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Velloso MS. Efeitos de Lactobacillus spp. isolados da cavidade bucal de indivíduos 
livres de cáries sobre Streptococcus mutans: estudo do potencial probiótico  
[dissertação]. São José dos Campos (SP): Instituto de Ciência e Tecnologia, UNESP 
- Univ Estadual Paulista; 2016. 
 
 

RESUMO 
 
 

Estudos prévios demonstraram que algumas cepas de Lactobacillus podem inibir 
Streptococcus mutans. Assim, cepas de Lactobacillus pertencentes à microbiota oral 
residente de indivíduos saudáveis precisam ser investigadas como possíveis 
estratégias de prevenção para a cárie dentária e outras infecções bucais. O objetivo 
deste estudo foi avaliar o efeito de cepas do gênero Lactobacillus isoladas de 
indivíduos livres de cárie sobre S. mutans utilizando modelos de estudo in vitro e in 
vivo. No estudo in vitro, trinta cepas de Lactobacillus isoladas da cavidade bucal 
foram avaliadas quanto à atividade antibacteriana contra S. mutans em crescimento 
planctônico. A seguir, as cinco cepas que apresentaram maior atividade 
antibacteriana foram selecionadas para o estudo dos efeitos antimicrobianos sobre 
biofilmes de S. mutans em discos de hidroxiapatita. Para estudo in vivo, foi 
selecionada a cepa de Lactobacillus com maior efeito inibitório sobre biofilme de S. 
mutans, procurando-se avaliar seus efeitos no desenvolvimento de cárie 
experimental em ratos. Os resultados demonstraram que a maioria das cepas de 
Lactobacillus testadas foi capaz de inibir as células de S. mutans em crescimento 
planctônico, alcançando percentual de redução de até 99 %. As cepas, com maior 
percentual de inibição, selecionadas para os testes em biofilme foram uma de L. 
fermentum e quatro de L. paracasei. Todas as cinco cepas foram capazes de inibir a 
formação do biofilme de S. mutans, entretanto diferenças estatisticamente 
significantes só foram observadas para três das cepas testadas. Assim, para os 
testes de cárie dentária em ratos foi utilizada apenas uma das cepas de L. 
paracasei. O tratamento com essa cepa levou a uma redução do número de UFC / 
mL de S. mutans presentes na cavidade bucal dos animais, mas não apresentou 
efeito sobre o desenvolvimento de cáries dentárias. Em todos os grupos 
experimentais foram observadas áreas de desmineralização do esmalte, mas lesões 
cavitárias não foram detectadas. Concluiu-se que as cepas isoladas de L. fermentum 
e L. paracasei estudadas apresentam potencial probiótico e pode ser consideradas 
para uso na cavidade bucal, pois possuem atividade inibitória sobre S. mutans e 
diminuem a formação de biofilme por esse micro-organismo cariogênico. 
 
 
Palavras-chave: Streptococcus mutans. Lactobacillus. Probióticos. Placa dentária. 
Cárie dentária. 
 
 
 
 
 
 



 
 

Velloso MS. Effects of Lactobacillus spp. isolated from oral cavity of caries-free 
subjects on Streptococcus mutans: study of potencial probiotic [dissertation]. São 
José dos Campos(SP): Institute of Science and Tecnology, UNESP - Univ Estadual 
Paulista; 2016. 
 
 

ABSTRACT 
 
 

Previous studies have demonstrated that certain strains of Lactobacillus can inhibit 
Streptococcus mutans. Thereby, Lactobacillus strains belonging to the oral 
microbiota resident from healthy subjects need to be investigated as possible 
strategies to prevent dental caries and other oral infections. The aim of this study 
was to evaluate the effect of Lactobacillus spp. strains isolated from caries-free 
subjects on S. mutans using study models in vitro and in vivo. In the in vitro study, 
thirty Lactobacillus strains recovered from the oral cavity of caries-free subjects were 
evaluated for antibacterial activity against S. mutans in planktonic culture. Next, the 
five strains that showed higher antibacterial activity were selected for the study of 
antimicrobial effects on biofilm of S. mutans formed on hydroxyapatite disks. For in 
vivo study, we selected the Lactobacillus strain with greater inhibitory effect on S. 
mutans biofilm, in order to evaluate its effects on the development of experimental 
caries in rats. The results showed that most of the tested Lactobacillus strains were 
able to inhibit S. mutans cells in planktonic culture, reaching a percentage reduction 
up to 99 %. The strains with higher percentage of inhibition selected for biofilm tests 
were one strain of L. fermentum and four of L. paracasei. All five of these strains 
were able to inhibit biofilm formation of S. mutans, however statistically significant 
differences were only observed for three strains. Thus, for the dental caries test in 
rats was used only one strain of L. paracasei. Treatment with this Lactobacillus strain 
has led to a reduction in the number of CFU / mL of S. mutans in the oral cavity of 
the animals but had no effect on the development of dental caries. In all experimental 
groups enamel demineralization areas were observed, but cavitary lesions were not 
detected. It was concluded that L. fermentum and L. paracasei strains tested have a 
potential probiotics and could be used in the oral cavity because they have inhibitory 
activity against S. mutans and reduce biofilm formation by this cariogenic micro-
organism. 
 
 
Keywords: Streptococcus mutans. Lactobacillus. Probiotics. Dental plaque. Dental 
caries. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

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

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

ecossistema. No entanto, algumas espécies possuem papel fundamental no 

desenvolvimento de doenças bucais, principalmente a cárie dentária (Belda-Ferre et 

al., 2012).  

A cárie dentária foi considerada a doença humana biofilme-dependente mais 

prevalente, afetando 80-90 % da população em todo o mundo (Petersen, 2004; 

Peters et al., 2012).  

Além dos três fatores primários: hospedeiro (dentes susceptíveis), microbiota 

(formação de biofilmes por bactérias cariogênicas) e carboidratos advindos da dieta, 

descritos por Keyes em 1960 para o desenvolvimento da cárie dentária, em 1983, 

Newbrun acrescentou um quarto fator etiológico que deveria agir simultaneamente 

aos outros fatores para o desenvolvimento da doença: o tempo (Lima, 2007). 

Sendo assim, a cárie pode ser definida como uma doença multifatorial 

(Cheon et al., 2013) que leva a destruição localizada de tecidos dentais duros por 

subprodutos ácidos da fermentação de carboidratos por bactérias acidogênicas 

(Selwitz et al., 2007). Seu desenvolvimento ocorre a partir da formação de um 

biofilme composto por bactérias altamente eficientes na conversão de carboidratos 

em ácidos orgânicos que desmineralizam o esmalte do dente (Shen et al., 2004), e 

que permanece na superfície dentária por determinado período de tempo (Lima, 

2007).  

Trabalhos pioneiros comprovaram que S. mutans seria o principal agente 

etiológico da cárie dentária (Loesche et al., 1964; Loesche, 1986) e apesar de 

estudos recentes de biologia molecular terem comprovado um ecossistema 

diversificado no biofilme dentário, onde S. mutans representa apenas uma pequena 

fração da comunidade bacteriana (Li et al., 2005; Simón-Soro, Mira, 2015), outros 

estudos ainda buscam induzir competência imunológica para proteger o indivíduo 

dessa bactéria e descobrir formas de prevenção para a cárie dentária (Koo et al., 

2010; Shanmugam et al., 2013; Zhang S, 2013; Lee, Kim, 2014; Lin et al., 2015), 

como 
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por exemplo, o uso de probióticos (Simark-Mattsson et al., 2007; Koo et al., 2010; 

Palombo, 2011; Tao et al., 2011). 

O termo probiótico, derivado do grego, significa “para a vida”, antônimo do 

termo antibiótico (“contra a vida”), e pode também ser definido como “micro-

organismos vivos que quando consumidos em quantidades adequadas, conferem 

benefícios à saúde do hospedeiro” (Amara, Shibl, 2015).  A maioria dos micro-

organismos identificados até o momento com propriedades probióticas são bactérias 

Gram-positivas e pertencem aos gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium (Wu et al., 

2015). 

Em relação aos Lactobacillus, cepas de diferentes espécies têm sido 

consideradas probióticas, incluindo L. acidophilus, L. casei, L. casei Shirota, L. 

paracasei, L. reuteri, L. johnsonii, L. plantarum e L. rhamnosus (Simark-Mattsson et 

al., 2007; Reddy et al., 2010). 

Nos últimos anos, diversas descobertas revelaram benefícios na 

administração de probióticos, que variaram desde a inibição direta de micro-

organismos patogênicos, até melhorias das funções do sistema imunológico do 

hospedeiro (Chung et al., 2004; He et al., 2009; Hasslöf et al., 2010; Rupa, Mine, 

2012). 

Alguns estudos realizados anteriormente demonstraram que cepas de 

Lactobacillus incorporadas em diferentes produtos comerciais como probióticos 

apresentaram efeitos inibitórios sobre Streptococcus mutans e, portanto poderiam 

ajudar na preveção da cárie dentária. Entretanto, como os lactobacilos são bactérias 

produtoras de ácido lático e participam do processo de progressão da cárie dentária, 

os efeitos desse micro-organismo sobre o desenvolvimento de cárie têm sido 

bastante estudados e discutidos (Matsumoto et al., 2005; Simark-Mattsson et al., 

2007; Hasslöf et al., 2010; Tanzer et al., 2010; Söderling et al., 2011; Marttinen et al., 

2012; Twetman, Keller, 2012; Holgerson et al., 2013; Schwendicke et al., 2014; Lin 

et al., 2015)  

O não desenvolvimento de cárie dentária em uma pequena parcela da 

população adulta humana sugere a presença de cepas bacterianas, por exemplo, do 

gênero Lactobacillus, com potencial efeito antagônico contra bactérias cariogênicas 

(Corby et al., 2005; Belda-Ferre et al., 2012). Essa ideia de usar micro-organismos 

da microbiota residente para inibir o desenvolvimento de bactérias patogênicas foi 



15 

 

proposta há mais de um século e hoje auxilia no desenvolvimento de novas 

estratégias terapêuticas para infecções (Simark-Mattson et al., 2007). 

