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Resumo

Objetivo: avaliar a atividade antimicrobiana in vitro da
planta Stevia rebaudiana Bertoni e de adogantes nao
caléricos sobre o crescimento de Streptococcus mutans
e Lactobacillus casei, micro-organismos cariogénicos
presentes na cavidade bucal. Materiais e método: o
estudo foi realizado utilizando as cepas padroes de S.
mutans (UA159) e L. casei (ATCC7469). Foram avalia-
dos diferentes compostos ndo caléricos substitutos da
sacarose nas concentracdes de 1%, 5% e 10%: eritritol
(ER), Fit Sucralose® (SU), Stevita® (ST), solugdo de Ste-
via rebaudiana Bertoni (SSr) e, como controle positivo,
digluconato de clorexidina (DC). A analise do efeito ini-
bitério desses compostos no crescimento das bactérias
foi feita por meio da técnica de difusdo em agar. Re-
sultado: observou-se que existe um efeito inibitério de
crescimento de ambos os micro-organismos por parte
da SSr e do ER, enquanto os demais adogantes testados
nao tiveram efeito inibitério sobre esses micro-organis-
mos. Conclusao: os resultados demonstram que SSR e
ER apresentam efeito inibidor no crescimento das cepas
testadas de S. mutans e L. casei.

Palavras-chave: Adogante natural. Carie dentaria. Lac-
tobacillus casei. Stevia. Streptococcus mutans.

Introducao

A carie dental caracteriza-se por ser uma doenca
cronica, que decorre de um processo dindmico que
acontece nos dep6ésitos bacterianos aderidos as su-
perficies dentdrias. A partir de trocas i6nicas entre
biofilme aderido e superficies dentarias, ocorrem per-
das minerais que podem variar entre condicdes leves,
lesGes em estdgio subclinico e estagios avangados, po-
dendo resultar na destruic¢do coronédria total.

Existem bactérias que tém sido associadas com
a etiologia da doenca cdrie. O Streptococcus mutans,
na presenca de sacarose, é capaz de produzir um po-
limero extracelular insolivel (glucano) que aumenta
o potencial cariogénico do biofilme dental. O Lacto-
bacillus casei foi inicialmente considerado um dos
principais causadores da doenca cérie, porém, verifi-
cou-se que ele estava mais associado com a perpetu-
acdo da doenca, atuando como invasor secundario’.

A procura por adocantes néo caléricos aumenta
a cada dia em fungdo de maior preocupag¢io mundial
com a saude, uma vez que a alta ingestao de sacarose
representa um risco para desenvolvimento de cdrie
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dental, obesidade e diabetes. Em relacéo a cérie den-
tal, a sacarose desempenha um papel extremamente
importante no estabelecimento da doenga, pois per-
mite vantagens ecoldgicas a certas espécies bacteria-
nas do biofilme, tornando-o mais cariogénico®2.

Diversos adogantes ja foram aprovados ou con-
siderados seguros pela Food and Drug Adminis-
tration (FDA), como a sucralose e o eritritol. Esses
adocantes sdo considerados ndo cariogénicos quan-
do utilizados em sua forma isolada*®. No entanto,
muitos adogantes seguros para os dentes, quando
associados a outras substincias, como a lactose, po-
dem se tornar cariogénicos®®.

A sucralose é uma substincia nio nutritiva,
com poder adogante 600 vezes maior que a sacaro-
se, inerte metabolicamente em muitas cepas orais e
mal absorvida no trato gastrointestinal, no entanto,
é considerada segura para os dentes e para o consu-
mo humano. Além desse substituto, outros frequen-
temente utilizados séo o eritritol, o xilitol e o sorbi-
tol. O eritritol é considerado um novo poliol (alcool
de agdcar), produzido por fermenta¢do em um pro-
cesso natural®. Esse produto tem como principais
caracteristicas: alta estabilidade em ambientes 4aci-
dos, alcalinos e quentes; dogura préxima a sacarose;
reducdo calérica, se comparado a sacarose; e, prin-
cipalmente, ndo apresenta potencial cariogénico,
mostrando exercer um efeito benéfico para a saude
bucal®. O xilitol e o sorbitol sdo comumente usados
como substitutos do agicar, sendo referéncias como
potenciais agentes preventivos da carie®.

