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MORAIS, Vinicius Cavalcante. Avaliacdo da formacdo de biofilme em materiais
ortodonticos, 2020. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em Biotecnologia) —
Centro de Biotecnologia, Universidade Federal da Paraiba, 2020

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo verificar a atividade de quatro adogantes comerciais sobre a
formacéo de biofilme de Streptocccus mutans UA159 sobre a superficie de dentes artificiais
compostos de resina acrilica. Inicialmente foram determinadas as concentrag@es inibitoria e
bactericida minimas do aspartame, stevia, sucralose e xilitol em concentracdes equivalentes a
quatro sachés dos produtos (3,2 g/160 mL ou 0,02 g/mL). O ensaio in vitro de adesdo da bactéria
foi realizado em placas de microdiluicdo. Os dentes foram imersos em saliva artificial por 48h
a 37°C. Apds, o biofilme formado foi quantificado, em triplicata, pela técnica do cristal violeta.
O controle do teste utilizou sacarose 10% e lactose, principal adjuvante da composi¢cdo dos
adogantes. A absorbancia determinada a A = 590 nm foi utilizada para calcular e classificar o
percentual de adesdo de S. mutans UA159. Nao foi observada concentracGes bactericidas e
bacteriostéaticas, entretanto a presenca do adogante promoveu a reducdo da adesdo bacteriana
guando comparada ao controle. As densidades Opticas variaram entre 0,498 e 0,681. O maior e
menor percentuais de adesdo foi observado, respectivamente, na presenca do aspartame e do
xilitol. No entanto, em todas as condi¢6es avaliadas havia células metabolicamente ativas com
capacidade de adeséo, sugestivo de maior potencial de desenvolvimento do biofilme e risco de
infeccdes.

Palavras-chave: Microbiota oral. Biofilme. Prétese dentéria.
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MORAIS, Vinicius Cavalcante. Assessment of biofilm formation in orthodontic materials,
2020. Course Completion Work (Biotechnology) — Centro de Biotecnologia, Universidade
Federal da Paraiba, 2020.

ABSTRACT

This work aimed to verify the activity of four commercial sweetners in the adhesion of
Streptocccus mutans UA159 on a surface of artificial teeth composed of acrylic resin. Initially,
it was determined the minimal inhibition concentration and minimal bactericide concentration
of aspartame, stevia, sucralose and xylitol. Concentrations used were equivalent to four sachets
(3.29/160 mL or 0.02 g/mL). The in vitro adherence test was carried out in microdilution plates.
The teeth were immersed in artificial saliva for 48 hours at 37°C. Afterwards, the biofilm
formed was quantified, in triplicate, using the violet crystal test. Sucrose 10% and lactose were
used as control. Lactose was the main additive in all sweetner’s composition. Absorbance at
A=590 nm was used to calculate and classify the percentage of adhesion of S. mutans UA159.
No bactericidal and bacteriostatic activity were observed among the sweetners, however, the
presence of them promoted a reduction of the bacterial adhesion when it was compared to the
control. Optical densities varied between 0.498 and 0.681. The highest and lowest percentage
of adherence was observed, respectively, in the presence of aspartame and xylitol. However, in
all conditions evaluated, there were adherent cells, suggesting greater potential for biofilm
development and risk of infections.

Key-words: Oral microbiota oral. Biofilm. Dental prosthesis.
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1 INTRODUCAO

A mais recente definicdo para carie € um consenso entre 0s principais
pesquisadores da &rea da odontologia os quais caracterizam e especificam melhor a
doenga como uma condi¢cdo dental “mediada por biofilme, modulada pela dieta,
multifatorial, ndo comunicavel [...], dindmica que resulta na perda de minerais de tecidos
dentais sdlidos. E determinada por fatores bioldgicos, comportamentais, psicossociais e
ambientais. Como consequéncia desse processo, a lesdo da carie se desenvolve”
(MACHIULSKIENE et al., 2020). Este conceito € mais abrangente do que o cunhado no
anos 1940, num dos primeiros congressos mundiais sobre o tema, quando se acreditava
que a carie era uma doenca dental primariamente de origem bacteriana, caracterizada
principalmente pelo potencial de destruicdo dos dentes (ORLAND et al., 1954).
Atualmente sabe-se que o desenvolvimento da carie ocorre devido a formacao de biofilme
na superficie dental (placa dentaria), mantido nutricionalmente pelos restos da
alimentacdo que permanecem na boca, pelo fluxo salivar e pelo fluido do sulco gengival
(AXELSSON; NYSTROM; LINDHE, 2004).