Tendo em vista que o desenvolvimento de métodos para prevenção das 

infecções bucais é extremamente importante para a Odontologia e que cepas 

probióticas de Lactobacillus podem ter efeitos inibitórios significativos sobre S. 

mutans, torna-se interessante estudar a ação probiótica potencial de isolados 

clínicos de Lactobacillus de indivíduos que não possuem cárie dentária sobre S. 

mutans, principalmente em relação à formação do biofilme e o desenvolvimento da 

doença. A identificação de novas cepas de Lactobacillus com ação inibitória sobre S. 

mutans poderá contribuir para o desenvolvimento de métodos alternativos para o 

controle do biofilme bucal e prevenção da cárie dentária.  
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

2.1 Objetivos gerais 

 

 

Avaliar o efeito de cepas do gênero Lactobacillus isoladas a partir da 

cavidade bucal de indivíduos livres de cárie sobre S. mutans em modelos de estudos 

in vitro e in vivo. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 
a) avaliar a atividade antibacteriana in vitro de 30 cepas de Lactobacillus 

isoladas de indivíduos livres de cárie sobre S. mutans; 

b) selecionar 5 cepas de Lactobacillus com maior inibição contra S. 

mutans para testar a atividade antimicrobiana sobre biofilmes formados 

in vitro em discos de hidroxiapatita;  

c) selecionar 1 cepa de Lactobacillus com maior  atividade antimicrobiana 

sobre biofilmes de S. mutans para avaliar sua ação probiótica sobre a 

cárie dentária utilizando modelo de estudo in vivo em ratos; 

d) avaliar nos testes in vitro, além dos efeitos das cepas de Lactobacillus 

sobre S. mutans, avaliar também os efeitos do filtrado da cultura de 

Lactobacillus sobre S. mutans, buscando estudar os efeitos inibitórios 

relacionados ao ambiente ácido e substâncias antimicrobianas 

secretadas por Lactobacillus.   
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3 DETALHAMENTO METODOLÓGICO 

 

 

3.1 Comitê de Ética  

 

 

Esse trabalho foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa com Seres 

Humanos do Instituto de Ciência e Tecnologia da Universidade Estadual 

Paulista/UNESP Campus de São José dos Campos, cuja aprovação ocorreu em 15 

de Agosto de 2014 sob parecer nº 754.634 (ANEXO A), e à Comissão de Ética no 

Uso de Animais do Instituto de Ciência e Tecnologia da Universidade Estadual 

Paulista/UNESP Campus de São José dos Campos, cuja aprovação ocorreu em 15 

de Agosto de 2014 sob protocolo nº 09/2014-PA/CEP (ANEXO B). Todos os 

procedimentos foram realizados de acordo com a Lei 11.794, de 8 de Outubro de 

2008. 

 

 

3.2 Cepas de micro-organismos  

 

 

Foi utilizada cepa padrão de Streptococcus mutans (UA 159) e cepas 

clínicas de Lactobacillus que foram previamente isoladas da cavidade bucal de 

indivíduos livres de cárie e identificadas por método bioquímico (sistema API 50 

CHL, BioMérieux, Marcy l Etoile, France) e molecular (Reação em cadeia da 

polimerase – PCR) na tese de doutorado do aluno Rodnei Dennis Rossoni.  

Foram utilizadas 22 cepas de L. paracasei (1.1, 3.1, 4.2, 6.2, 7.5, 8.4, 10.5, 

11.6, 15.8, 16.4, 17.1, 20.3, 21.4, 23.4, 24.1, 25.4, 26.1, 27.1, 28.4, 30.1, 37.1 e 

39.2), 5 cepas de L. rhamnosus (5.2, 13.1, 19.3, 19.9 e 36.4) e 3 cepas de L. 

fermentum (14.5, 20.4, 31.4). 

As cepas utilizadas neste trabalho são mantidas em freezer a -80 °C 

(NUAIRE, Minnesota, EUA) no Laboratório de Microbiologia e Imunologia do Instituto 

de Ciência e Tecnologia de São José dos Campos/UNESP. Para ativação desses 

micro-organismos, a cepa de S. mutans foi cultivada em ágar Infuso Cérebro 
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Coração (BHI, Himedia, Mumbai, Índia) por 48 h a 37 °C em estufa bacteriológica 

sob condições de 5 % de teor de CO2 (Ultrasafe HF212UV, Biosystems, Curitiba, 

Brasil) e as cepas de Lactobacillus foram cultivadas em ágar Rogosa SL (Himedia, 

Mumbai, India) por 4 dias a 37 °C em estufa bacteriológica sob condições de 5 % de 

teor de CO2. 

A cepa de S. mutans foi também semeada em ágar Mitis Salivarius (Difco, 

Detroit, EUA) acrescido de bacitracina (Sigma-Aldrich, São Paulo, Brasil, 0,2 UI por 

mL de meio) e de 15 % de sacarose (Labsynth, Diadema, Brasil) – MSBS, para 

confirmação das características das colônias.  

 

 

3.2.1 Padronização da densidade óptica e quantificação celular da suspensão 
de Lactobacillus spp. em espectrofotômetro 

 

 

Para padronizar a quantidade de células de Lactobacillus a 108 células / mL 

e definir a densidade ótica dessa concentração em espectrofotômetro, inicialmente 

as cepas de Lactobacillus foram cultivadas em caldo Mann Rogosa Sharpe (MRS, 

Difco, Detroit, EUA) a 37 °C em estufa bacteriológica sob condições de 5 % de teor 

de CO2 por 48 h. Posteriormente, as células microbianas de cada cultura foram 

centrifugadas a 2000 xg (aprox. 4000 rpm) por 10 min  (Centrífuga MPW, Warszawa, 

Polônia), o sobrenadante foi desprezado e o sedimento suspenso em 6 mL de 

solução fisiológica (NaCl 0,85 %, Labimpex, São Paulo, Brasil). Esse procedimento 

foi repetido novamente e o sobrenadante desprezado. 

As células foram resuspensas em solução fisiológica e padronizadas a uma 

turvação correspondente à 0,5 da escala nefelométrica de Mc Farland 

(aproximadamente 1,5 x 108 células). A partir dessas suspensões foram realizadas 

leituras das densidades ópticas em comprimento de onda de 600 nm utilizando 

espectrofotômetro (B582, Micronal, São Paulo, Brasil). Foram realizadas também, 

diluições seriadas das suspensões e semeaduras de alíquotas de 100µL de cada 

suspensão em ágar Rogosa SL. As placas foram incubadas a 37 °C em estufa 

bacteriológica sob condições de 5 % de teor de CO2 por 48 h, e após esse período 

as colônias de Lactobacillus foram contadas. Os procedimentos descritos foram 



19 

 

repetidos três vezes para definição da densidade óptica ideal correspondente à 108 

células / mL.  

 

 

3.2.2 Preparo da suspensão padronizada de S. mutans e Lactobacillus  

 

 

S. mutans foi cultivado em caldo Infuso Cérebro Coração (BHI, Himedia, 

Mumbai, India) acrescido de 15 % de sacarose e Lactobacillus foi cultivado em caldo 

MRS a 37 °C em estufa bacteriológica sob condições de 5 % de teor de CO2 por 48 

h. Posteriormente, as células microbianas de cada cultura foram centrifugadas a 

2000 xg (aprox. 4000 rpm) por 10 min, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento 

suspenso em 6 mL de solução fisiológica. Esse procedimento foi repetido 

novamente. A quantificação do número de células da suspensão foi realizada 

através de espectrofotômetro. Os valores dos comprimentos de onda foram de 398 

nm para S. mutans e 600 nm para as cepas de Lactobacillus, enquanto que as 

densidades ópticas foram de 1,360 para S. mutans e 0,880 para L. fermentum, 1,014 

para L. paracasei e 1,040 para L. rhamnosus. 

 

 

3.2.3 Preparo do filtrado da cultura de Lactobacillus spp. 

 

 

Para o preparo do filtrado da cultura de Lactobacillus, a cepa foi incubada 

em caldo MRS a 37 °C por 48 h em estufa bacteriológica a 5 % de teor de CO2. 

Após este período foi realizada a suspensão padronizada de 108 células / mL 

conforme descrito anteriormente. Um volume de 1 mL da suspensão padronizada foi 

transferida para tubo contendo 6 mL de caldo MRS e incubados novamente a  37 °C 

por 24 h em estufa sob condições de 5 % de teor de CO2. Após este período, a 

cultura foi centrifugada a 2000 xg (aprox. 4000 rpm) por 10 min, e o sobrenadante foi 

filtrado em membrana com poros de diâmetro de 0,22 µm (MFS, Dublin, EUA). 
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3.3 Atividade antibacteriana in vitro de Lactobacillus sobre S. mutans em 
cultura planctônica 

 

 

A atividade antibacteriana foi realizada com as 30 cepas de Lactobacillus 

isoladas da cavidade bucal de indivíduos livres de cáries, e previamente 

identificadas, baseando-se na metodologia proposta por Lin et al. 2015.  

Foram preparadas suspensões padronizadas de S. mutans e Lactobacillus 

contendo 108 células / mL cada uma, conforme descrito no item 3.2.3. A seguir, 250 

µL da suspensão padronizada de S. mutans e 250 µL da suspensão padronizada de 

Lactobacillus foram adicionados juntamente em tubos contendo 1,5 mL de caldo 

BHI. Como grupo controle, 250 µL da suspensão padronizada de S. mutans e 250 

µL de solução fisiológica foram adicionados em 1,5 mL de caldo BHI. Os tubos foram 

incubados em estufa bacteriológica sob condições de 5 % de teor de CO2 a 37 °C 

por 24 h. 