Existem relatos de que tanto a sucralose quan-
to o eritritol apresentam efeitos antimicrobianos. A
sucralose mostrou ter efeito antibacteriano contra
o periodontopatégeno Aggregatibacter actinomyce-
temcomitans®. Foram observados efeitos anticario-
génicos consistentes do eritritol em estudos tanto
em animais quanto em humanos!®. Mikinen et al.?
(2005) conduziram testes in vitro com varias cepas
de S. mutans utilizando 0,6 M de eritritol, sorbitol,
xilitol ou meio néo tratado, incubados com o micro-
-organismo por até 5 horas. O eritritol inibiu o cres-
cimento de forma mais eficaz em comparag¢do com
os outros polidis.

Pesquisas que procuraram alternativas a saca-
rose resultaram no desenvolvimento de edulcoran-
tes sintéticos. No entanto, além de seus beneficios,
estudos em animais provaram que os edulcorantes
artificiais causam ganho de peso, tumores cere-
brais, cAncer e muitos outros riscos para a saude!'.
Por isso, novas pesquisas sdo importantes para
identificar alimentos naturais e componentes que
protejam a cavidade bucal e tragam beneficios para
a saude geral do ser humano.

Os adogantes naturais a base de esteviosideo
apresentam um valor energético de 0 Kcal/g, ja que
a maior parte do adocante ingerido é utilizada por
enterobactérias, enquanto que o restante é excreta-
do nas fezes. Além dessa propriedade néo calérica,
héa estudos que comprovam que os adog¢antes a base
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de esteviosideo néo sdo cariogénicos'*?. Gamboa e
Chaves!? (2012) avaliaram a atividade antibacte-
riana de extratos de folhas de S. rebaudiana con-
tra bactérias cariogénicas. Antes disso, Blauth de
Slavutzky!* (2010) realizou um estudo in vivo com-
parando reducéo de placa dental com bochechos de
sacarose e S. rebaudiana. Foi demonstrado que S.
rebaudiana, apés o enxigue, reduziu a placa dental,
medida pelo indice de Silness-Loe, entre 57% e 82%,
quando comparada com a solugéo de sacarose'“.

Outro estudo avaliou o efeito cariogénico de
edulcorantes comerciais comparados com a sacaro-
se e a Stevia, utilizando esmalte dental bovino ino-
culado com cepas padrdes de Streptococcus mutans.
Observou-se que as amostras contendo Stevia apre-
sentaram menor desenvolvimento de células via-
veis, quando comparadas as placas com sacarose.
O estudo encontrou indicios de que a Stevia possui
efeito bactericida e que pode alterar de forma nega-
tiva o metabolismo bacteriano?®.

Com o potencial destrutivo da doenca carie, tor-
na-se importante pesquisar meios que auxiliem a
prevenir a formacéo de depésitos bacterianos e que
tornem o biofilme menos virulento. Atualmente, a
clorexidina é o padrao-ouro em controle do biofilme
dental. No entanto, seu uso é restrito, uma vez que
é um composto quimico que pode apresentar diver-
sos efeitos adversos, como alteracdo de paladar e
manchamento extrinseco das superficies oraisé.

Devido aos efeitos deletérios decorrentes do uso
da clorexidina, outros compostos tém sido melhor
aceitos pela populacido. Dentre esses produtos, des-
tacam-se os produtos naturais, como a Stevia.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a
atividade antimicrobiana in vitro de solucdo de Ste-
via rebaudiana Bertoni e de solucdo dos adogantes
eritritol, Stevita® e Fit Sucralose® sobre Strepto-
coccus mutans e Lactobacillus casei. A hip6tese nula
é de que a Stevia rebaudiana Bertoni e os adogantes
testados ndo apresentam efeito antimicrobiano so-
bre S. mutans nem sobre L. casel.

Materiais e método

Preparo das solucoes de adocantes

Para a realizacédo dos testes, foram preparadas
solugdes a partir dos seguintes adocantes: eritritol
(Lote: 1254758, Eritritol zerose STD Cargill), Ste-
vita® (Lote: 368005, ingredientes: lactose, edulco-
rante natural glicosideo de esteviol e antiumectan-
te diéxido de silicio, Steviafarma Industrial S/A) e
Fit Sucralose® (Lote: 489995, ingredientes: lactose,
edulcorante artificial sucralose, edulcorante natu-
ral glicosideo de esteviol e antiumectante diéxido de
silicio, Steviafarma Industrial S/A). Como controle
positivo, foram utilizadas solucdes de digluconato
de clorexidina nas mesmas concentragoes das solu-
¢coes em teste; para controle negativo, agua destila-
da e solugdo salina.
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As solucgoes de adogantes foram preparadas com
uma concentracdo de 25% e, posteriormente, diluidas
em agua destilada para obtencdo das concentragoes
finais testadas. Para o preparo da solugdo de Stevia
rebaudiana Bertoni, as folhas secas (Lote: 00143, vali-
dade: 06/2017, Vis Vitalis®) foram maceradas, e, apds
adicdo de uma quantidade de agua destilada, realizou-
-se um protocolo de duas fervuras intercaladas, com
15 horas de descanso da solugéo™. Todas as solugdes
foram filtradas utilizando-se membrana 0,22 nM.