A maturacdo do biofilme dentario inicia o0 processo cariogénico em que o
metabolismo fermentador das bactérias presentes favorece a reducdo do pH, por
conseguinte, elimina muitas das bactérias da microbiota oral estimulando o crescimento
de bactérias cariogénicas e promovendo a desmineralizacdo dentéria, que quando nao
tratada evolui para cavitagio do dente (KARPINSKI; SZKARADKIEWICZ, 2013).

Os principais fatores de desenvolvimento da carie sdo a microbiota oral, a
presenca de carboidratos fermentaveis na dieta e a predisposicdo genética. Nas duas
ultimas décadas do século XX os paises desenvolvidos registraram quedas nos indices de
carie ainda que agUcares fermentaveis estejam muito presentes na dieta. Isto pode ter
ocorrido principalmente em razdo da disciplina na higiene bucal, aliada as regulares ao
dentista, bem como também ao fato do fldor ter sido introduzido na agua e em produtos
dentais como um fator de prevencdo (KANDELMAN, 1997).

A substituicdo de adocantes fermentaveis por ndo fermentéaveis na dieta, nos
cremes dentais e gomas de mascar também podem estar associados a redugdo dos indices
de cérie. Estes compostos tém como principais beneficios a seguranca para portadores de
diabetes, bem como para a saude dental (IMFELD, 1993).

As diversas espécies bacterianas que ocorrem na placa dentaria apresentam

algumas caracteristicas em comum, por exemplo, serem acidéfilas e rapidamente
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transformarem acucares em acidos organicos, tais como acido latico. As espécies mais
prevalentes nas placas sdo membros dos géneros Streptococcus e Lactobacillus. Este
altimo, mais presente em estagios mais avancados da carie a partir da dentina. Ja
Streptococcus sp. em especial a Streptococcus mutans € reconhecido como um dos
principais fatores de iniciacdo da cérie devido a producdo elevada de &cidos organicos de
cadeia curta, bem como a producdo de polissacarideos extracelulares insollveis que
fortalecem a aderéncia e a metabolismo de certos agucares, tais como glicose, frutose,
sacarose, lactose entre outros (KARPINSKI; SZKARADKIEWICZ, 2013).

S. mutans foi descrita por Clarke em 1924 como é uma bactéria Gram-positiva,
facultativa, com temperatura de crescimento Otimo de 37°C, ndo crescendo em
temperaturas inferiores a 22°C. O pH ideal de crescimento ocorre na faixa proxima de 7,
ndo apresentando crescimento em valores de pH inferiores a 5,6 (CLARKE, 1924).

Estudos in vitro demonstram que a S. mutans pode se fixar em superficies de
dentes artificiais, no entanto a superficie de dentes naturais ainda apresenta uma maior
facilidade de fixacdo da espécie (HAHNEL et al., 2008). Entretanto, cabe ressaltar que a
presenca de biofilmes em proteses totais, superior ou inferior, representam risco para a
salde, uma vez que infeccBes sistémicas importantes podem ter origem na boca(CURTIS;
ZENOBIA; DARVEAU, 2011).

No Brasil a necessidade de qualquer tipo de prétese dentaria varia de acordo com
as faixas etarias de modo que: 15-19 anos 86,3% nado necessita, 35-44 anos 31,2% nao
necessita e 65-74 anos 7,3% n&o necessita (MINISTERIO DA SAUDE, 2012) Dentre 0s
que precisam de protese dentaria removivel nem todos conhecem as devidas instrugdes
de higiene, cerca de 60% destes possuem o habito de dormir com a prétese (LUCENA et
al., 2016).