Para determinar a atividade antibacteriana do filtrado da cultura de 

Lactobacillus, 250 µL da suspensão padronizada de S. mutans e 250 µL do 

sobrenadante da cultura de Lactobacillus foram adicionados juntamente em tubos 

contendo 1,5 mL de caldo BHI e incubados em estufa sob condições de 5 % de teor 

de CO2 a 37 °C por 24 h. Foram testados dois tipos de sobrenadante da cultura de 

Lactobacillus: sobrenadante da cultura sem ajuste de pH e com pH ajustado a 6,5 

com NaOH (Labsynth, Diadema, Brasil), para eliminar os possíveis efeitos do ácido 

sobre S. mutans.  

Para avaliar os efeitos do caldo MRS contido no filtrado da cultura de 

Lactobacillus também foi realizado um grupo experimental para controle desse caldo 

em que 250 µL da suspensão padronizada de S. mutans foi combinado a 250 µL de 

caldo MRS. 

Após período de incubação, os tubos foram homogeneizados por 1 min e a 

partir das suspensões obtidas foram realizadas diluições decimais das culturas, das 

quais alíquotas de 100 µL foram semeadas em placas de petri contendo meios de 

cultura seletivos: MSBS para S. mutans e ágar Rogosa SL para Lactobacillus. As 

placas foram incubadas em estufa bacteriológica sob condições de 5 % de teor de 

CO2 a 37 °C por 48 h. Após este período, as colônias foram contadas para o cálculo 

de unidades formadoras de colônias por mL (UFC/mL). Todos os testes foram 
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realizados em triplicata e repetidos em dois experimentos independentes.   

 

 

3.4 Atividade antibacteriana de Lactobacillus sobre S. mutans em biofilmes 
formados in vitro 
 

 

Foram selecionadas 5 cepas de Lactobacillus que apresentaram maior 

atividade inibitória contra S. mutans para estudar a atividade antimicrobiana sobre 

biofilmes de S. mutans formados em discos de hidroxiapatita seguindo a 

metodologia descrita por Ricomini-Filho (2013) com algumas modificações.  

 

 

3.4.1 Grupos experimentais 

 

 

Os grupos experimentais foram distribuídos, para cada cepa de 

Lactobacillus, conforme quadro abaixo: 

 

Quadro 1 – Grupos experimentais utilizados para o teste de formação de biofilme em 
discos de hidroxiapatita  

Grupos 
experimentais 

Ordem de inoculação para cada grupo experimental 

Controles de 
S. mutans 

S. mutans +  
Solução fisiológica 

Solução fisiológica + 
S. mutans 

Controles de 
Lactobacillus 

Solução fisiológica + 
Lactobacillus 

Lactobacillus + 
Solução fisiológica 

Grupos interação 
Célula 

S. mutans + 
Lactobacillus 

Lactobacillus + 
S. mutans 

Grupos interação 
sobrenadante  
não tratado 

S. mutans + 
filtrado da cultura de 

Lactobacillus sem ajuste de pH 

Filtrado da cultura de 
Lactobacillus sem ajuste de pH 

+ S. mutans 

Grupos interação 
sobrenadante 

tratado 

S. mutans +  
filtrado da cultura de 

Lactobacillus com ajuste de pH 

Filtrado da cultura de 
Lactobacillus com ajuste de pH 

+ S. mutans 

Controles do 
caldo MRS 

S. mutans + 
caldo MRS 

Caldo MRS + 
S. mutans 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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3.4.2 Formação dos biofilmes em discos de hidroxiapatita 

 

 

Para a formação dos biofilmes, os discos de hidroxiapatita foram 

posicionados em suportes feitos com fios ortodônticos previamente preparados e 

soldados. Ambos, discos e suportes foram colocados em tubos de centrífuga, 

separadamente, recobertos por solução fisiológica e autoclavados antes da 

utilização na formação de biofilme.  

Para a confecção dos suportes foram utilizados fios ortodôntico duro elástico 

CrNi redondo Ø 0,45 mm (.018”) em rolo e fios ortodôntico Morest Standard CrNi 

retangular 0,40 mm x 0,55 mm (.016” x .022”) em vareta. Os suportes foram 

confeccionados conforme figura 1 e soldados em máquina de solda super micro 

ponto (SMP 2700, Kernit ind. Mecatrônica Ltda., Indaiatuba, São Paulo, Brasil). 

Os discos foram então dispostos nos suportes de forma que se mantivessem 

na posição vertical, sem tocar no fundo dos poços das placas de 24 poços (KASVI, 

Curitiba, Brasil) (Figuras 2A, 2B e 3).  

 

Figura 1 – Confecção dos suportes com fio ortodôntico 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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) Montagem por meio de soldagem das partes superior e inferior do 
suporte; d) Suporte preparado e soldado. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 2 – Disposição dos discos nos suportes 
 

 

Legenda: a) Disco de hidroxiapatita posicionado na posição vertical em suporte fabricado com fio 
ortodôntico, para formação do biofilme in vitro. b) Biofilme formado sobre disco de hidroxiapatita 
posicionado em suporte fabricado com fio ortodôntico. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 3 – Discos de hidroxiapatita posicionados em suporte fabricado com fio 
ortodôntico e dispostos em placa de 24 poços para formação do biofilme in vitro 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

A seguir, os discos foram recobertos com 2,0 mL de saliva artificial 

manipulada (carboxi metil celulose 5 g, sorbitol 12 g, cloreto de sódio 0,34 g, cloreto 

de potássio 0,48 g, cloreto de cálcio diidratado 0,6 g, cloreto de magnésio 

hexaidratado 0,02 g, fosfato de ácido de potássio 0,13 g, metilparabeno 0,1 g, água 

purificada q.s.p. 500 mL, Farmácia Nostra Fórmula, São José dos Campos, São 

B A 
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Paulo, Brasil), e incubados por 4 horas a 37 °C em estufa incubadora B.O.D. 

(Eletrolab 101M/3, São Paulo, Brasil) para formação da película adquirida. Após este 

período, cada suporte juntamente com o disco foi removido da placa e colocados em 

outra placa de 24 poços contendo 1,8 mL de uma mistura composta por 70 % de 

saliva artificial + 30 % de caldo BHI suplementado com 0,3 % de glicose (Sigma-

Aldrich, São Paulo, Brasil) e 67 mmol/L de tampão Sörensen, pH 7,2 (7,0 mL de 

solução de Na2HPO4 + 3,0 mL de solução de KH2PO4 - Soluções estoque: A = 

11,876g/L de Na2HPO4 (Labsynth, Diadema, Brasil), B = 9,079g/L de KH2PO4 

(Labsynth, Diadema, Brasil)). 

Para a avaliação do efeito das cepas de Lactobacillus contra S. mutans após 

a adesão inicial de S. mutans, foram acrescentados em cada poço, primeiramente 

225 µL da suspensão padronizada de S. mutans que foram incubadas em estufa sob 

condições de 5 % de teor de CO2 a 37 °C por 1 h para adesão inicial de S. mutans 

aos discos. A seguir, foram acrescentados 225 µL da suspensão padronizada de 

Lactobacillus, do filtrado da cultura, do caldo MRS ou de solução fisiológica 

conforme os grupos experimentais descritos anteriormente. 

Para a avaliação do efeito das cepas de Lactobacillus contra S. mutans 

antes da adesão inicial do biofilme por S. mutans, foram acrescentados em cada 

poço, primeiramente 225 µL da suspensão padronizada de Lactobacillus, ou 225 µL 

do filtrado da cultura, ou de solução fisiológica ou de caldo MRS e foi realizada a 

incubação inicial sob condições de 5 % de teor de CO2 pelo período de 1 h a 37 °C. 

A seguir, foram acrescentados 225 µL da suspensão padronizada de S. mutans ou 

de solução fisiológica conforme os grupos experimentais descritos anteriormente. 

As placas foram incubadas em estufa sob condições de 5% de teor de CO2 

por 16 h 30 min. Após este período de incubação, cada suporte juntamente com o 

disco foi removido da placa e transferido para outra placa de 24 poços contendo 2 

mL de solução fisiológica. Cada um dos discos foi mergulhado, cuidadosamente 

para não cair do suporte, em solução fisiológica contida nos poços da placa de 24 

poços. Cada disco foi mergulhado três vezes no mesmo poço para lavagem e 

remoção das células fracamente aderidas ao biofilme formado, e posteriormente, 

foram transferidos para outra placa de 24 poços contendo 1,8 mL de uma mistura 

composta por 70 % de saliva artificial + 30 % de caldo BHI suplementado com 0,15 

% de glicose e 0,15 % de sacarose. As placas foram tampadas e incubadas em 
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estufa sob condições de 5 % de teor de CO2 a 37 °C, o caldo foi trocado a cada 24 

horas até completar 64 h 30 min de formação do biofilme. A cada troca de caldo foi 

realizada a medição do pH para cada poço, nos tempo de 16 h 30 min, 40 h 30 min 

e 64 h 30 min, durante a formação do biofilme.  

Todos os testes realizados foram repetidos em dois experimentos 

independentes em dias diferentes. 

 

 

3.4.3 Determinação do número de UFC/mL 

 

 

Após 64 h 30 min, cada disco de hidroxiapatita foi transferido para outra 

placa de 24 poços contendo 2 mL de solução fisiológica. Cada um dos discos foi 

mergulhado, cuidadosamente para não cair do suporte, em solução fisiológica 

contida nos poços da placa de 24 poços. Cada disco foi então mergulhado três 

vezes no mesmo poço para lavagem e remoção das células fracamente aderidas ao 

biofilme formado, e posteriormente, foram removidos dos suportes e transferidos 

para tubos contendo 6 mL de solução fisiológica (NaCl 0,85 %). O biofilme aderido 

aos discos foi removido utilizando homogeneizador ultra-sônico (Sonopuls HD 2200, 

Bandelin Eletronic) com potência de 7 W por 30 segundos para romper os 

agregados microbianos.  

