 + F 690 2,02 1,42 

SM 2 1649,6 2,06 1,34 

SM 2 + LP 1484,1 1,86 1,62 

SM 2 + F 938,1 1,76 1,43 

SM 5 889,3 1,96 1,06 

SM 5 + LP 3818,7 2,04 1,65 

SM 5 + F 1237,2 2,02 0,97 

24 horas 

SM UA 159 1233,9 2,03 1,24 

SM UA 159 + LP 3804,1 1,99 1,87 

SM UA 159 + F 1410,2 1,94 0,65 

SM 2 2300 2,05 1,7 

SM 2 + LP 4515,2 1,73 1,63 

SM 2 + F 793,7 1,78 0,88 

SM 5 1295,4 2 0,96 

SM 5 + LP 6964,6 1,96 1,89 

SM 5 + F 1210,5 1,99 0,97 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

A massa de 600 ng de cDNA foi padronizada para todas as amostras pois 

obteve-se melhor amplificação. Todos os iniciadores utilizados neste experimento 

apresentaram uma eficiência de entre 100 e 110%. Procurou-se observar em todas 

as curvas, eficiência ±100%, Slope ±-3,32, coeficiente de correlação ≥ 0,99. Esses 

dados estão apresentados no Quadro 2. 
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Quadro 2 - Valores de Slope, correlação e eficiência da amostra S. mutans UA159 

 

Iniciador Nome Slope Correlação 

(R2) 

Eficiência 

brpA Proteína A reguladora de 

biofilme 

3,106 0,99 108,01 

luxS Enzima envolvida no quórum 

sensing 

3,104 0,99 109,79 

gbpB Proteína B ligante de glucano 3,091 0,993 110,615 

gtfB Glicosil transferase 3,294 0,989 101,83 

LdH Lactato desidrogenase 3,189 0,997 105,85 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Os resultados da quantificação relativa representam a variação no nível de 

expressão dos genes alvos entre os grupos de S. mutans + células de L. paracasei 

28.4 e S. mutans+ formulação probiótica em relação a amostra calibradora (S. 

mutans + NaCl). O perfil de amplificação obtida em cada amostra do S. mutans (SM 

UA 159, SM2 e SM5) foram muito semelhantes nos 3 grupos estudados e por isso a 

análise da expressão gênica foi realizada com os valores de Ct das 3 amostras em 

triplicata do S. mutans. Os resultados foram obtidos como valores relativos da 

expressão gênica (com base na fórmula 2 -CT) em comparação a um alvo-interno 

de referência, previamente selecionado, e que resulta em valor 1. O experimento foi 

realizado pelo aparelho StepOnePlus™ System (Life Technologies, Carlsbad, 

California, EUA) que já calculou a quantificação relativa na base Log. Expressão 

relativa dos genes alvos em biofilmes formados pelos grupos de S. mutans descritos 

acima nos tempos de 4 e 24 horas foram demonstradas abaixo (Figura 19). 

Os resultados dos testes anteriores, precedentes à análise da expressão 

gênica de S. mutans, mostraram um comportamento uniforme para todas as cepas 

de S. mutans testadas. Portanto para na avaliação da expressão gênica, os 
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resultados para cada grupo, foram expressos de forma unificada com média e 

desvio padrão representativo das 3 cepas estudadas. 

 

 

Figura 19 - Média e desvio padrão da quantificação relativa (log) da expressão dos 

genes envolvidos na formação do biofilme (luxS e brpA), da proteína de superfície 

que se liga ao glucano (gbpB), e glicosiltransferase B (gtfB) nas células de S. mutans 

em biofilmes monotípicos e associados a cepa probiótica L. paracasei 28.4 e a 

Formulação Probiótica 1% p/v por meio do PCR quantitativo em tempo real, em 

relação ao controle (S. mutans) 

 

 
Legenda: Controle S.mutans (SM), interação S. mutans com L. paracasei 28.4 e S. mutans com a 
formulação probiótica 1% p/v. Cada coluna apresenta a média de três experimentos independentes. 
Valores são expressos pela média e desvio padrão. Teste t-Student foi utilizado na quantificação 
relativa da expressão gênica. (*p ≤ 0.05, **** p<0.0001). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

O uso de probióticos tem sido considerado uma estratégia promissora para o 

controle de várias doenças da cavidade bucal (Kim, Mylonakis, 2012; Su et al., 2013; 

Ishikawa et al., 2015; Vilela et al., 2015; Ribeiro et al., 2016; Rossoni et al., 2018), 

podendo ser usado na prevenção e tratamento de mucosites, doença periodontal e 

peri-implantar (Galofré et al., 2018), halitoses, cárie dental (Twetman et al., 2009, 

Rossoni et al., 2018) e candidoses bucais (Vilela et al., 2015; Ribeiro et al., 2016; 

Rossoni et al., 2018).  