A reducdo de acgucares na dieta de pessoas que fazem uso de proteses dentarias
também pode contribuir para a saude bucal, ndo no contexto da redugéo da carie, mas sim
da prevencdo da placa, a qual pode ser envolver em condigdes que possam evoluir para
infeccbes importantes. Os adogantes parecem servir como uma boa estratégia de
profilaxia. Embora boa parcela da populagdo apresentar certa resisténcia ao uso de alguns
adogantes sintéticos em razdo de algumas informac6es contraditdrias ao respeito destes,
€ possivel embasar o uso em funcdo da seguranca (CHATTOPADHYAY;
RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2014).

Assim, este trabalho visou avaliar a formacéo de placa bacteriana na superficie de

dentes de PPMA na presenca dos adogantes mais comuns em domicilios brasileiros.
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2 OBJETIVOS

Avaliar a acdo de quatro adocantes comerciais sobre a formacao de biofilmes de

S. mutans UA159 na superficie de dentes empregados em proteses dentéarias.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

«+ Listar a composicdo dos adocantes comerciais;

¢+ Determinar a Concentracédo Inibitéria Minima dos adogantes comerciais;

+ Identificar a Concentracdo Bactericida Minima dos adogantes comerciais.

¢+ Calcular o percentual de adesdo da linhagem teste sobre a superficie do dente

artificial.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAL DE PESQUISA
Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Microbiologia Ambiental

(LAMA) e no Laboratério de Biotecnologia de Microrganismos, do Centro de
Biotecnologia da UFPB.

3.2 LINHAGEM TESTE
Foi utilizada a linhagem Streptococcus mutans UA159, gentilmente cedida pelo

Prof. Ricardo Dias de Castro (Departamento de Clinica e Odontologia
Social/CCS/UFPB). A linhagem era mantida em agar nutriente suplementado com 10%

de sacarose a 4°C com repiques a cada ensaio realizado.

3.3 ADOCANTES
Foram avaliados quatro tipos de adocgantes dietéticos na forma comercialmente

vendida, adquiridas em um supermercado de grande circulacdo de clientes na cidade de
Jodo Pessoa. As informacdes técnicas mais importantes, disponiveis nos rétulos estao

apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1 — Adogantes empregados neste estudo: composic¢ao e recomendacao de uso

Modo de preparo

Adocante | Marca (fabricante) Composicao
(por 160 mL)*

Lactose, aspartame e
Aspartame | Zero cal® (Cosmed) o o 1 envelope (0,8 g)
dioxido de silicio

) ) Lactose, esteviol e
Stevia Finn® (Cosmed) o o 1 envelope (0,8 g)
dioxido de silicio

) Lactose, sucralose e
Sucralose | Finn® (Cosmed) o o 1 envelope (0,8 g)
dioxido de silicio
Xilitol Linea® (EIC) Xilitol 6,6 ¢

* volume equivalente a um copo de suco
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3.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E DA
CONCENTRAGCAO BACTERICIDA MINIMA (CBM)
Inicialmente foram preparadas solugdes concentradas dos adocantes. De forma

breve, o conteudo dos envelopes foi diluido em 160 mL de agua destilada de modo a
preparar uma solucdo quatro vezes mais concentrada (20mg/ml para aspartame, stevia e
sucralose e 165mg/ml para xilitol) & indicada para consumo (5mg/ml para aspartame,
stevia e sucralose e 41,25mg/ml para xilitol). O pH das solucbes foi determinado
empregando potenciémetro portatil (Quimis, Q400AS).