A partir da solução obtida, foram realizadas diluições decimais da suspensão 

do biofilme, das quais alíquotas de 100 µL foram semeadas em placas de petri 

contendo meios de cultura seletivos: ágar MSBS para S. mutans e ágar Rogosa SL 

para Lactobacillus. As placas foram incubadas em estufa bacteriológica sob 

condições de 5 % de teor de CO2 por 48 h. Após este período, as colônias foram 

contadas para o cálculo de unidades formadoras de colônias por mL (UFC/mL). 

 

 

3.5 Efeitos de Lactobacillus sobre S. mutans e desenvolvimento de cárie 
dentária experimental em ratos 
 

 

Foi selecionada a cepa de Lactobacillus com maior atividade antimicrobiana 
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sobre o biofilme de S. mutans formado in vitro, para o estudo de cárie dentária em 

ratos, utilizando as metodologias propostas por Matsumoto et al. (2005) e Baptista 

(2009) com algumas modificações. 

 

 

3.5.1 Animais e grupos experimentais  

  

 

Foram utilizados quarenta ratos Wistar (Rattus norvergicus albinus) machos, 

convencionais, com 28 dias de idade, que foram comprados do biotério central de 

roedores da Universidade Estadual Paulista – UNESP, Campus de Botucatu. Os 

animais com 21 dias de idade foram transportados separados em gaiolas de 

polipropileno recobertas com maravalha e com o mínimo de perturbação do seu 

bem-estar, de Botucatu até São José dos Campos por profissional qualificado. 

Após chegada dos animais no biotério do Instituto de Ciência e Tecnologia 

de São José dos Campos/UNESP, os animais foram mantidos em gaiolas de 

polipropileno com tampa aramada para apoiar o bebedouro e a ração. A 

disponibilidade de água e ração foi ad libitum, sendo que o consumo foi calculado 

conforme o peso dos animais (ração = 10 g / 100 g dia, água 10-12 mL / 100 g dia). 

Foram mantidos 8 animais por gaiola e foi utilizada cama de maravalha. O material 

da cama, água, ração e gaiolas foram esterilizados em autoclave para evitar 

contaminação. 

Durante o período de 7 dias os animais permaneceram em adaptação e 

aclimatização no qual apenas a dieta cariogênica foi introduzida e não houve 

qualquer  envolvimento desses animais com o início do processo experimental. 

Após o período de adaptação, com os animais com 28 dias de idade, é que 

foi iniciado o processo experimental, nesse caso, os grupos experimentais foram 

divididos da seguinte forma: infecção monoespécie com S. mutans + dieta 

cariogênica (Grupo A, n = 8), infecção monoespécie com Lactobacillus + dieta 

cariogênica (Grupo B, n = 8), infecção multiespécie por S. mutans e Lactobacillus + 

dieta cariogênica (Grupo C, n = 8), inoculação com solução fisiológica como grupo 

controle sem infecção + dieta cariogênica (Grupo D, n = 8) e grupo sem infecção, 

sem inoculação e sem dieta cariogênica para controle da saúde dos animais (Grupo 
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E, n = 8). 

 

 

3.5.2 Indução de cárie nos modelos experimentais de ratos 

 

 

Em todos os grupos experimentais foi induzida a formação de cárie por meio 

de dieta rica em sacarose utilizando dieta 2000 constituída de 56 % de sacarose 

(açúcar cristal especial, Colombo, S/A, São Paulo, Brasil), 28 % de leite em pó 

desnatado (CCGL, Rio Grande do Sul, Brasil), e 16 % de ração para roedores 

esterilizada e triturada (Müller et al., 2007).  Os animais foram alimentados com essa 

dieta a partir do primeiro dia no biotério do ICT/UNESP (21 dias de idade) até o 

último dia do experimento, dia da eutanásia (83 dias de idade).  

Para o preparo das suspensões padronizadas de S. mutans (2 x 108 células) 

e de Lactobacillus (2 x 108 células), S. mutans foi cultivado em caldo BHI acrescido 

de 15 % de sacarose e Lactobacillus foi cultivado em caldo MRS a 37 °C em estufa 

bacteriológica sob condições de 5 % de teor de CO2 por 48 h. Posteriormente, as 

células microbianas de cada cultura foram centrifugadas a 2000 xg (aprox. 4000 

rpm) por 10 min, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento suspenso em 6 mL 

de solução fisiológica. Esse procedimento foi repetido novamente. A quantificação 

do número de células da suspensão foi realizada através de espectrofotômetro. Os 

valores dos comprimentos de onda foram de 398 nm para S. mutans e 600 nm para 

a cepa de Lactobacillus, enquanto que as densidades ópticas foram de 1,360 para 

S. mutans e 1,014 para Lactobacillus. Posteriormente, 2 mL de cada suspensão 

padronizada a 108 células/mL foi transferida para microtubos e centrifugados (Mini 

Spin, Eppendorf, Hamburg, Germany) a 2000 xg (aprox. 4000 rpm) por 10 min, o 

sobrenadante foi descartado e o pellet resuspendido em 200 µL. 

Para a indução de cárie, os ratos com 28 dias de idade dos Grupos A e B, 

receberam durante todo o período do experimento dieta cariogênica e foram 

infectados com S. mutans ou Lactobacillus, respectivamente, durante 5 dias, sendo 

realizado uma infecção por dia. Os ratos do grupo controle sem infecção (Grupo D) 

também receberam dieta cariogênica, porém foram inoculados com solução 

fisiológica durante 5 dias, sendo realizado uma inoculação por dia. O objetivo das 
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inoculações de solução fisiológica foi para que os animais deste grupo pudessem ter 

o mesmo estresse que os animais dos grupos infectados. Os animais do Grupo C 

receberam dieta cariogênica durante todo o experimento e foram infectados com S. 

mutans durante 5 dias, sedo uma infecção por dia, e depois foram infectados apenas 

com Lactobacillus, 3 vezes por semana, até o final do experimento. Os animais do 

Grupo E pertenceram ao grupo controle sem infecção, sem dieta cariogênica e sem 

inoculações, e foram mantidos com o mínimo de estresse. As inoculações de 200 µL 

da suspensão padronizada de cada micro-organismo foram realizadas com auxílio 

de seringa estéril com agulha (Descarpack, São Paulo, Brasil) sem bisel (Figura 4).   

 

 

Figura 4 - Inoculações realizadas na cavidade bucal dos animais com auxílio de 
seringa 
 

 

Legenda: a) Seringa estéril sem bisel; b) Inoculação da suspensão de micro-organismo na cavidade 
bucal do roedor com auxílio de seringa estéril sem bisel. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Para aumentar o desafio cariogênico, os animais dos grupos A, B, C e D 

receberam água enriquecida com 10 % de sacarose durante todo o experimento. 

Para acompanhar a colonização de S. mutans e Lactobacillus amostras foram 

coletadas da cavidade bucal de cada animal com auxílio de swab estéril (Kasvi, 

Curitiba, Brazil) (Figura 5), durante o período experimental em intervalos de uma 

semana. Por se tratarem de animais convencionais a primeira coleta foi realizada 

antes do início do período experimental, ou seja, antes das primeiras inoculações, 

para avaliação da microbiota presente na cavidade bucal desses animais e posterior 

A B 
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comparação com o perfil de infecção realizado no período experimental. Para a 

coleta, o swab estéril foi colocado na cavidade bucal do animal, e durante o período 

entre 1 e 2 minutos foram realizados movimentos de rotação do swab e deslize 

sobre a região próxima à oclusal dos molares.  

 

 

Figura 5 – Coleta de amostras da microbiota da cavidade bucal do roedor com 
auxílio de swab estéril 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Posteriormente, as pontas dos swab foram transferidas para tubos contendo 

6 mL de solução fisiológica estéril e estes foram agitados em vórtex por 1 min. A 

partir da solução obtida, foram realizadas diluições decimais da suspensão obtida, 

das quais alíquotas de 100 L foram semeadas em placas de petri contendo meios 

de cultura seletivos: MSBS para S. mutans e ágar Rogosa SL para Lactobacillus. As 

placas foram incubadas em estufa sob condições de 5 % de teor de CO2 por 48 h a 

37 °C. Após este período, as colônias foram contadas para o cálculo de unidades 

formadoras de colônias por mL (UFC/mL).  
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3.5.3 Análise do biofilme dentário 

 

 

Para análise do biofilme formado na superfície dos dentes, os animais com 

83 dias de idade foram submetidos à eutanásia com dose excessiva de anestésico 

utilizando associação de cloridrato de xilazina e cloridrato de ketamina, via peritonial. 

A dose de ketamina e xilazina para a eutanásia foi, respectivamente, de 75 mg / kg 

de peso e 30 mg / kg de peso. A mandíbula foi removida, fotografada (Figura 6) com 

câmera digital montada em lupa estereoscópica e posteriormente imersa em 12 mL 

de solução fisiológica estéril. O biofilme aderido foi removido utilizando 

homogeneizador ultra-sônico com potência de 50 W por 30 s. A partir da solução 

obtida foram realizadas diluições decimais da suspensão do biofilme das quais 

alíquotas de 100 L foram semeadas em placas de petri contendo meios de cultura 

seletivos: ágar MSBS para S. mutans e ágar Rogosa SL para Lactobacillus. As 

placas foram incubadas em estufa sob condições de 5 % de teor de CO2 por 48 h a 

37 °C. Após este período, as colônias foram contadas para o cálculo de unidades 

formadoras de colônias por mL (UFC/mL).  