In6culo

Os micro-organismos utilizados foram as cepas
de Streptococcus mutans UA159 e de Lactobacillus
casei ATCC 7469, para testar a acédo dos diferentes
compostos.

As cepas de S. mutans e de L. casei foram rea-
tivadas a partir de estoques congelados em placas
contendo meio agar triptona de soja (TSA) e incuba-
das por 48 horas, a 37°C, em microaerofilia. Apés, as
colonias crescidas foram coletadas e inoculadas em
frasco contendo meio caldo triptona de soja (TSB),
suplementado com 0,5% de sacarose, e incubadas
a 37°C durante 24 horas, em microaerofilia. Uma
aliquota de 2 ml foi transferida para um novo fras-
co contendo T'SB e incubada nas mesmas condigdes.
Ap6s 24 horas, realizou-se o ajuste da densidade 6p-
tica (DO) para 5, na escala Mc Farland, em ambas
as suspensoes dos micro-organismos.

Teste difusao em agar

Foram testadas as concentracdes de 1%, 5% e
10% das solucdes de adocantes e da solucdo de Ste-
via em triplicata. Inicialmente, foi inoculado 200 uL
da suspenséio bacteriana com DO ajustada (S. mu-
tans ou L. casei) em placas de Petri contendo meio
TSA e espalhada na superficie com auxilio de pé-
rolas de vidro estéreis. Apés disposi¢do do iné6culo,
trés cilindros plasticos estéreis foram dispostos em
cada placa de maneira equidistante, e no interior
desses cilindros foram adicionados 50 puL da solugéo
correspondente, sendo uma placa para cada concen-
tracéo testada. Os cilindros foram removidos da su-
perficie do agar apés duas horas, e as placas foram
incubadas a 37°C em microaerofilia.

A medicao dos halos de inibicdo foi realizada
ap6s 48 horas de incubagio com auxilio de uma ré-
gua, de modo que os resultados foram registrados
em milimetros. As anélises foram realizadas no La-
boratoério de Bioquimica e Microbiologia Bucais da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul.

Analise estatistica

Todos os resultados obtidos foram expressos uti-
lizando o valor das medianas das repeti¢cdes em mi-
limetros e quartis. Os resultados de halo de inibicdo
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em cada uma das condigdes testadas foram indivi-
dualmente comparados para S. mutans e L. casei. Os
dados foram estatisticamente comparados entre di-
ferentes produtos/concentracoes por Kruskal-Wallis,
por teste de Student-Newman-Keuls. O nivel de sig-
nificdncia foi estabelecido como 5%, e as anadlises fo-
ram realizadas no software SigmaPlot 12.0.

Resultados

Nao foram observados halos de inibi¢édo na pre-
senca de 4gua ou de solugédo salina tanto em relacao
ao S. mutans quanto ao L. casei.

Em relacdo ao S. mutans, halos de inibi¢éo es-
tatisticamente maiores foram encontrados na pre-
senca de clorexidina em relagéo a eritritol e Stevia,
independentemente das concentragées analisadas.
Além disso, néo foi encontrada diferenca estatistica
no tamanho do halo de inibi¢do entre as concentra-
coes 1%, 5% e 10% para clorexidina, eritritol e Ste-
via. Nao foram observados halos de inibi¢do para
os produtos sucralose e Stevita em nenhuma das
concentracoes analisadas.

Em relagdo ao L. casei, halos de inibig¢do estatis-
ticamente maiores foram encontrados na presenca
de clorexidina em relacdo a Stevia, nas concentra-
coes de 1% e 5%, e em relacéo ao eritritol, em 1%.
Além disso, néo foi encontrada diferenca estatistica
no tamanho do halo de inibi¢do entre as concentra-
coes 1%, 5% e 10% para clorexidina. Nao foram ob-
servados halos de inibi¢do para os produtos Stevia
em 10% e eritritol em 5% e 10%. Ainda, nédo foram
observados halos de inibi¢do para os produtos su-
cralose e Stevita nas concentracdes analisadas.

