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Resumo

A proposta deste estudo foi avaliar os efeitos de diferentes solucdes de café na aderéncia de S. mutans a superfi-
cie de vidro. As solugdes de café foram preparadas com dgua destilada contendo fluoreto (1ppm), totalizando 5
grupos experimentais (n=20): 1) solucdo de café a 8%; 2) solugdo de café a 16%, ambos com dgua fervida e
escoada através do p6 (solucdo de café simples); 3) solucdo de café a 8%; 4) solucdo de café a 16%, ambos com
dgua fervida juntamente com o pé e depois filtrada (solug@o de café fervido) e 5) controle. Todas as diferentes
solugdes de café e controle foram colocadas em 20 tubos de ensaio contendo BHI desidratado e 10% de sacarose.
Bengalas de vidro de tamanho padronizado foram inseridas em cada um dos tubos e a seguir esterilizados. S.
mutans GS 5 (10° células/mL) foram transferidos para os tubos, permanecendo em microaerofilia (5% de CO,) a
37° por 1h30min. Apds esse periodo, as bengalas foram transferidas para tubos com tampao fosfato, agitadas e a
suspensdo diluida e semeada em placas com dgar BHI acrescido de 10% de sacarose. Apds 48h de incubagido a
37°C/ 5%CO0,, determinou-se o nimero de UFC/mL para cada grupo. Os resultados foram analisados estatistica-
mente pelo método de ANOVA (a = 5%) e teste de Tukey. Pode-se concluir que a solucdo de café simples e a
solucdo de café fervido reduziu significantemente a aderéncia de S. mutans GS 5, sendo a solug@o de café fervi-
do a 16% mais efetiva.
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INTRODUGAO

Apesar da prevaléncia da carie dentdria em cri-
ancas ter declinado na maioria dos paises ociden-
tais nos ultimos vinte anos, essa doenga continua
sendo um dos maiores problemas de saide publica
no mundo Featherstone® (2000). O processo carioso
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tem sido intensamente estudado e descrito por inu-
meros autores (HAMADA & SLADE'", 1980; LO-
ESCHEY, 1986), sendo caracterizado como uma
destruicdo localizada do tecido dentario por 4cidos,
particularmente o dcido latico, produzido através da
fermentacdo de carboidratos por microrganismos
presentes no biofilme bacteriano Marsh?® (1999).
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Os dois mais importantes grupos de bactérias
que predominantemente produzem dcido latico sdo
estreptococos do grupo mutans e lactobacilos. Es-
ses dois grupos de bactérias, atuando em conjunto
ou isoladamente, sdo os principais causadores da
céarie dentdria (FONTANA et al.'’, 1996; FEA-
THERSTONE?, 2000). Esses microrganismos sdo
os principais responsdveis pela carie de superficie
lisa, uma vez que possuem a capacidade de aderir,
colonizar, crescer, sintetizar polissacarideos extra-
celulares e produzir dcidos na superficie dos den-
tes (FUKUSHIMA et al.'!, 1981; WU-YUAN et
al.’3, 1988).

Segundo Gibbons & Nygaard' (1968), a ade-
réncia desses microrganismos na superficie do den-
te e subseqiiente formacgdo da placa ocorrem em
dois estdgios. O primeiro estdgio € a aderéncia re-
versivel da célula bacteriana a pelicula adquirida
presente na superficie do esmalte e o segundo es-
tagio € a acumulagdo de S. mutans através do seu
crescimento e producdo de glucanos extracelula-
res. A interferéncia em alguns desses mecanismos
pode prevenir a formacdo da cérie dentdria (CIAR-
DI et al.?, 1981).

A adesdo de células bacterianas a superficie dos
dentes € de fundamental importancia para o inicio
da lesdo cariosa. Glucanos extracelulares insolu-
veis sdo os principais responsdveis por essa ade-
sdo e também pela coesdo intercelular entre bacté-
rias diferentes como, por exemplo, estreptococos e
Actinomyces (NEWBRUN et al.?, 1977). A sinte-
se de glucanos extracelulares insoldveis resulta da
a¢do da enzima glicosiltransferase sobre a sacaro-
se (GIBBONS & NYGAARD', 1968; WO-
LINSKY & SOTE®, 1984; WU-YUAN et al.®,
1988). Essa enzima pode ser encontrada extrace-
lularmente na superficie da célula e intracelular-
mente (NEWBRUN et al.?, 1977).