 

 

Figura 6 – Mandíbula direita evidenciando a presença de biofilme dentário 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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3.5.4 Análise do desenvolvimento de cárie dentária 

 

 

Após a análise do biofilme dentário as mandíbulas foram fixadas em formol a 

10 %. Maxilas removidas após eutanásia também foram fotografadas (Figura 7) com 

câmera digital montada em lupa estereoscópica e posteriormente dissecadas e 

fixadas em formol a 10 %. Para avaliar a presença de cárie dentária em molares de 

cada animal foi realizado um estudo duplo-cego no qual mandíbula e maxila de cada 

animal foram clinicamente avaliados com auxílio de lupa estereoscópica (15x) e 

fotografados com uma câmera digital montada no aparelho a fim de avaliar as áreas 

de lesões cariosas (Figura 8), em seguida, foram tiradas radiografias. Foi também 

utilizado um dispositivo a laser de detecção de cavidades (KaVo DIAGNOdent, 

Charlotte, NC, EUA) (Figura 9) para avaliar áreas de perda mineral ou 

desmineralização da estrutura saudável do dente. 

O aparelho apresenta como características técnicas: laser classe 2, luz laser 

diodo (l = 655 nm, P £ 1 mW), tipo 2095. Primeiramente foi escolhida a ponta para 

ser utilizada e a calibração do aparelho foi realizada de acordo com as normas do 

fabricante. A leitura do aparelho varia do valor 0 ao 99 e o cut-point do aparelho 

utilizado foi 52, ou seja, valores acima de 52 (cut-point) indicavam lesões de cárie, 

valores abaixo de 52 indicavam regiões de desmineralização ou perda mineral. 

 

 

Figura 7 – Maxila esquerda evidenciando a presença de biofilme dentário 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 8 – Primeiro molar de maxila direita evidenciando a presença de lesão 
cariosa 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 9 – Detecção de desmineralização e perda mineral em molares de mandíbula 
esquerda de rato por meio de dispositivo a laser KaVo DIAGNOdent 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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3.6 Análise estatística 

 

 

Para comparação entre os grupos, inicialmente foi analisada a 

homogeneidade e variabilidade dos resultados. Posteriormente, foi utilizado o teste t, 

Kruskal-Wallis, ou teste ANOVA seguido do teste de Tukey para comparação entre 

os grupos, conforme os experimentos e grupos experimentais. Em todos os ensaios 

experimentais realizados, foi considerada diferença estatisticamente significante 

quando o valor de p foi menor que 0,05.  O programa GraphPad Prism versão 5.0 foi 

utilizado para os testes estatísticos.  
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Atividade antibacteriana in vitro de Lactobacillus sobre S. mutans em 
cultura planctônica 
 
 

A atividade antibacteriana in vitro foi realizada com todas as trinta cepas de 

Lactobacillus e como resultado, observamos que o crescimento de S. mutans foi 

inibido pela maioria das cepas de lactobacilos testadas, ao interagir diretamente com 

as células de Lactobacillus e com o sobrenadante não tratado (sem ajuste de pH), 

sendo encontrado valores de pH para esses filtrados entre 3 e 4. O sobrenadante 

tratado (com o ajuste do pH a 6,5) de algumas cepas de Lactobacillus não teve 

efeito inibitório significativo, em vez disso, permitiu o aumento das células de S. 

mutans (Figura 10). 

Conforme dados da Figura 7, as cinco cepas que apresentaram maior 

atividade antibacteriana em cultura planctônica contra S. mutans foram as cepas L. 

paracasei 4.2, L. paracasei 20.3, L. fermentum 20.4, L. paracasei 25.4 e L. paracasei 

39.2, com diferença estatisticamente significativa (p<0,0001) em comparação com o 

grupo controle de S. mutans, considerando a análise estatística por meio do teste de 

variância ANOVA (Log10).  

Os resultados do controle do caldo MRS demonstraram que o meio de 

cultura não interferiu no crescimento de S. mutans. Não houve diferença 

estatisticamente significativa em comparação com o grupo controle de S. mutans 

(Figura 11). No que diz respeito à contagem de UFC/ml de Lactobacillus não foi 

observada diferença estatística entre os grupos controle de Lactobacillus e o grupo 

interação (S. mutans + Lactobacillus) para nenhuma das cepas testadas (Tabela 1).
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Figura 10 – Percentual de crescimento (UFC/mL) de S. mutans (SM) obtido no teste 
de atividade antibacteriana in vitro com as trinta cepas de Lactobacillus (LB) 
estudadas 
 

 

Legenda: C = controle (SM + solução fisiológica), interação célula (SM + LB), interação sobrenadante 
(SM + filtrado da cultura de LB) e interação sobrenadante tratado (SM + filtrado da cultura de LB com 
pH 6,5). O crescimento de S. mutans no grupo controle foi considerado como valor absoluto (100 %). 
Cada coluna do gráfico representa a média de dois experimentos independentes. Desvios padrão são 
apresentados conforme análise estatística por meio do teste ANOVA complementado com teste de 
Tukey. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 11 – Média e desvio padrão dos dados de UFC/mL (Log10) de S. mutans 
(SM) obtidos no teste de atividade antibacteriana in vitro para os grupos: Controle de 
SM (SM + solução fisiológica) e Controle do caldo MRS (SM + caldo MRS) 
 

 

Legenda: Cada coluna do gráfico representa a média de todos os experimentos realizados no teste 
da atividade antibacteriana. Teste t foi realizado como análise estatística, diferença estatística 
considerada significativa se p ≤ 0.05. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Tabela 1 – Médias e desvios padrão das contagens de UFC/mL de Lactobacillus ao 
final dos experimentos de atividade antibacteriana em cultura planctônica 

 

Cepa 
Lactobacillus UFC/mL (Log10 – média ± desvio padrão*) 

Controle Interação célula p value 

1.1 9.80±0.10 9.44±0.02 0.1974 

3.1 9.41±0.11 9.27±0.06 0.3563 

4.2 8.74±0.16 8.64±0.10 0.4262 

5.2 8.91±0.43 9.42±0.23 0.3683 

6.2 9.74±0.04 9.51±0.09 0.0893 

7.5 9.01±0.03 9.15±0.21 0.5692 

8.4 9.42±0.05 9.67±0.26 0.4020 

10.5 8.80±0.19 9.02±0.07 0.3425 

11.6 9.73±0.09 9.78±0.04 0.6602 

13.1 9.39±0.21 9.18±0.24 0.5532 

14.5 8.47±0.12 8.84±0.28 0.2085 

15.8 9.09±0.18 8.46±0.28 0.1344 

16.4 9.81±0.08 9.76±0.15 0.8039 

17.1 9.53±0.25 9.42±0.24 0.7659 

19.3 9.00±0.09 9.29±0.21 0.2805 

19.9 9.68±0.10 8.81±0.30 0.3300 

20.3 8.79±0.17 8.76±0.10 0.4699 

20.4 9.13±0.04 9.19±0.02 0.3443 

21.4 9.88±0.06 9.44±0.22 0.1323 

23.4 9.34±0.10 9.19±0.09 0.3525 

24.1 9.42±0.08 9.45±0.13 0.8376 

25.4 8.97±0.04 8.83±0.07 0.2211 

26.1 9.29±0.10 8.24±0.13 0.0537 

27.1 9.38±0.50 7.15±0.15 0.0180 

28.4 8.43±0.41 8.45±0.28 0.9772 

30.1 9.09±0.34 9.23±0.17 0.7396 

31.4 9.72±0.05 9.49±0.03 0.2650 

36.4 9.11±0.06 8.94±0.35 0.6591 

37.1 9.10±0.03 9.12±0.02 0.5588 

39.2 8.85±0.20 9.09±0.11 0.3527 

*Valores representam média ± desvio padrão de dois experimentos independentes em triplicata. Não 
houve diferença estatisticamente significante entre os grupos (p < 0.05), teste t realizado. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.2 Atividade antibacteriana de Lactobacillus sobre S. mutans em biofilmes 
formados in vitro 

 

 

Para o teste in vitro com formação de biofilme foram utilizadas, então, as 

cepas L. paracasei 4.2, L. paracasei 20.3, L. fermentum 20.4, L. paracasei 25.4 e L. 

paracasei 39.2. Como resultado do teste de formação de biofilme com adesão inicial 

de S. mutans observamos que todas as cepas de Lactobacillus testadas tiveram 

efeito inibitório sobre as células de S. mutans (Figura 12). Porém, na análise 

estatística observou-se diferença significativa apenas para as cepas 25.4, 20.4 e 

20.3.  

 

 

Figura 12 – Percentual de crescimento (UFC/mL) de S. mutans (SM) obtido no teste 
de formação de biofilme in vitro com adesão inicial de S. mutans com as cinco cepas 
de Lactobacillus (LB) selecionadas 
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Legenda: Controle (SM + solução fisiológica), interação célula (SM + LB), interação sobrenadante 
(SM + filtrado da cultura de LB) e interação sobrenadante tratado (SM + filtrado da cultura de LB com 
pH 6,5). O crescimento de S. mutans no grupo controle foi considerado como valor absoluto (100 %). 
Cada coluna representa a média de dois experimentos independentes. Teste ANOVA 
complementado com teste de Tukey, diferença estatística considerada significativa se p ≤ 0.05.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Os efeitos inibitórios das células de Lactobacillus ou do filtrado da cultura no 

teste de formação de biofilme sem adesão inicial de S. mutans foram menos 

significativos em comparação com o grupo de controle. A única cepa que apresentou 

efeito inibitório estatisticamente significante foi a cepa L. paracasei 25.4 (p = 0,0479) 

(Figura 13). 