Tabela 1 —Halos de inibicao (mediana; [1° quartil; 32 quartil]; mm)
para os micro-organismos S. mutans e L. casei em relagdo
aos produtos analisados

Micro-organismo

Produtos -

S. mutans L. casei
Stevia 1% 14,5 [14,0; 1501 b| 12,0[12,0; 13,0] bc
Stevia 5% 17,0(16,0; 17,0l b| 16,0 [12,0; 17,0] bc
Stevia 10% 18,0[17,0; 19,0] b 0,0 [0,0; 0,0] ¢
Eritritol 1% 17,5[15,0; 20,01 b| 19,0 [15,0; 19,0] bc
Eritritol 5% 15,0 [12,0; 15,0] b 0,0 [0,0; 0,0] ¢
Eritritol 10% 15,0[11,0; 19,0] b 0,0 [0,0; 0,0] ¢
Sucralose 1% 0,0 10,0; 0,0] ¢ 0,0 [0,0; 0,0] ¢
Sucralose 5% 0,0 [0,0; 0,0] ¢ 0,0 [0,0; 0,0] ¢
Sucralose 10% 0,0 [0,0; 0,0] ¢ 0,0 [0,0; 0,0] ¢
Stevita 1% 0,0 [0,0; 0,0] ¢ 0,0 [0,0; 0,0] ¢
Stevita 5% 0,0 [0,0;0,0] ¢ 0,0 [0,0; 0,0] ¢
Stevita 10% 0,0 [0,0;0,0] ¢ 0,0 [0,0; 0,0] ¢

Clorexidina 1%
Clorexidina 5%
Clorexidina 10%

30,0 [28,0; 32,0] a
31,0 [28,0; 33,0] a
30,0[29,0; 30,0] a

27,0 [26,0; 30,0] a
29,0 [29,0; 30,0] a
26,0 [25,0; 27,0] a

Nota: medianas seguidas por letras distintas diferem estatisticamente den-
tro de cada micro-organismo pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do
teste de Student-Newman-Keuls (p<0,05).

Fonte: elaboragéo dos autores.
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Stevia 10%

Clorexidina 10%

Figura 1 — Halos de inibicdo formados pela solugdo de Stevia rebau-
diana Bertoni na concentragao de 10% com a cepa S. mu-
tans UAT59 (A) — Halos de inibicdo formados pela solugao
de clorexidina na concentragdo de 10% com a cepa S.
mutans UA159 (B)

Fonte: elaboragao dos autores.

Discussao

O estudo teve como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro de solugdo da planta Stevia
rebaudiaga Bertoni e dos adogantes néo caldricosg
eritritol, Stevita® e Fit Sucralose®.

Os resultados encontrados mostram que a solu-
céo da planta Stevia rebaudiana Bertoni apresenta
inibicdo sobre o crescimento bacteriano dos micro-
-organismos Streptococcus mutans e Lactobacillus
casei, o que coincide com resultados encontrados na
literatura, como em estudo realizado com adog¢antes
xilitol, sorbitol e esteviosideo, em que se constatou
que nao houve crescimento de S. mutans em meios
contendo esses adocantes!’. Outro estudo demons-
trou que o esteviosideo nao é metabolizado pelo S.
mutans como fonte de carbono, bem como néo per-
mite a formacgdo de acidos e sintese de polissacari-
deos extracelulares!®. Em outro estudo, os adogan-
tes esteviosideo, aspartame, xilitol e sacarina nio
foram metabolizados por micro-organismos, em es-
pecial por S. mutans. Ja o extrato da folha de Stevia
rebaudiana foi um potente inibidor da sintese de
polissacarideo insolivel, o qual desempenha impor-
tante papel na formacéo do biofilme dental'®2°,

Em relacéo ao eritritol, os resultados encontra-
dos coincidem com o que vem sendo demonstrado
em relacdo ao potencial dessa substdncia como ini-
bidora do crescimento microbiano, como o avaliado
em estudo in vivo que constatou redugéo nos niveis
de S. mutans na placa e na saliva de individuos que
foram expostos aos polidis eritritol e xilitol®?'. Outro
estudo mostrou que o eritritol diminuiu a abundan-
cia de Porphyromonas gingivalis e Streptococcus
gordonii, quando cultivados conjuntamente?.