A CIM dos adogantes para a S. mutans UA 159 foi determinada pela técnica de
microdiluicdo (HADACEK; GREGER, 2000). Em placas de microdiluicdo de 96 pocos
com fundo em “U”, os pogos foram preenchidos com 100 pL de caldo Miieller-Hinton
(MH) adicionado com sacarose 10%. Em seguida, 100 pL da solucéo concentrada de cada
adocante foi transferida aos pogos na razao 1:2 e por fim, 10uL da suspensao bacteriana
de S. mutans UA 159. Esta suspensdo foi preparada em solucdo de NaCl 0,9%,
padronizando-se a turbidez equivalente ao tubo n° 1 da escala de MacFarland (=3x108
UFC/mL). As placas foram incubadas por 24h a 37£1°C em jarra de anaerobiose (marca,
modelo) em atmosfera pobre em oxigénio. Apds o periodo incubacdo, foram conhecidas
as: CIM, definida como a menor concentragdo em que ndo foi observada turbidez por
inspecdo visual (PFALLER; MESSER; COFFMANN, 1995) e a CBM, concentragao cujo
volume do po¢o modificou a coloracdo da solucdo de resazurina 1% de azul para rosa ou
incolor em até 2h a temperatura ambiente (ELSHIKH et al., 2016).

O ensaio foi realizado em triplicata. O controle considerou a esterilidade do caldo
MH modificado, das solugdes dos adogantes e da viabilidade da linhagem teste.

3.5 ENSAIO IN VITRO DA FORMACAO DE BIOFILME
O ensaio seguiu, com adaptacdes, a metodologia do cristal violeta descrita e

avaliada por Peeters; Nelis; Coenye (2008). Em placas para cultura de células com 24
pogos, cada pogo foi preenchido com 1200 pL. de uma mistura de 300 pL da solugéo do
adocante 20mg/ml para aspartame, stevia e sucralose e 165mg/ml para xilitol na
CIM/CBM determinada e 900 pL da saliva artificial, com a seguinte composi¢do (em
mg/L): NaCl - 0,125; KCI - 0,964; KH2PO4 - 0,655; Ureia - 0,2; Na2SOs - 0,763; NH4Cl
- 0,178; NaHCOs3 - 0,631, pH = 6,9 (PIETRZYNSKA; VOELKEL, 2017). Um dente
incisivo a base de resina acrilica de PPMA, cor 66, modelo TXL (VIPI Ltda, Pirassunga-

SP, Brasil), medindo 10 mm de largura, foi imerso por poco em condic¢des assépticas. Em
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seguida foram transferidos 10 uL. de uma solucgéo de extrato de levedura 0,1% e 10 uL da
suspensdo de S. mutans UA 159. O sistema foi incubado por 48h a 37+1°C em jarra de
anaerobiose sob atmosfera pobre em oxigénio.

Ao final de 48h de incubacdo, o dente foi assepticamente retirado do po¢o, em
seguida tratado vigorosamente com agua corrente, no intuito de remover resquicios de
formas planctonicas e colocado em um tubo de microdiluicdo esterilizado com
capacidade para 2,0 mL, preenchido com 1,5ml de cristal violeta 1% (newprov, pinhais
PR). Apds um repouso de 20 min a temperatura ambiente, o conteudo foi removido e o
excesso de corante no dente, rinsado vigorosamente com agua corrente. Em seguida o
dente foi colocado para secar a temperara ambiente e ap6s seco, transferiu-se o dente para
um novo tubo esterilizado, adicionando-se 1,5ml de etanol absoluto (Control Lab Ltda,
S&o José dos Pinhais). Apds 15 min a solugdo cristal violeta-etanol foi lida a 590 nm
(NewProv, Pinhais). O controle do teste foi realizado em solucdo de sacarose 10% e em
lactose nas mesmas concentrac@es dos demais adocantes. A lactose foi empregada por ser
0 principal adjuvante na composi¢cdo dos adogantes comerciais. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

3.6 DETERMINACAO DO PERCENTUAL DE ADESAO E CRITERIO DE
INTERPRETACAO
O percentual de adesdo foi calculado pela diferenca entre as médias da medida

(triplicata) das densidades dpticas do teste com o adogante e do controle em solugdo de
sacarose 10%, divido pela média da densidade Optica (ODsgo) obtida no controle e
multiplicando por 100. O valor encontrado classificou a adesdo da linhagem S. mutans
UA 159 como fraca (< 40%), moderada (40-80%) ou forte (> 80%) (RODRIGUES et al.,
2010).