 

 

Figura 13 – Percentual de crescimento (UFC/mL) de S. mutans (SM) obtido no teste 
de formação de biofilme in vitro sem adesão inicial de S. mutans com as cinco cepas 
de Lactobacillus (LB) selecionadas 
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Legenda: Controle (SM + solução fisiológica), interação célula (SM + LB), interação sobrenadante 
(SM + filtrado da cultura de LB) e interação sobrenadante tratado (SM + filtrado da cultura de LB com 
pH 6,5). O crescimento de S. mutans no grupo controle foi considerado como valor absoluto (100 %). 
Cada coluna representa a média de dois experimentos independentes. Teste ANOVA 
complementado com teste de Tukey, diferença estatística considerada significativa se p ≤ 0.05. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Foi monitorada cada alteração de pH em cada troca do meio de cultura 

durante a formação dos biofilmes (tempo de crescimento dos biofilmes 16 h 30 min, 

40 h 30 min e 64 h 30 min h). O pH foi medido e a média para cada grupo 

experimental foi avaliada (Tabela 2). Pudemos observar que não houve nenhuma 

grande alteração nas médias de pH comparando-se os grupos experimentais e os 
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tempos de formação do biofilme, no entanto, em quase todos os grupos, o pH 

diminuiu de 7,2 (pH inicial do biofilme) para médias entre 4 e 5. 

 

 

Tabela 2 – Média das alterações de pH durante os dois testes de formação de 
biofilme realizados com as cinco cepas de Lactobacillus selecionadas nos tempos de 
16 h 30 min, 40 h 30 min e 64 h 30 min (pH inicial para todos os grupos 
experimentais = 7.2) 

 

Cepa 
Tempo 

do 
biofilme 

Controle 
de S. 

mutans 

Interação 
célula 

Interação 
sobrenadante 

Interação 
sobrenadante 

tratado 

Controle 
Lactobacillus 

4.2 

16h30 5.03±0.05
A
 5.06±0.10

A
 5.07±0.17

A
 5.11±0.15

A
 6.41±0.27

B
 

40h30 4.38±0.16
A
 4.68±0.15

B
 4.39±0.08

AC
 4.45±0.13

ABC
 5.10±0.07

D
 

64h30 4.50±0.57
A
 4.76±0.41

AB
 4.49±0.16

A
 4.55±0.16

A
 5.36±0.17

B
 

20.3 

16h30 4.92±0.15
A
 4.10±0.27

B
 4.79±0.21

A
 5.09±0.18

A
 4.20±0.09

BC
 

40h30 4.42±0.25
A
 5.11±0.21

B
 4.48±0.17

A
 4.58±0.19

A
 5.41±0.23

BC
 

64h30 4.56±0.26
A
 4.90±0.42

A
 4.62±0.20

A
 4.62±0.11

A
 5.86±0.39

B
 

20.4 

16h30 5.04±0.30
A
 4.13±0.28

B
 4.97±0.17

A
 5.24±0.11

A
 4.22±0.12

BC
 

40h30 4.41±0.15
A
 5.25±0.33

B
 4.51±0.18

A
 4.59±0.32

A
 5.42±0.26

BC
 

64h30 4.52±0.49
A
 5.03±0.11

A
 4.51±0.32

A
 4.62±0.25

A
 4.90±0.68

A
 

25.4 

16h30 5.00±0.24
A
 5.34±0.19

A
 5.08±0.09

A
 5.11±0.23

A
 5.38±0.17

A
 

40h30 4.35±0.17
A
 4.70±0.29

A
 4.37±0.32

A
 4.37±0.21

A
 5.42±0.17

B
 

64h30 4.56±0.21
A
 4.79±0.35

AB
 4.62±0.19

A
 4.68±0.15

A
 4.90±0.08

B
 

39.2 

16h30 5.06±0.16
A
 5.14±0.94

A
 5.13±0.95

A
 5.19±0.08

A
 6.47±0.21

B
 

40h30 4.39±0.13
A
 4.62±0.19

A
 4.41±0.06

A
 4.40±0.27

A
 5.13±0.17

B
 

64h30 4.56±0.21
A
 4.79±0.19

A
 4.62±0.08

A
 4.68±0.19

A
 4.90±0.14

A
 

*Valores representam média ± desvio padrão dos dois testes de formação de biofilme realizados 
em dois experimentos independentes em quadruplicata. Letras diferentes indicam diferença 
estatisticamente significante entre os grupos (p < 0.05). Análise estatística realizada por meio do 
teste de variância ANOVA. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 

Em relação à contagem das células de Lactobacillus em ambos os 

experimentos de formação de biofilmes, observamos que não houve diferença 

comparando-se os grupos controles de Lactobacillus com os grupos interação 

célula. Houve diferença estatisticamente significante apenas para a cepa 25.4 (p = 

0,0162) (Tabela 3). 
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Tabela 3 – Médias e desvios padrão das contagens de UFC/mL de Lactobacillus ao 
final dos experimentos de formação do biofilme 
 

Cepa 

Lactobacillus UFC/mL (Log10 – média e desvio padrão*) 

Grupos 
Experimentais 

Biofilme com 
adesão inicial 
de S. mutans 

p value 

Biofilme sem 
adesão 

inicial de S. 
mutans 

p value 

4.2 
Controle 8.78±0.06 

0.0834 
8.63±0.24 

0.9867 
Interação célula 8.40±0.13 8.64±0.20 

20.3 
Controle 8.95±0.05 

0.2750 
8.60±0.11 

0.4356 
Interação célula 8.78±0.13 8.47±0.12 

20.4 
Controle 8.32±0.12 

0.1333 
8.60±0.19 

0.7870 
Interação célula 8.05±0.91 8.66±0.10 

25.4 
Controle 8.83±0.13* 

0.0162* 
8.96±0.08 

0.4235 
Interação célula 8.28±0.10* 8.80±0.17 

39.2 
Controle 8.63±0.10 

0.1345 
8.99±0.66 

0.6710 
Interação célula 8.43±0.04 8.96±0.45 

*Valores representam média ± desvio padrão de dois experimentos independentes em 
quadruplicata (n = 8). * Diferença estatisticamente significante entre os grupos (p < 0.05) 
determinada pelo teste t. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.3 Efeitos de Lactobacillus sobre S. mutans e desenvolvimento de cárie 
dentária experimental em ratos 

 

 

Streptococcus do grupo mutans e micro-organismos acidúricos foram 

recuperados da cavidade bucal de todos os animais antes do início dos 

experimentos. As coletas demonstraram que os animais tinham estreptococos e 

micro-organismos acidúricos uma vez que tratam-se de animais convencionais. No 

entanto, acompanhamos a infecção após as inoculações e pudemos observar que o 

número de colônias aumentou significativamente durante todo o período 

experimental. 

No final do experimento os micro-organismos foram recuperados a partir dos 

biofilmes formados nas superfícies dentais. Foram feitas comparações entre os 

grupos que foram infectados apenas com S. mutans, ou apenas com L. paracasei 
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25.4, ou com S. mutans e L. paracasei 25.4, durante o período experimental (Grupos 

A, B e C, respectivamente) e entre os grupos que não foram infectados (Grupos D e 

E). Houve diferença estatística entre todos os grupos analisados exceto na 

contagem de micro-organismos acidúricos, comparando-se o grupo infectado 

apenas com Lactobacillus (Grupo B) e os infectados com S. mutans e Lactobacillus 

(Grupo C) (Figura 14). 

Embora as recuperações de colônias do biofilme das mandíbulas dos 

animais tenham resultado em valores de UFC/mL consideráveis e pudemos 

observar, por meio da análise clínica, deposição de biofilme sobre as superfícies dos 

dentes dos animais não foi possível identificar cavidades de cárie significativas nos 

molares dos animais no exame duplo-cego.  

 

 

Figura 14 – Contagem de colônias (UFC/mL) de estreptococos do grupo mutans e 
micro-organismos acidúricos recuperados dos biofilmes formados nas mandíbulas 
dos animais 
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Legenda: Grupo A (infecção por S. mutans + dieta cariogênica), Grupo B (infecção por Lactobacillus + 
dieta cariogênica), Grupo C (infecção por S. mutans + infecção por Lactobacillus + dieta cariogênica), 
Grupo D (controle da dieta, sem infecção + dieta cariogênica), Grupo E (controle negativo, sem 
infecção e sem dieta cariogênica). Teste ANOVA complementado com teste de Tukey foi realizado 
como análise estatística, diferença estatística considerada significativa se p ≤ 0.05. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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A avaliação feita pelo equipamento de detecção de cárie DIAGNOdent 

indicou diversas áreas de desmineralização e perda mineral, porém nenhuma área 

de lesão cariosa profunda foi detectada com o dispositivo. Observamos diferença 

estatística significativa apenas entre o grupo controle negativo (sem dieta e sem 

inoculações) com os grupos experimentais: A (inoculação de S. mutans + dieta 

cariogênica) e C (inoculação de S. mutans + Lactobacillus + dieta cariogênica). Entre 

os grupos tratados com dieta cariogênica, não houve diferença estatística (Tabela 

4). 

 

 

Tabela 4 – Mediana dos resultados obtidos ao final do teste in vivo por meio do 
dispositivo DIAGNOdent dos seis molares de cada animal, em maxila e mandíbula 
 

Animais 
Grupos experimentais 

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E 

Maxila 

1 4.33 1.66 6.83 1.5 1.66 

2 0 1.66 3.66 1.5 1.5 

3 3.5 5.16 4.16 3 0 

4 3.5 2.16 6.66 0 1.66 

5 2 4.83 3.0 4.5 0 

6 1.66 2.16 0 4.16 0 

7 9.83 4.16 7.16 7.16 1.66 

8 1.66 2.0 0 0 0 

Mandíbula 

1 1.66 1.5 5.66 5.0 7 

2 3.33 3.16 7.0 7.0 0 

3 3.33 3.16 0 1.66 0 

4 3.66 1.5 4.5 2.33 0 

5 1.5 0 7.33 8.5 3 

6 4.0 5.33 0 4.5 0 

7 3.66 5.66 1.5 2 1.66 

8 3.0 1.33 0 0 0 

Mediana 3.330 2.160 3.910 2.665 0 

Legenda: Não houve diferença estatística entre os grupos com dieta (Kruskal-Wallis). 
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Streptococcus mutans, um dos fatores etiológicos da doença cárie, é um 

micro-organismo capaz de modular a sua virulência em condições ambientais 

específicas, por meio de adesão a superfícies sólidas, tornando-o capaz de colonizar 

a cavidade oral e de formar um complexo multidimensional, conhecido como biofilme 

bacteriano. Além disso, possui algumas propriedades adicionais que permitem a 

colonização da cavidade oral, como a capacidade de sobreviver em um meio ácido e 

a interação específica com outros micro-organismos que colonizam este 

ecossistema (Krzyściak et al., 2014). 