Muitos micro-organismos apresentam características probióticas, 

destacando-se cepas dos gêneros Bifidobacterium, Saccharomyces, Bacillus e 

Lactobacillus (Guarner et al., 2012; Herbel et al., 2013; Vilela et al., 2015; Rossoni et 

al., 2018). Os micro-organismos do gênero Lactobacillus são comensais que 

habitam a cavidade bucal de cerca de 60% da população (Ramamurthy, 2014; 

Rossoni et al., 2018) e já foram considerados o principal patógeno envolvido na 

doença cárie devido a sua capacidade de produzir ácidos na presença de sacarose 

e sobreviver em pH baixo (Jalasvuori, 2012). No entanto, atualmente sabe-se que 

Lactobacillus não se acumulam em grande número no biofilme dental e que seu 

papel na cárie dental está associado com a progressão das lesões cavitárias 

(Chhour et al., 2005; Zhang et al., 2014; Caufield et al., 2015). Além disso, estudos 

indicam que cepas clínicas provenientes de um ambiente sadio podem atuar 

conferindo proteção frente à micro-organismos patogênicos (Rossoni et al., 2018). 

Desse modo, o interesse em terapias probióticas de prevenção e controle da 

cárie dental tem crescido significativamente com resultados promissores (Tanzer et 

al., 2010; Twetman et al., 2009; Twetman, Keller, 2012; Yanine et al., 2013; Vilela et 

al., 2015; Rossoni et al., 2018). O uso de probióticos têm mostrado agir de maneira a 

afetar a ecologia bucal de modo específico, impedindo a aderência de Streptococcus 

mutans (Simark-Mattsson et al., 2007; Laleman et al., 2014) e estimulando a ação 

imunomodulatória do hospedeiro (Mendi et al., 2016), sem causar efeitos colaterais 

para os tecidos bucais (Saavedra et al., 2004). Estudos prévios comprovaram 

benefícios no uso de cepas de Lactobacillus para o controle de micro-organismos 

cariogênicos, entretanto essas cepas foram incorporadas em produtos alimentícios 
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(Ahola et al., 2002; Simark-Mattsson et al., 2007; Twetman et al., 2009; Haukioja, 

2010; Hasslöf et al., 2010; Keller et al., 2011; Holgerson et al., 2013; Lin et al., 2015). 

Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi incorporar a cepa probiótica L. 

paracasei 28.4 em hidrogel de gellan gum e avaliar seus efeitos contra S. mutans, 

buscando-se assim desenvolver formulações probióticas para uso local na cavidade 

bucal voltadas para a prevenção da cárie dental. 

Inicialmente, foram testados os efeitos de 3 diferentes concentrações do 

hidrogel das formulações probióticas sobre culturas planctônicas de S. mutans. As 

formulações probióticas apresentaram atividade antibacteriana sobre todas as cepas 

de S. mutans testadas promovendo inibição total no crescimento de S. mutans. A 

atividade antibacteriana de uma formulação probiótica oral também foi testada sobre 

S. mutans por Elgamily et al. (2018). Esses autores testaram um enxaguatório bucal 

experimental contendo L. rhamnosus B-445 sobre uma cepa clínica de S. mutans 

por meio de teste de ágar-difusão, verificando-se a formação de halos de inibição 

significativos após 72 horas de observação. Tanto em nosso estudo como no 

trabalho de Elgamily et al. (2018), não houve correlação entre a atividade inibitória 

de S. mutans com alterações do pH do meio local, que poderiam ser provocadas 

pelo uso das formulações probióticas. Em estudo clínico, Sanghvi et al. (2018) 

também não observaram aumento significativo dos valores de pH da cavidade bucal 

de pacientes tratados com cápsulas probióticas contendo as cepas Lactobacillus 

rhamnosus GG‑HS111, Lactobacillus acidophilus‑HS101 e Bifidobacterium bifidum.  

Esses dados sugerem que a atividade antibacteriana observada pode estar 

associada com a competição por nutrientes entre S. mutans e a cepa probiótica e/ou 

por substâncias antimicrobianas secretadas por Lactobacillus que podem inibir o 

crescimento de patógenos bucais. Em estudo recente do nosso grupo de pesquisa 

(Rossoni et al., 2018), foram avaliados os efeitos antibacterianos dos sobrenadantes 

filtrados das culturas de 22 cepas clínicas de Lactobacillus, isoladas da cavidade 

bucal de indivíduos saudáveis, sobre S. mutans (cepa UA 159). Os sobrenadantes 

da maior parte das cepas de Lactobacillus testadas foram capazes de inibir S. 

mutans, incluindo a cepa L. paracasei 28.4, que é a cepa usada nas formulações 

probióticas em gellan gum do presente trabalho. Esses resultados sugerem que L. 

paracasei 28.4 deve secretar substâncias bioativas no meio de cultura, presentes no 

sobrenadante, que inibem o crescimento de S. mutans. 
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Em estudos subsequentes do presente trabalho, foram realizados diferentes 

experimentos para avaliar os efeitos da formulação probiótica de 1% sobre biofilmes 

de S. mutans. O tratamento dos biofilmes de S. mutans com a formulação probiótica 

levou a redução na produção de polissacarídeos extracelulares por S. mutans, na 

formação de biofilmes e na inibição da expressão de genes de virulência. 

