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2. RESUMO

As relagbes quantitativas entre frequéncia do consumo de sacarose, carie
dental e contagem de Estreptococos do “grupo mutans” ndo estio bem
estabelecidos. Assim, foi realizado um estudo in situ utilizando-se um delineamento
experfimental do tipo cruzado (4x4) em 04 etapas de 28 dias. doze voluntarios
usando dispositivos intra-orais palatinos, contendo 04 blocos de esmalte dental
humano (3x3 mm), participaram desta pesquisa. Os voluntarios gotejaram sobre os
blocos dentais solugdo de sacarose a 20% na freqiiéncia de 0 (zero) a 8x/dia. Os
blocos dentais estavam protegidos por uma tela plastica e os voluntarios utilizaram
para sua higiene bucal dentifricio ndo fluorctado, mas a dgua consumida pelos
mesmos era fluoretada (0.70 ppm). Apds cada etapa a placa dental formada sobre os
blocos foi coletada, pesada, homogeneizada e analisada em termos de contagem de
Estreptococos do “grupo mutans” (UFC/mg) usando meio seletivo SB20. Os blocos
dentais himpos, embutidos, seccionados e polidos para a determinaciio da dureza
Kaoop (KHN) do esmalte, Foram feitas indentagdes a 10 um de superficie unlizando
microdurdmetro SHIMADZU HM 2000 ¢ carga de 25 g por 30 segundos. Os
resultados microbiologicos observados em termos de média + desvio padrido da
média de UFC/mg foram respectivamente em relacio a exposigiio a sacarose de O
(zero), 2, 4, 8x/dia: 26,72 + 13,36A; 46,72 + 30.81A; 102,44 + 53 34A e 52,18 +
21,48A, sendo que médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente a
nivel de 5%. Quanto a dureza do esmalte diferengas sigmficativas (p<0,05) com
relagfio a drea total sé foram observadas quando a exposigdo a sacarose 8x/dia,
resultado este semelthante quando se analisa a cada distAncia da superficie dental.
Conclui-se que perdas de mineral s6 foram sigmficativas quando da exposigdo a
sacarose 8x/dia, ndo havendo entretanto relagio com a contagem de Estreptococos
do “grupo mutans”

Palavras-chave: . - Sacarose
- Céries dentarias
- Placas dentarias
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3. INTRODUCAO

A carie dental ¢ um tipo especial de doenga infecciosa bacteriana cuja
expressfio clinica - perdas minerais localizadas depende do rompimento do
equilibrio dindmico entre os tecidos mineralizados e demais componentes do
ecossistema bucal.

Segundo o diagrama classico de KEYS e JORDAN® (1963) mostra, a
triade indispensavel para a atividade cariosa que consiste da microbiota (placa
dental), a dieta (carboidratos) ¢ o hospedeiro ¢ dentes (suscetiveis). Essa triade
fatorial identifica a microbiota bacteriana da placa dental como o determinante
mais obvie da viruléncia (cariogenicidade). Muitas evidéncias mostram a
inquestiondvel implicagiio dos Estreptococos do “grupe mutans” como o
primordial agente de carie de superficies dentais lisas, em animais experimentais e
em humanos (CARLSSON et al. V7, 1985; LOESCHE®, 1986; BEIGHTON et al.,
1985 ¢ 1987°), embora se reconhega néo ser o tinico microrganismo envolvido no
processo (LOESCHE et al¥, 1984; BOYAR e BOWDEN?, 1985). Os
Estreptococos do “grupo mutans” sio ativados por dietas ricas em carboidratos em
especial a sacarose. O papel do aglicar na etiologia da cérie foi bem evidenciado
por estudos em animais e em humanos, e todos enfatizaram a importancia do