Os micro-organismos do gênero Lactobacillus são comensais que colonizam 

a cavidade oral e já foram considerados o principal agente etiológico da doença 

cárie, devido a sua capacidade de produzir grande quantidade de ácido na presença 

de carboidratos e sobreviver em pH extremamente baixo (Jalasvuori et al., 2012). 

Entretanto, com o desenvolvimento e utilização de métodos quantitativos e de meios 

de cultura seletivos em estudos bacteriológicos do biofilme, atualmente, sabe-se que 

Lactobacillus não se acumula em grande quantidade no biofilme dental, estando 

mais associado com a progressão da cárie dentária do que na sua instalação 

(Chhour et al., 2005; Zhang Y et al., 2014; Caufield et al., 2015).  

Por outro lado, agentes antibacterianos e pH baixos, tais como ácido láctico 

ou bacteriocinas produzidas por esses micro-organismos favorecem a inibição de 

micro-organismos que não se adaptam a tais condições ambientais. Graças a estas 

propriedades, algumas cepas específicas de Lactobacillus podem ser consideradas 

para uso como probióticos (Kang et al., 2011; Söderling et al., 2011;  Jalasvuori et 

al., 2012). 

O interesse em terapias probióticas de prevenção e controle das doenças 

orais tem crescido significativamente (Tanzer et al., 2010; Twetman, Keller, 2012; 

Yanine et al., 2013), e o uso de probióticos têm mostrado afetar a ecologia bucal de 

modo específico, impedindo a aderência de Streptococcus mutans (Simark-Mattsson 

et al., 2007), sem causar efeitos colaterais no consumo a longo prazo (Saavedra et 

al., 2004). Portanto, a ingestão de lactobacilos probióticos parece ser um método 

promissor para a prevenção de cáries dentárias (Cagetti et al., 2013). 
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Alguns estudos já apresentam resultados benéficos no uso de cepas de 

Lactobacillus, incorporadas em produtos alimentícios, contra micro-organismos 

cariogênicos e, portanto poderiam ajudar no controle da cárie dentária (Ahola et al., 

2002; Simark-Mattsson et al., 2007; Haukioja, 2010; Hasslöf et al., 2010; Keller et al., 

2011; Holgerson et al., 2013; Lin et al., 2015). 

Foi pensando nessa possibilidade que o objetivo principal do presente 

estudo foi encontrar uma nova cepa de Lactobacillus que seja capaz de inibir S. 

mutans, podendo, posteriormente, ser utilizada para controle de infecções bucais, 

como por exemplo, a cárie dentária.  

É possível que indíviduos que nunca sofreram de cárie dentária possuam na 

cavidade bucal cepas de Lactobacillus que favoreçam esse “cenário saudável” 

impedindo a progressão e o desenvolvimento da doença cárie (Simark-Mattsson et 

al., 2007; Belda-Ferre et al., 2012). 

Para tanto, no presente estudo foi realizada uma triagem das trinta cepas 

clínicas de Lactobacillus previamente identificadas, avaliando a atividade 

antibacteriana em cultura planctônica in vitro dessas cepas, sobre a cepa padrão de 

S. mutans UA 159. Foram avaliados os efeitos diretos das células de Lactobacillus 

sobre S. mutans e também os efeitos anti-S. mutans do filtrado da cultura das cepas 

de Lactobacillus sem e com ajuste de pH. Para esses testes o filtrado foi preparado 

com o caldo MRS, por esse motivo, foi acrescentado o grupo controle de S. mutans 

com caldo MRS, para avaliar a possível interferência do meio na inibição dos 

filtrados. 

Os resultados do teste de atividade antibacteriana nos permitiu selecionar as 

cepas que apresentaram melhores atividades inibitórias sobre S. mutans. As cinco 

cepas selecionadas foram: L. paracasei 4.2, L. paracasei 20.3, L. fermentum 20.4, L. 

paracasei 25.4 e L. paracasei 39.2.  

Observamos que houve redução na contagem de UFC / mL de S. mutans ao 

interagir diretamente com as células de Lactobacillus, bem como na interação com o 

filtrado sem ajuste do pH para a maioria das cepas testadas. Para o filtrado que teve 

o pH ajustado para 6.5, a maioria das cepas não apresentou efeito inibitório. Pode-

se considerar, frente a esse resultado, que componentes produzidos por 
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Lactobacillus possivelmente capazes de inibir espécies competidoras e presentes no 

filtrado da cultura, possam ser mais ativos em meio ácido. 

A literatura tem mostrado que nas interações entre S. mutans e Lactobacillus 

o ambiente ácido favorecido pelas cepas de Lactobacillus pode ter um efeito 

inibitório sobre as células de S. mutans.  

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. 

Keller et al. (2011) estudaram a capacidade in vitro de cepas probióticas de 

Lactobacillus em inibirem o crescimento de S. mutans isolados da cavidade oral. 

Todas as cepas de Lactobacillus testadas apresentaram capacidade de 

coagregação com as cepas de S. mutans. Os lactobacilos inibiram o crescimento de 

S. mutans, mas a capacidade variou entre as cepas com relação ao pH. Quanto 

maior o pH, menor foi a inibição encontrada. A inibição do crescimento também foi 

dependente da concentração de células, alcançando inibição total de S. mutans na 

concentração de 107 células / mL de Lactobacillus.  

Em 2015, Lin et al. também testaram os filtrados da cultura das cepas de 

Lactobacillus sobre S. mutans com pH ajustado a 6.5, e sem ajuste de pH, 

observando que os filtrados de todas as cepas apresentaram efeitos inibitórios, 

enquanto apenas os filtrados com pH ajustado a 6.5 de duas cepas foram capazes 

de inibir o crescimento de S. mutans.  

Para o teste de formação de biofilme foram utilizadas as cinco cepas de 

Lactobacillus que apresentaram melhores efeitos inibitórios contra S. mutans no 

teste de atividade antibacteriana em cultura planctônica. Os discos de hidroxiapatita 

usados para este ensaio foram posicionados em suportes que permitiram a 

formação de biofilme por forças de adesão, e não apenas por força da gravidade, 

como aconteceria num biofilme formado em fundo de placa. Foram avaliados os 

efeitos das cepas de Lactobacillus antes e depois da formação inicial do biofilme por 

S. mutans. O período de 64 h 30 min de formação de biofilme também nos permitiu 

simular os estágios iniciais da formação desse biofilme e acompanhar as alterações 

de pH. 
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Na análise dos resultados, verificou-se que as 5 cepas testadas tiveram 

efeito inibitório maior contra S. mutans quando o biofilme já estava formado por este 

micro-organismo e as células de Lactobacillus ou os filtrados da cultura foram 

adicionados mais tarde. A menor eficiência na inibição de S. mutans quando os 

lactobacilos foram acrescentados antes da formação inicial de biofilme por S. 

mutans pode ser explicado pelo fato de que Lactobacillus têm pouca capacidade 

para interagir com componentes salivares adsorvidos na película adquirida, e, 

portanto, teriam menor capacidade de aderência aos discos de hidroxiapatita, 

reduzindo o seu efeito sobre S. mutans. 

Bem como no teste em cultura planctônica, na análise das contagens de 

UFC / mL dos biofilmes, as células de Lactobacillus foram mais efetivas em inibir S. 

mutans, seguido pelo sobrenadante não tratado. O sobrenadante tratado não teve 

nenhum efeito inibitório significativo sobre as células de S. mutans. Durante a 

formação e desenvolvimento dos biofilmes as mudanças de pH entre alguns grupos 

experimentais diferiram significativamente, mas, apesar das diferenças estatísticas, 

os valores de pH obtidos foram muito semelhantes entre os grupos. Não obstante, o 

ajuste do pH para 6,5 pode ter influenciado a atividade de alguma substância 

secretada por Lactobacillus, que perdeu o seu efeito inibitório em ambiente próximo 

do neutro. 

Sabe-se que algumas cepas de Lactobacillus são capazes de produzir 

compostos antimicrobianos, tais como enzimas bacteriolíticas, bacteriocinas e 

biosurfactantes que são capazes de inibir outros micro-organismos. Como exemplos 

de bacteriocinas produzidas por lactobacilos e recentemente estudadas podemos 

citar, gasserin produzida por L. gasseri EV1461 (Maldonado-Barragán et al., 2016), 

fermecin produzida por L. fermentum SD11 (Wannun et al., 2016) e 1,7 Paracin 

produzida por L paracasei HD1-7 (Ge et al., 2016). 

Uma variedade destes compostos produzidos por bactérias ou fungos têm 

estruturas químicas diferentes e funções singulares podendo alterar as condições 

físicas e químicas do ambiente circundante (Walencka et al., 2008). No entanto 

fatores físico-químicos, tais como: pH, temperatura e arejamento, pode ter um efeito 

dramático sobre a produção de bacteriocinas (Parente, Ricciardi, 1994), assim, 

fatores físico-químicos também, de certa forma, poderiam influenciar a atividade 

destes compostos, o que pode ter ocorrido neste estudo quando o pH do 
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sobrenadante da cultura de Lactobacillus foi ajustado para 6,5, os efeitos inibitórios 

contra S. mutans foi diminuído. 

Apesar das limitações normais de estudos realizados in vitro, no presente 

estudo, os resultados significativos nos permitiram selecionar a cepa de 

Lactobacillus paracasei 25.4, que mostrou atividade inibidora mais elevada sobre S. 

mutans em comparação com as outras cepas em ambos os testes de formação de 

biofilme, para os testes in vivo. 