Estudos tém demonstrado a agcdo de uma série
de produtos quimicos, agentes biolégicos e subs-
tancias naturais antiplaca e anticdrie na restricao
in vivo da formagao do biofilme e cdrie, os quais
agem principalmente sobre a formagdo dos polis-
sacarideos extracelulares (CURY*, 1981; ROSEN
et al.”, 1989; MATSUMOTO et al.?!, 1999; DU-
ARTE et al.”, 2003). O 4cido tanico, encontrado
em vdrios tipos de chd e outras bebidas como o café,
€ estudado como um importante inibidor de cres-
cimento bacteriano e da a¢do da enzima glicosil-
transferase (STRALFORS?*, 1967; PAOLINO et
al.>s, 1980; KASHKET et al.!s, 1985). E também
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capaz de formar um complexo estidvel com protei-
nas ricas em prolina presentes na saliva (HAGER-
MAN & BUTLER', 1981), as quais estdo direta-
mente envolvidas com a adsor¢do de bactérias
bucais a pelicula adquirida. Essa capacidade de unir
as proteinas pode interferir com os receptores da
superficie celular dos microrganismos envolvidos
na adesio bacteriana (OTAKE et al.*, 1991).

Elvin-Lewis et al.® (1980) observaram que o
fldor e o dcido tanico presentes em algumas varie-
dades de cha afetaram o crescimento, aderéncia e
a produgdo de polissacarideos extracelulares por
S. mutans. Experimentos em laboratério demons-
traram que extratos de cacau, chd e café inibiram a
enzima glicosiltransferase de varios estreptococos
orais, sendo que os extratos de cacau e café ndo
perderam essa habilidade mesmo apds a retirada
do 4cido tinico presente em seus extratos
(KASHKET et al.’®, 1985; KASHKET et al.'’,
1985).

Daglia et al.> (1998) em estudo realizado com
café instantaneo, obtiveram através de extragdo com
solvente orgdnico em meio 4dcido, um composto
com fortes propriedades antimicrobianas sobre bac-
térias Gram-positivas e Gram-negativas. Em 2002,
Daglia et al.® estudaram os efeitos do café nas pro-
priedades adesivas de S. mutans em corpos de pro-
va de hidroxiapatita cobertos por saliva e verifica-
ram que o café apresentou importantes efeitos
antiadesivos.

Durante o processo de torrefacdo, o café sofre
uma série de transformacodes fisicas e quimicas,
como por exemplo: escurecimento dos grios, per-
da de peso, diminui¢cdo da densidade aparente e
aumento de volume devido a liberagdo de CO, pela
pirdlise, diminuicdo de pH de 6.0 para 5.1, cara-
melizacdo, formagdo de compostos aromaticos e
formacdo de furfural que contribui para o odor ca-
racteristico do café torrado. A cafeina e o éleo pra-
ticamente ndo sao afetados (PEDRO et al.?®, 1996).

O café pertence a familia Rubiaceae, género
Coffea, sendo que as espécies cultivadas no Brasil
sdao Coffea arabica e Coffea canephora que sao
comumente denominados de “café ardbico” e “café
robusto” respectivamente. O café ardbico represen-
ta mais de 75% da comercializacdo mundial do café
(PEDRO et al.?, 1996).

Sendo o Brasil um dos maiores produtores de
café do mundo e sua populagdo alta consumidora
da bebida e, ainda, sabendo-se que a composi¢ao
quimica do café € extremamente complexa, com
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mais de cem produtos quimicos, os quais alguns
ocorrem naturalmente e outros sdo induzidos pelo
processo de torrefacdo, e que o dcido tanico (PAO-
LINO et al.”, 1980; KASHKET et al.!'®, 1985;
KASHKET et al.'”, 1985; TODA et al.’’, 1989),
cafeina e teobromina sdo componentes do café
(STRALFORS*, 1967; PAOLINO et al., 1980;
MELLO et al.??, 1992), torna-se de interesse avali-
ar os efeitos de diferentes solugdes de café sobre a
aderéncia de cepas de Streptococcus mutans a su-
perficie de vidro, uma vez que a interferéncia nes-
se mecanismo de viruléncia pode prevenir a for-
magdo da cérie dentdria (CIARDI et al.’, 1981).