O valor considerado para denotar a presenca de células aderentes foi da leitura da
média da ODsgo do meio sem indculo > 0,147. Assumiu-se que trés vezes acima indica a
presenca de células metabolicamente viaveis e com capacidade aderente (PAGANO et

al., 2004). Neste estudo a média da densidade do meio ndo inoculado foi de 0,049.

3.7 TRATAMENTO ESTATISTICO
Os resultados foram expressos como a media, mais 0 menos o desvio padrdo, das

réplicas de cada ensaio.
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4 RESULTADOS

N&o foi observada atividade antimicrobiana, bactericida ou bacteriostatica das
quatro marcas de adogantes testadas sobre a linhagem S. mutans UA159. Isto permitiu
que o ensaio in vitro da formacdo do biofilme pudesse ser realizado com a concentracéo

equivalente a 4 sachés do produto.

Figura 1 — Aspectos de S. mutans UA159 desenvolvida em tubos contendo caldo
nutriente suplementado com 5 e 10% de sacarose (esquerda) e resultado do teste de

atividade antimicrobiana dos conservantes (direita)

Crédito da imagem: autor

O pH das solucdes estava acido, variando de aproximadamente 4 a 6,5 (Tabela 1).

Tabela 1 — pH das solucGes dos adogantes

Solugbes Aspartame Stevia Sucralose  Xilitol Lactose* Sacarose**
pH 4,43 6,38 6,44 6,47 5,15 6,28

* adjuvante das formulacGes de adogante
** controle do teste
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Houve formacéo de biofilme de S. mutans UA159, especialmente na presenca de
aspartame e stevia. Em todos os casos, a densidade Optica ultrapassou o limite para
considerar a presenca de células com capacidade aderente, no entanto, em todos as
condicdes testadas a adesdo foi considerada fraca. Em complemento, comparados ao
controle, houve menos formacéao de biofilme na superficie do dente. A Figura 2 ilustra os

dentes deixados para secagem e a Tabela 2 sumariza o0 ensaio da formacéo de biofilme.

Figura 2 — Aspecto dos dentes durante o ensaio do cristal violeta
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Credito da irhagem: autor

Tabela 2 — Formacao de biofilme de S. mutans UA159 apds incubacéo de 48h*

Densidade Optica Adesao

Adocantes
(590 nm) cellular**

Aspartame 0,681+0,241 -8,2
Stevia 0,662+0,132 -10,8
Sucralose 0,581+0,081 —21,7
Xilitol 0,498+0,004 -32,9
Lactato (adjuvante da formulagéo) 0,390+0,251
Sacarose (controle) 0,742+0,185

*ODsgonm > 0,147 indica a presenca de células com capacidade aderente
** Qs sinais (+) e (-) indicam aumento e reducédo da adesao, em relacdo ao controle com sacarose
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5 DISCUSSAO

Os biofilmes sdo comunidades sésseis microbianas organizadas em uma complexa
associacao envolvida por uma matriz polimérica adesiva ou EPS. Acredita-se que a
maioria das bactérias exibam preferéncia pela vida em biofilme, no lugar da vida livre,
especialmente pela vantagem da resisténcia aos estresses fisicos, quimicos e bioldgicos,
aos quais estdo expostas (COSTERTON et al., 1999; SANTOS et al. 2018). Neste
contexto, a resisténcia microbiana estabelecida em biofilmes, aos agentes antissépticos,
detergentes e antibioticos se mostra um importante risco a saude (DE SOUZA et al.,
2014).

O pH éacido ¢ favorecido pelo metabolismo de S. mutans UA159, bem como
garante estabilidade aos adocantes (CHATTOPADHYAY; RAYCHAUDHURI;
CHAKRABORTY, 2014; CLARKE, 1924). Em complemento, o estabelecimento do
biofilme é governado pela presenca de nutrientes, foi verificada a correlacdo entre a fonte
de carbono e a quantidade de células presente no biofilme, bem como da sua arquitetura,
seja em forma de pilar, seja na forma de cogumelo (WATNICK; KOLTER, 2000).