Como os polissacarídeos extracelulares são importantes fatores de 

virulência de S. mutans envolvidos na aderência e formação do biofilme (Marsh 

2003; Cummins, 2013), a supressão desse mecanismo de patogenicidade torna-se 

um importante meio de controle da cárie dental (Koo et al., 2003; Leyva et al., 2008; 

Koo et al., 2010; Chen et al., 2015). No presente trabalho, verificamos que tanto o 

grupo controle formado apenas por S. mutans, como o grupo controle formado 

apenas L. paracasei 28.4, apresentaram alta produção de PECs. Esses resultados 

estão de acordo com a literatura que mostram que, além de S. mutans, algumas 

espécies de Lactobacillus, como L. paracasei e L. plantarum, também, possuem a 

capacidade de produzir polissacarídeos intra e extracelulares (Wang et al. 2014). 

Quando os biofilmes de S. mutans foram tratados com a suspensão de L. paracasei 

28.4, houve um aumento da produção de PECs no início da formação do biofilme (4 

horas) comparado ao grupo controle formado apenas por S. mutans. Entretanto, foi 

observada redução média de 80% na produção de PECs nos biofilmes tratados com 

a formulação probiótica (4 e 24 horas). Esses dados sugerem que a administração 

de L. paracasei 28.4 incorporado em formulações probióticas promoveu um sistema 

de liberação controlado, com tempo suficiente para as células de L. paracasei 28.4 

inibirem S. mutans e consequentemente a formação de PECs. 

A seguir, os efeitos da formulação probiótica sobre os biofilmes de S. mutans 

foram analisados pelos testes de absorbância do cristal violeta, contagem de células 

viáveis e microscopia eletrônica de varredura (MEV). Os resultados demonstraram 

que nos biofilmes de S. mutans tratados com a formulação probiótica ocorreram 

reduções significativas na quantidade de biomassa total, no número de células 

viáveis de S. mutans e na aderência de S. mutans à superfície da hidroxiapatita em 

relação ao grupo controle. Jeong et al. (2018) também encontraram significante 

redução da capacidade de formação de biofilme por S. mutans e S. sobrinus quando 

esses foram tratados com cepas de Lactobacillus derivadas do Kefir e 

comercializadas como probióticos. Kim e Lee (2016) verificaram redução nos 
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biofilmes de S. mutans associados a duas espécies diferentes de L. lactis na 

contagem de UFC/mL e em microscopia confocal. Jian et al. (2016) estudaram a 

relação de Lactobacillus rhamnosus GG no biofilme de 6 diferentes espécies de 

micro-organimos orais, dentre eles S. mutans, observando redução de UFC/mL nos 

biofilmes formados em discos de hidroxiapatita.  

Nesse estudo, observamos que os níveis de transcrição dos genes 

envolvidos na regulação e formação de biofilmes, luxS, brpA, gbpB e gtfB, foram 

suprimidos nos grupos tratados com a formulação probiótica. Alguns estudos prévios 

também demonstraram diminuição da expressão de genes de virulência de S. 

mutans por cepas de Lactobacillus. Wen et al. (2010) verificaram menor quantidade 

na expressão dos genes luxS, gbpB e gtfB de S. mutans em co-culturas com L. 

casei comparado com as monoculturas de S. mutans. Kim, Lee (2016) observaram 

redução na expressão dos genes gtfB, gtfC e gtfD de S. mutans quando cultivados 

em associação com as cepas de Lactobacillus lactis HY499 e L. lactis ATCC 19435. 

Assim, os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que a 

formulação probiótica em gellan gum contendo L. paracasei 28.4 tem potencial para 

ser usada na prevenção da cárie dental, inibindo o crescimento de S. mutans e a 

formação do biofilme dentário. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Diante dos resultados expostos, concluiu-se que a formulação probiótica 

contendo L. paracasei 28.4 em gellan gum: 

a) apresentou atividade antibacteriana sobre a cepa de referência UA 159 

e mais 5 cepas clínicas de S. mutans; 

b) promoveu redução na produção de polissacarídeos extracelulares nos 

biofilmes de S. mutans; 

c) reduziu a quantidade de biomassa total nos biofilmes formados por S. 

mutans; 

d) diminui a viabilidade celular e aderência das células à hidroxiapatita na 

formação de biofilmes de S. mutans; 

e) suprimiu os níveis de transcrição na expressão de genes de virulência 

de S. mutans. 

 

Portanto, a formulação probiótica desenvolvida nesse trabalho apresenta um 

método promissor no controle de S. mutans e prevenção da cárie dental. 
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