MATERIAL E METODOS

Foi utilizado S. mutans GS 5, mantido em cal-
do BHI (Difco) e repicado a cada 48hs. Para a rea-
lizacdo dos testes foram utilizados graos de Coffea
arabica torrados e moidos, obtidos no comércio
local em maquinas.

As diferentes solugdes de café foram prepara-
das com dgua destilada fluoretada (1ppm), totali-
zando quatro diferentes solugdes: 1) solucdo de café
a 8%, 100mL de dgua para 8g de p6 baseado em
Camargo & Toledo!, 1998, sendo o pé colocado em
um funil com papel de filtro (Mellita) e a 4gua em
ebulicdo escoada pelo funil através do pé; 2) solu-
¢ao de café a 16% (16g de p6 para 100mL de dgua),
preparado da mesma forma que a anterior; 3) solu-
¢do de café a 8%, sendo o pé fervido juntamente
com a dgua por um periodo de 2 minutos e, apds, o
conjunto dgua/pé de café passado em funil com
papel de filtro; 4) solucdo de café a 16%, prepara-
do da mesma forma que a anterior.

Todas as diferentes solugdes de café foram co-
locadas em 20 tubos de ensaio contendo meio de
cultura desidratado (caldo BHI acrescido de 10%
de sacarose), possuindo um volume total de 9mL.
Foi utilizado um grupo controle (caldo BHI acres-
cido de 10% de sacarose e 1ppm de flior), perfa-
zendo um total de 5 grupos experimentais (Quadro
1). A seguir, bengalas de vidro de tamanho padro-
nizado (OTAKE et al.?*, 1991) foram inseridas em
cada um dos tubos, os quais foram esterilizados em
autoclave (121°C/15min).

Para a verificacdo da aderéncia bacteriana ao
vidro utilizou-se a metodologia descrita por Otake
et al.>* (1991) com modificacdes. As cepas de S.
mutans GS 5 mantidas em caldo BHI a 37°C em
microaerofilia (5% de CO,) foram lavadas em tam-
pao fosfato 0,01M (pH 7,0) e ressuspendidas no
mesmo tampdo até a obten¢do de 10° células/mL,
determinada em escala de MacFarland. A seguir,
105 células/mL foram transferidas para cada tubo
nos vinte grupos experimentais.

Depois de agitacdo e incubagdo por 90 minu-
tos a 37°C em microaerofilia (5% de CO,), as ben-
galas foram lavadas em solugdo tampao fosfato e
transferidas para tubos contendo o mesmo tampao.
Bactérias que adsorveram as bengalas foram dis-
persas utilizando-se agitador de tubos (Vortex),
diluidas dez e cem vezes e transferidas para placas
com meio de cultura dgar BHI acrescido de 10%
de sacarose. Apds 48 horas de incubagdo a 37°C
em microaerofilia, o nimero de UFC/mL foi de-
terminado e os resultados foram analisados esta-
tisticamente pelo método da Andlise de Variancia
(ANOVA) com 5% de significancia e Teste de
Tukey.

Quadro 1 -Distribuicao dos 10 grupos experimentais (n=10)

GRUPOS AGUA CONCENTRAGCAO PREPARO

1 DESTILADA 20g9/250mL SIMPLES

2 DESTILADA 409/250mL SIMPLES

8] DESTILADA 209/250mL FERVIDO

4 DESTILADA 409/250mL FERVIDO
(CONTROLE) DESTILADA |
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REesuLTADOS

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores mé-
dios de UFC/mL obtidas em cada grupo experimen-
tal. Nessa Tabela pode-se observar que os valores
de UFC/mL apresentados pelo grupo controle foi
superior aos valores de UFC/mL apresentados pe-
los grupos experimentais (Grupos 1 a 4).

Através do teste de Analise de Variancia (ANO-
VA) com nivel de significincia de 5% observou-se
diferencas estatisticamente significantes (p<0.05)
dos grupos com solugdes de café (1, 2, 3 e 4) em
relacdo ao grupo controle (Figura 1).