aglicar entre as refeigdes. Os estudos de MUHLEMANNT, 1970, em Zurich,



utilizando dispositivos protéticos com um eletrodo de pH, onde a placa foi deixada
acumular, demonstraram que a ingestfo freqiiente de carboidratos leva a sucessivas
quedas de pH abaixo do nivel considerado critico para o esmalte, isto parece ser,
simultaneamente, o mais potente determinante ecolégico na transformacdo de
placas basicas (ndo cariogénicas) em cariogénicas (MARSH™, 1989). Isso
proporciona aos Estreptococos do “grupo mutans™ uma vantagem seletiva sobre a
maior parte da microbiota menos tolerante ao 4cido, quando o meio da placa é
acidiﬁcado com freqiiéncia (DENEPTIYA e KLEINBERG?, 1984; LOESCHE#*,
1986). Além disso apresentam dependéncia do carboidrato para a colonizagdo
bucal. Desde o estabelecimento da ligacfo entre a sintese de glucano mediada por
sacarose ¢ formagio de placa por Estreptococos do “grupo mutans” em roedores
(KRASSE et al. ®, 1967), os estudos sobre o significado do glucano focalizaram
primariamente esse efeito sobre a colonizacfio desses microrganismos sobre os
dentes. Logo apds isso, reconheceu-se também que os glucanos consistuem um
componente importante da matriz interbacteriana estrutural da placa
{GUGGENHEIN®, 1970) e postulou-se que o glucano insolivel na placa poderia
constituir umsa barreira para diﬁisz’io interna dos dcidos bacterianos formados na
placa e, assim, poderia ampliar a acidez e o potencial cariogénico da placa
(McNEE et al. %, 1982).

Quando se discute o papel da dieta no desenvolvimento da cérie ¢

abordado mais a importdncia da freqiiéncia do consumo de carboidratos. A
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literatura pouco tem relatado sobre estudos iz sifu mostrando a importancia da
fregiiéneia do uso da sacarose em relacfio a formagdo de carie e o efeito
quantitativo na composigio microbiana da placa dental, particularmente estudando
Estreptococos do “grupo mutans”. Portanto, justifica-se o trabalho para elucidar o

assunto.
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4. PROPOSICAO

Estudar o efeito da freqiiéncia de exposi¢fio 4 sacarose na formacio
de cdrie e a relacdo com a contagem de Estreptococos do “grupo mutans™ na

placa dental, formada em esmalte dental humano in sifu..
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5, REVISAO DA LITERATURA

Qualquer teoria sobre a etiologia da cérie dental precisa apoiar-se na
achado cléssico de STEPHAN®, (1944), referente 4 resposta do pH da placa dental
a breve exposicdo ao aglcar. Stephan mostrou que essa resposta in vivo tem um
perfil tipico que consiste de diminui¢8o rapida do pH a partir do nivel inicial de
"repouso” para o minimo e retorno mais lento do pH para o nivel inicial. Ele
demonstrou também que a variagdo do pH em que esse perfil estd localizado fica
cada vez mais baixa conforme a atividade cariosa aumenta. Com o passar dos anos
tornou-se claro que os fatores do hospedeiro, como saliva, podem ter um efeito
importante sobre o perfil do pH da placa em humanos (JENKINS®, 1979).
Similarmente, a resposta do pH da placa humana in vifro a partir de fontes distintas
de a¢licar mostra ampla variagdio na velocidade da diminuicio do pH e o pH

minimo € atingido.

JAY?, 1947 mostrou que aumentando-se o consumo de carboidratos
fermentaveis ocorria um aumento na populagdo de Lactobacillus, leveduras e S.
mutans, enquanto que a diminuigfio na ingestdo de carboidratos ou ingestio através

do uso de sonda tinham um efeito oposto.
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Os resultados dos estudos de Vipeholm (GUSTAFSON et al. ¥, 1954)
¢ evidéncias experimentais em animais (KONIG™, 1969) enfatizaram a
importancia da freqiiéncia do consumo de carboidratos fermentéveis na indugdo da

carie.

McDOUGALLY em 1964, mostrou a primeira evidéncia direta da
ocorréncia de polissacarideos na placa dental. Extratos de amostra de placa dental
precipitados com etanol 70% foram hidrolisados e andlises revelaram que frutose
era ¢ Unico componente. O autor conclui sobre essa base que o polissacarideo era
um levano que correspondia de 0,3-2,9% do total do peso de 25 amostras

individuais,

CARLSSON & EGELBERGY, 1965, demonstraram que individuos
recebendo uma dieta basica livre de carboidratos ou suplementada com glucose ou
frutose a cada 30 minutos durante o dia por 4 dias, desenvolveram uma quantidade
similar de placa. Quando a mesma dieta basica foi suplementada com sacarose a

cada 30 minutos, houve um aumento no volume da placa.