Para o estudo in vivo foi induzida cárie dentária por meio de dieta 

cariogênica, rica em sacarose, e consecutivas inoculações dos micro-organismos 

estudados. Durante o período experimental foram realizadas coletas de micro-

organismos da cavidade bucal dos animais para o acompanhamento da infecção e 

ao final do experimento foi avaliada a formação do biofilme cariogênico pela 

recuperação dos micro-organismos dos biofilmes aderidos às superfícies dentárias. 

Também foi realizada uma análise clínica “duplo-cego” e análises por meio do 

aparelho DIAGNOdent para detectar regiões de desmineralização e perda mineral. 

Como resultado da recuperação dos micro-organismos durante o período 

experimental foi observado que a infecção se manteve ao longo de todo o 

experimento. Na análise de UFC / mL do biofilme aderido às superfícies dentárias 

dos animais pudemos observar que houve uma redução estatisticamente 

significativa das contagens de S. mutans no grupo que foi submetido à infecção por 

S. mutans e Lactobacillus em comparação com o grupo em que foi inoculado apenas 

com S. mutans. 

Seguindo outra metodologia, Schwendicke et al. (2014) estudaram os efeitos 

cariogênicos da cepa probiótica de L. rhamnosus GG em modelo in vitro de biofilme 

dentário. Foram formados biofilmes com três diferentes composições: biofilme 

monoespécie de L. rhamnosus, biofilme monoespécie de S. mutans e biofilme 

multiespécie de L. rhamnosus e S. mutans. Os biofilmes foram formados sobre a 

superfície de dentes bovinos em modelo de cultura contínua por 10 dias e os 

resultados foram analisados pela perda mineral dos tecidos dentários e pela 

contagem bacteriana. Os biofilmes multiespécies de L. rhamnosus e S. mutans 

causaram perda mineral significativa em relação ao biofilme de L. rhamnosus e 

biofilme de S. mutans. Diferente dos resultados do nosso presente estudo, 

Schwendicke et al., observaram que em relação à contagem bacteriana, não foram 
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encontradas diferenças estatisticamente significantes entre os diferentes grupos de 

biofilmes. Os autores concluíram que a cepa de L. rhamnosus GG não teve efeito 

inibitório sobre S. mutans e contribuiu para o processo de cárie in vitro.  

No estudo com o equipamento de detecção de lesões de cárie e perda 

mineral, DIAGNOdent, foram constatadas diversas áreas de desmineralização e 

perda mineral. Assim como no estudo duplo-cego, foi também observado a ausência 

de lesões cariosas profundas. Quanto às desmineralizações e perda mineral, ainda 

pudemos observar que houve diferença estatística significativa entre o grupo 

controle negativo (sem dieta e sem inoculações) com os grupos experimentais: A 

(inoculação de S. mutans + dieta cariogênica) e C (inoculação de S. mutans + 

Lactobacillus + dieta cariogênica), demonstrando a capacidade de desmineralização 

proporcionada pela dieta cariogênica. 

Falsetta et al., (2014) estudaram in vivo a interação entre S. mutans e 

Candida albicans em biofilmes dentários. Para isto, os autores utilizaram a mesma 

cepa de S. mutans UA 159, deste presente estudo. Na análise clínica, os autores 

foram capazes de observar várias áreas de lesões de cárie, mas apenas no grupo 

co-infectado com S. mutans e C. albicans. No grupo infectado apenas com S. 

mutans, os autores detectaram grandes áreas de lesões iniciais de cárie, embora 

estas fossem visivelmente menos graves do que aquelas dos animais co-infectados. 

Neste caso, os autores sugerem que o desenvolvimento de cáries de superfície lisa 

é altamente dependente da formação de enzimas glucosiltranferases (Gtf) derivados 

de polissacarídeos extracelulares (EPS) que facilitam a adesão de S. mutans (e 

outros micro-organismos) modulando a formação de biofilme cariogênico in vivo, 

apesar de sulcos das superfícies dentárias proporcionarem sítios de adesão 

naturais, e a retenção de microrganismos não ser dependente de EPS. 

Mattos-Graner et al. (2000) analisaram a síntese de glucanos insolúveis por 

S. mutans e correlacionaram com a incidência de cárie em crianças de 12 a 30 

meses de idade e analisando os dados sugeriram que a capacidade da 

glicosiltransferase estreptocócica para sintetizar glucanos insolúveis a partir da 

sacarose é um importante fator de virulência no desenvolvimento inicial de cárie, 

aumentando a capacidade de colonização e infectividade de S. mutans e 

influenciando as características de difusão do biofilme dentário em crianças 

infectadas. 
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Neste caso, poderiamos acreditar que, possivelmente, o período de indução 

de cárie dentária na metodologia utilizada no presente estudo não foi suficiente para 

formação de lesões cariosas profundas, ou que a cepa de S. mutans UA159 

utilizada não foi capaz de produzir Gtf derivados de EPS suficiente para orquestrar a 

formação de biofilme cariogênico. Podemos também acreditar na hipótese de que a 

produção de subprodutos ácidos do metabolismo do açúcar (neste caso, da 

sacarose) não foi suficiente para promover a grave dissolução do esmalte dentário 

que levaria ao aparecimento clínico da cavitação, no presente estudo, foi apenas 

capaz de levar ao desenvolvimento de áreas iniciais de perda mineral. 

Outro ponto é que as interações entre micro-organismos que colonizam a 

cavidade bucal são os principais fatores que afetam o desenvolvimento do biofilme 

(Wen et al., 2010; Ogawa et al., 2011; Redanz et al., 2011), essas interações podem 

resultar tanto na aceleração quanto na inibição deste processo. Assim, a virulência 

de S. mutans pode ser determinada não só pelas condições ambientais da cavidade 

oral, mas também pela composição da microbiota bacteriana (Krzyściak et al., 2014), 

e os animais utilizados no presente estudo tratavam-se de animais convencionais, 

com microbiota residente que pode ter interferido no desenvolvimento das lesões 

cariosas. 

Em estudo recente, com proposta semelhante à deste estudo, Terai et al. 

(2015) examinaram 896 isolados clínicos, sendo selecionadas 14 cepas de 

Lactobacillus  e 36 de estreptococos, quanto aos seus potenciais efeitos benéficos à 

saúde bucal. Avaliando a produção de compostos voláteis de enxofre ou glucanos 

insolúveis em água, assim como suas atividades antibacterianas contra bactérias 

periodontais, adesão às células epiteliais, risco de cariogenicidade e endocardite 

infecciosa, em estes in vitro e in vivo os autores foram capazes de selecionar as 

cepas: Lactobacillus crispatus YIT 12319, Lactobacillus fermentum YIT 12320, 

Lactobacillus gasseri YIT 12321 e Streptococcus mitis YIT 12322 como novos 

probióticos com potenciais benefícios para a saúde oral, e nenhum efeito adverso 

sobre a saúde em geral. 

Por esse motivo, deve-se considerar que dentro da proposta do presente 

estudo foi possível selecionar cepas de L. paracasei e L. fermentum com potencial 

efeito inibitório sobre o micro-organismo cariogênico S. mutans, e novos estudos 

com essas cepas devem ser considerados para compreender em detalhes seus 
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mecanismos de ação, seus benefícios para a saúde bucal e a possibilidade de 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas. 

Apesar das limitações deste estudo, podemos concluir que as cepas de 

Lactobacillus estudadas levaram a uma redução do número de UFC / mL de S. 

mutans no estudo in vitro, destacando-se as cepas L. fermentum (20.4) e L. 

paracasei (4.2, 20.3, 25.4 e 39.2). Enfatizando ainda, a cepa de L. paracasei 25.4 

que demonstrou capacidade inibitória de estreptococos do grupo mutans presentes 

na cavidade bucal dos animais no estudo in vivo. Essas cepas isoladas apresentam 

potencial para serem usadas como probióticos na cavidade bucal, no controle da 

cárie dentária, porque possuem atividade inibitória sobre S. mutans e diminuem a 

formação de biofilme por esse micro-organismo cariogênico.  
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Diante dos resultados apresentados, concluiu-se que: 

 

a) tanto no teste da atividade antibacteriana em crescimento planctônico 

quanto nos testes de biofilmes formados em discos de hidroxiapatita, a 

maioria das cepas clínicas de Lactobacillus spp. foi capaz de reduzir o 

número de S. mutans;  

b) a redução de S. mutans observada foi maior quando esses micro-

organismos interagiram diretamente com as células de Lactobacillus 

spp. do que quando interagiram com os filtrados da cultura de 

Lactobacillus spp.; 

c) o aumento do pH (ajuste para 6,5) levou a uma diminuição da atividade 

inibitória de Lactobacillus spp. sobre S. mutans, sugerindo uma 

possível ação do ambiente ácido na atividade de metabólitos 

secretados por Lactobacillus; 

d) as cinco cepas de Lactobacillus estudadas em biofilme (L. fermentum 

20.4 e L. paracasei 4.2, 20.3, 25.4 e 39.2) tiveram atividade inibitória 

maior quando inoculadas após a formação inicial do biofilme por S. 

mutans; 

e) a cepa de Lactobacillus paracasei 25.4 foi capaz de diminuir a 

colonização de estreptococos do grupo mutans na cavidade bucal dos 

animais e não apresentou efeitos cariogênicos; 

f) L. fermentum 20.4 e L. paracasei 4.2, 20.3, 25.4 e 39.2 apresentam 

potencial para serem usadas como probióticos na cavidade bucal, 

porque possuem atividade inibitória sobre S. mutans e diminuem a 

formação de biofilme por esse micro-organismo cariogênico.  
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ANEXO A – Parecer Consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa com 
Humanos 
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ANEXO B –  Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa com Animais 

 

 