Os resultados mostraram-se mais significativos
para o grupo onde se utilizou a solucao de café fer-
vida com 16% de concentracdo, sendo que houve
diferenca estatisticamente significante entre essa
solucdo e as solugdes simples de café a 8%
(p=0,001) e 16% (p=0,001).

DiscussAo

Intimeros estudos foram realizados com o ob-
jetivo de se determinar a atividade antimicrobia-
na e anticariogénica de variados tipos de chd, tanto
em animais de laboratério (GERSHON-COHEN

Tabela 1 — Valores médios de UFC/mL de S. mutans obtidos apods inibicao pelo café (solucado de Coffea
arabica) preparado com diferentes quantidades e métodos

Grupos Concentracao (%) Preparo UFC/mL
1 8 Simples 65,25
2 16 Simples 59,45
3 8 Fervido 43,05
4 16 Fervido 31,05™
Controle _ _ 347,05*
* Diferenca significativa em relagdo aos demais grupos.
*#* Diferenga significativa em rela¢do ao grupo 1 e 2.
550 : :
450 |
350 ,,,,,,,,,,,,,,
i ®
E -
O 250 [ P
= 1 1
= 1 1
150 | o
50 |- L i g T Min-Max
| | i | 3 25%-75%
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FIGURA 1 - Comparacio entre os Grupos 1) solucdo de café simples a 8%; 2) solucdo de café simples a 16%; 3) solucdo de café fervido a 8%;

4) solugdo de café fervido a 16% e Controle.
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& MACLENDON', 1954; SPEIRS?, 1983;
LINKE & LEGEROS', 2003) como em criangas
(RUGG-GUNN & JENKINS?, 1978). No entan-
to, estudos sobre atividade antimicrobiana e/ou an-
ticariogénica do café sdo escassos na literatura
nacional e internacional apesar de ser considera-
da a bebida mais conhecida e apreciada em todo
o mundo (MELLO et al.??, 1992). Em nosso pafs,
além de seu cardter histdrico, o café representa
um dos produtos mais consumidos pela popula-
¢ao.

A capacidade de bebidas, normalmente consu-
midas, afetarem a biossintese de polissacarideos
extracelulares por estreptococos orais pode ser
importante na determinagao do seu potencial cari-
ogénico (KASHKET et al.'s, 1985). Na presente
pesquisa, o café diminuiu significantemente a ade-
réncia de Streptococcus mutans a superficie de vi-
dro, demonstrando com isso, potencial de ativida-
de anticariogénica.

Chen Lee et al.? (1986) verificaram que o flior
presente nos varios tipos de chd ndo € o principal
responsdvel pelo efeito anticariogénico do produ-
to, pois o chd verde com a mesma quantidade de
fldor que uma solugdo de fluoreto de sédio foi
mais eficaz na prote¢do da dentina a cdrie. Por-
tanto, outras substancias possivelmente anticari-
ogénicas fazem parte da composicdo do chd,
como: tanino, teobromina, xantina e a cafeina,
substancias essas, que também estdo presentes no
café.

Segundo Paolino et al.?* (1980), muitos extra-
tos alimentares tém demonstrado potencial antica-
riogénico in vitro e in vivo devido aos seus efeitos
bactericidas, imunolégicos, antiplaca ou na redu-
¢ao da solubilidade do esmalte. Os autores obser-
varam que o 4dcido tinico presente nesses extratos
alimentares inibiu a enzima glicosiltransferase de
cepas de S. mutans GS 5 e inibi¢do similar foi ob-
servada para cepas de S. mutans IB 1600 e 6715 e
S. sanguis HTPR3 e F904, onde foi inibida a sinte-
se de dextrano solivel e insoldvel.

Experimentos em laboratério demonstraram
que extratos de cacau, chd e café inibiram a enzi-
ma glicosiltransferase de varios estreptococos bu-
cais, sendo que os extratos de cacau e café ndo
perderam essa habilidade mesmo apés a retirada
do 4cido tanico presente em seus extratos, suge-
rindo com isso que outras substancias estdo en-
volvidas nessa inibi¢do (KASKET et al. ', 1985;
KASHKET et al.'’, 1985). Stralfors* (1967) ob-
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servou que a teobromina, cafeina e xantina na
concentragdo de 0,2% promoveram inibi¢ao de ca-
rie em 37% dos animais testados. Portanto, a di-
minui¢do da aderéncia de S. mutans GS 5 a su-
perficie de vidro, observada no presente estudo,
pode estar associada a presencga do dcido tanico,
mas principalmente a combinacdo desse compos-
to com outros componentes do café, como a teo-
bromina e cafeina, além de uma série de outros
componentes do café que ainda ndo foram estu-
dados com relagdo as suas capacidades antimicro-
bianas e anticariogénicas.