Isto parece ter relacdo com o fato do maior crescimento celular ter sido observado
com a sacarose, enquanto que nos po¢os contendo os adocantes os resultados levam a
supor que todos eles serviram de fonte de carbono e energia, porém comparados ao
acucar, a preferéncia foi na ordem decrescente de aspartame, stevia, sucralose e xilitol.
Isto também indicou que mesmo ndo sendo fontes preferenciais de carbono, os adogantes
podem ser tolerados e metabolizados por S. mutans UA159. Ressalta-se ainda que nédo
houve atividade antimicrobiana dos adoc¢antes sobre a linhagem teste.

A formacdo de biofilmes de S. mutans na presenca de aspartame, stevia e sucralose
foi também observado por Giacaman et al. (2013). Os autores utilizaram parametros como
biomassa, pela quantificacdo de células viaveis e dos polissacarideos intracelulares (IPS),
alem do EPS e verificaram reducfes mais significativas na formacdo de biofilme,
atribuindo isto ao fato da menor quantidade de substrato assimilavel estar disponivel no
meio. O aspartame ndo apresentou grande impacto na formacéo do biofilme S. mutans,
assim como houve redugdes da formacéo do biofilme na presenca de sucralose e stevia.
Adicionalmente, o estudo verificou a auséncia de um efeito bactericida com o uso destes
adocantes, justificando isto ao fato de a biomassa final ser superior a inicial.

Embora ndo possua atividade antimicrobiana, o xilitol também foi descrito como
potencial redutor da formacdo de biofilme oral num estudo que avaliou a acdo deste

adocante juntamente com stevia (RAZAK et al., 2017). Apesar da reducdo da biomassa
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no biofilme, os autores observaram paredes mais delgadas e porosas mesmo apos 24h de
exposicdo aos dois edulcorantes. Estudos in vivo revisados por Yazdani et al. (2019)
mostram que o xilitol apresenta um efeito anticariogénico mas por um mecanismo
diferente de acdo antimicrobiana, mas sim por garantir a secrecdo de saliva, mantendo o
pH bucal estavel.

Um estudo realizado no Chile com ossos bovinos simulando dentes humanos,
verificou a formacdo de céarie na presenca de adocantes como stevia, aspartame e
sucralose (GIACAMAN et al., 2013). Tais achados podem provocar uma discussao sobre
o fato do desgaste provocado nas proteses, por meio da producdo de acidos organicos a
partir do metabolismo, num processo semelhante ao que ocorre em materiais tais como
concreto (GODINHO et al., 2019) e rochas (DOURADO; RIZZO; RIBEIRO, 2015)
denominado biodeterioragdo ou corrosdo microbiologicamente induzida.

Além da biodeterioracdo da protese, a formacdo da placa implica risco a saude.
Este trabalho alerta para o fato de que os adogantes podem favorecer o surgimento de
biofilmes de S. mutans. Baseado nesta observacdo, é de se supor que outros tantos
patdgenos orais importantes possam fazer o mesmo, abrindo novas propostas de
investigacGes. Além disso, a limpeza cuidadosa das préteses deve ser rigorosamente

cumprida, assim como estimulada pelos profissionais da area.
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6 CONCLUSAO

Nas condigGes experimentais avaliadas, os adogantes ndo apresentaram atividade
bactericida sob S. mutans UA159 e podem ter servido de fonte de carbono para
crescimento e formac&o de biofilme que comparado a sacarose, demonstrou reducéo da
comunidade séssil, mas ndo por conta de um efeito antimicrobiano. Ao considerar que 0s
experimentos foram realizados in vitro pode-se inferir que o efeito na inibicdo do
desenvolvimento de céries seja mais eficiente in vivo em razdo da existéncia de um fluxo
constante de saliva, favorecendo a regulacdo do pH, o que reduz a desmineralizagédo do

tecido dentario.
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