Um potencial efeito antimicrobiano e, conse-
quentemente, anticariogénico tem sido descrito
para a sucralose!®?3, Estudo in situ demonstrou me-
nor desmineralizacdo do esmalte por ado¢antes co-
merciais que continham Stevia, sucralose, sacarina
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e aspartame, quando foram comparados a desmine-
ralizacdo obtida com exposi¢do a sacarose. Contudo,
a falta de resultados inibitérios sobre o crescimento
bacteriano no uso dos adogantes Fit Sucralose® e
Stevita® no presente estudo demonstra a interfe-
réncia causada pela combinacéo de diferentes subs-
tdncias na composicdo dos adogantes, o que faz com
que ndo haja mais um controle da concentracéo de
sucralose e Stevia que estd sendo aplicada sobre as
bactérias, uma vez que ambos adogcantes apresen-
tam como ingrediente em maior quantidade a lacto-
se®. Estudos demonstram que adog¢antes como a su-
cralose ndo sdo cariogénicos por si s6, mas, quando
em associa¢do com ingredientes que conferem volu-
me, como a lactose, esses adocantes podem néo ser
mais seguros para os dentes. Isso porque a lactose é
um carboidrato fermentavel pelas bactérias orais e
que ocasiona quedas de pH criticas principalmente
para a dentina®s.

O uso de um controle positivo de digluconato de
clorexidina nas mesmas concentragdes que as de-
mais substéncias testadas (1%, 5% e 10%) é impor-
tante, uma vez que essa substéincia é considerada o
padréo-ouro no controle quimico do biofilme dental,
sendo esperado um efeito inibitério do crescimento
bacteriano, e essa substdncia corriqueiramente é
utilizada como controle em estudos in vitro??2,

A substituic¢éo parcial de agicar refinado da die-
ta é uma importante ferramenta na prevencido da
carie dentaria. A capacidade desses adocantes de
ndo serem metabolizados por bactérias relaciona-
das com a etiologia da céarie e o potencial inibitério
do crescimento bacteriano fazem dos substitutos
do acucar estratégicos para a promocgdo da sadde.
Outros estudos, in situ e in vivo, serdo delineados
para avaliar a ag¢do das solucdes de Stevia e de eri-
tritol sobre a arquitetura e a composi¢ao do biofilme
dentério, ja que, quando se busca um produto que
interfira na formacéo do biofilme, néo se restringe o
pensamento apenas a carie dental, pois, como o bio-
filme dentario se torna menos virulento e mais facil
de ser controlado, tem-se um efeito benéfico sobre a
sadde bucal como um todo.

Conclusao

Os resultados demonstram que as solugdes de
Stevia rebaudiana Bertoni e eritritol apresentam
um efeito inibidor no crescimento de Streptococcus
mutans e Lactobacillus casei, evidenciando um po-
tencial emprego dessas substéancias para modificar
a cariogenicidade do biofilme. Estudos adicionais
s@o necessarios para melhor identificar o mecanis-
mo responsavel pela inibi¢édo do crescimento desses
micro-organismos e também para avaliar a efetivi-
dade dessas solugoes quando utilizadas in vivo.
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Abstract

Obijective: The study evaluated the in vitro antimicro-
bial activity of the Stevia rebaudiana Bertoni plant and
non-caloric sweeteners on the growth of Streptococcus
mutans and Lactobacillus casei, which are cariogenic
microorganisms present in the oral cavity. Materials and
method: The study was conducted using the standard
strains of S. mutans (UA159) and L. casei (ATCC7469).
Different non-caloric compounds were evaluated at
concentrations of 1%, 5%, and 10%: erythritol (ER),
Fit Sucralose™ (SU), Stevita™ (ST), Stevia rebaudiana
Bertoni solution (SSr), and chlorhexidine digluconate
(CD) as positive control. The inhibitory effect of these
compounds on the growth of bacteria were analyzed by
the agar diffusion technique. Result: There was a growth
inhibition effect for both microorganisms by SSr and ER,
whereas the other sweeteners tested had no inhibitory
effect on the microorganisms. Conclusion: The results
showed that SSr and ER present an inhibitory effect on
the growth the strains tested of S. mutans and L. casei.

Keywords: Natural sweetener. Dental caries. Lactoba-
cillus casei. Stevia. Streptococcus mutans.
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