Daglia et al.® (2002) estudaram os efeitos do
café sobre as propriedades adesivas de S. mutans
em corpos de prova de hidroxiapatita cobertos por
saliva e observaram que o café apresentou impor-
tantes efeitos antiadesivos, o que estd de acordo
com os resultados observados no presente estudo.

Os grupos nos quais o p6 de café foi fervido
por 2 minutos, a aderéncia do S. mutans GS 5 foi
menor que naqueles onde o café preparado nao foi
fervido com a dgua. Do mesmo modo, 0s grupos
onde foi utilizado o dobro da concentracdo normal-
mente consumida pela populacio (CAMARGO &
TOLEDQ', 1998), apresentaram uma melhor ati-
vidade antiadesiva. Segundo Camargo & Toledo',
em 1998, nos extratos de café obtidos a partir do
p6 fervido durante 2 minutos, a quantidade de ca-
fefna extraida € 19 a 30% superior a obtida pelo
café ndo fervido. Os autores nao realizaram o mes-
mo tipo de estudo para os outros componentes pre-
sentes no café, que podem ter suas concentragdes
aumentadas, assim como a cafeina, contribuindo
com isso para os resultados verificados em nosso
estudo.

Com relacdo a autoclavagao do café ndo se tém
relatos na literatura sobre sua interferéncia nos di-
versos componentes presentes no café, entretanto,
como nesta pesquisa todos os grupos (café fervido
ou simples) foram autoclavados e apresentaram
reducdo da aderéncia de S. mutans com relacdo ao
controle, provavelmente os componentes do café
responsdveis pelas propriedades antiadesivas ndo
foram afetados pelo processo de autoclavagdo. Es-
sas propriedades antiadesivas do café podem ser
atribuidas as vdrias substincias existentes em sua
composi¢do como, por exemplo, o 4cido tdnico,
teobromina e cafeina, mas faz-se necessario novos
estudos que determinem quais componentes real-
mente apresentam capacidade de interferir na ade-
sdo de S. mutans.
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CoNcLUsAO

Com base nos resultados obtidos, pdde-se con-
cluir que:

A)A solugdo de café (Coffea arabica) simples

e fervido reduziu significantemente a aderén-

cia de S. mutans GS 5, em relacdo aos con-
troles;

B) A utilizacdo da solugdo de café fervido a 16%
foi a mais efetiva na inibi¢do da aderéncia
de S. mutans.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of different coffee solutions on adherence of S. mutans to glass
surfaces. Coffee solutions were prepared with distilled water containing fluoride (1ppm) in a total of 5 experi-
mental groups (n=20): 1) coffee solution 8%; 2) coffee solution 16%, both with boiled water and drained away
through the powder (simple coffee solution); 3) coffee solution 8%; 4) coffee solution 16%, both with water
boiled together with the powder and then filtered (boiled coffee solution); and 5) control. All the different coffee
solutions and control were distributed into 20 assay tubes containing dehydrated BHI and 10% sucrose. Glass
tubes with randomized size were put in each tube and then sterilized. S. mutans GS 5 (10° cells/ml) were trans-

ferred to the tubes and maintained in microaerophilia (5% CO,) at 37°C for 1h30min. After this period, the glass

tubes were transferred to tubes containing phosphate buffer, shaken and the suspension was diluted and plated
onto plates with BHI supplemented with 1% sucrose. After 48 of incubation at 37°C/5% CO,, the number of
CFU/mL was determined for each group. The results were analyzed statistically by ANOVA method (a=5%) and
Tukey’s test. It could be concluded that the simple coffee solution and boiled coffee solution reduced significan-
tly the adherence of S. mutans GS5, and the boiled coffee solution 16% was the most effective.

UNITERMS

Streptococcus mutans; adherence; Coffea cruda
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