- CRITCHLEY et al.”?, 1967 realizaram um estudo onde amostras
extraidas de placas com agua fria e subseqlientemente com hidréxido de sédio

0,5N. A hidrélise 4cida e cromatografia de papel do extrato dialisado com agua
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fria, mostrou glucose e frutose como principais componentes, ao passo que glucose
foi o principal constituinte no matertal hidrolisado extraido com alcali. O
procedimento de extracfo foi repartido apds uma incubagio in vitro da amostra de
placas em sacarose, o material solGvel em 4dgua encontrado foi uma mistura de
frutano e glucano enquanto que a fragdo solivel em élcali encontrou-se um
glucano que foi precipitado em etanol 45%. Uma degradagfio Smith modificada foi
realizada para estabelecer os tipos de ligaces destes polissacarideos, e os
principais tipos de ligagSes glicosidicas encontradas foram hexapiranosideo 1-6
e/ou 1-2 e ceto furanosideo 2-6. Sendo portanto concluido que os polissacarideos
na placa eram dextranos e levanos. Entre os produtos da reacfio foram somente
identificados qualitativamente por cromatografia de papel. O dextrano foi o
principal polissacarideo encontrado na matriz da placa, enquanto que o levano
correspondeu apenas 1 a 2% do total do peso seco. A mindscula quantidade de
polissacarideos extracelulares da placa dental nfo ¢ suficiente para extensivas
analises gquimicas, além do mais estas substancias ndo sdo homogéneas. Para tornar
superadas essas dificuldades, polissacarideos extracelulares sintetizados in viro

por culturas puras de estreptococos orais tem sido estudadas.

LITTLETON et al. ¥ (1967) realizaram estudos em macacos oS
quais eram alimentados por cinulas e demonstraram que a placa formada na

auséncia de carboidratos dietéticos a longo prazo, perde seu potencial de produzir
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queda do pH. Esses estudos documentaram uma reducdio no nGmero de
estreptococos € lactobacilos apdés alimentaco por cdnulas, no entanto, a
incapacidade de formar niveis significantes de 4cido pode ser aplicada
principalmente pela alteragdo nas propriedades metabélicas das bactérias da placa.
Também, € possivel que o tamponamento ampliado na placa pode ter evitado a

diminuic@o dos valores do pH ap6s exposicio ao aglcar.

Desde o estabelecimento da ligag@o entre a sintese de glicano mediada
por sacarose e a formagfo de placa por estreptococos do grupo mutans em roedores
(KRASSE et al. %, 1967), os estudos sobre o significado do glicano focalizaram
primariamente esse efeito sobre a colonizagfo desses microrganismos sobre os
dentes. Ao avaliar o efeito do glicano na colonizacio da superficie dental, ¢ preciso
considerar separadamente a formacfo de placa e as proporgdes de estreptococos do
grupo mutans na placa. Em roedores a formagfo volumosa de placa nas superficies
dentais lisas, necessdria para indugfo de cérie nessas superficies, ¢ associada
especificamente 4 sacarose como substrato, 0 mesmo pode ser verdadeiro para as

superficies dentais lisas em humanos (CARLSSON®, 1967, CARLSSON e

SUNDSTROM?Y, 1968).

DE STOPPELLAR, et al. ¥, 1970, realizaram um estudo no qual

participaram 6 voluntdrios, os quais durante o periodo experimental que teve



18

duragdo de 17 dias consumiram dietas livres de carboidratos e puderam verificar
que houve uma diminuigdo significante na contagem de Streptococcus mutans, e
que simultaneamente a porcentagem de S. sanguis aumentou e a porcentagem de
produgdo de polissacarideo durante este periodo foi menor. Com a reintrodugdo de
uma dieta normal, constituida por carboidratos com glucose e sacarose houve um
retorno em relaclo as proporgBes originais de S. sanguis e as propor¢Bes de S.
mutans € a produgdo de polisssacarideos aumentou significantemente. Durante este
estudo uma relaglo inversa entre a contagem de S. murans e S sanguis foi

observada.

GUGGENHEIN” (1970), reconheceu também que os glicanos

constitiem um componente importante na matriz interbacteriana estrutural da

placa.

VON DER FEHR”, 1970, realizou um trabatho durante o qual 6
voluntirios abstiveram-se dos procedimentos de higiene bucal por 23 dias, onde
realizaram os bochechos didrios com solugfo de sacarose a 50% . No final deste
periodo o grupo sacarose apresentou um indice médio de cdrie maior e um niimero
maior de lesdes precoces que os seis voluntdrios controle. As contagens meédias do
indice de placa foram maiores no grupo sacarose enquanto que as contagens do

indice gengival foram similares para ambos os grupos.



19

FOLKE et al.  (1972), estabeleceram um sistema completo para
quantificag@o e analise da placa dental de voluntarios humanos alimentados com
dietas bem caracterizadas e nutricionalmente adequadas, contendo altos e baixos
niveis de sacarose. O nivel de sacarose da dieta nfo alterou significativamente a
quantidade de placa produzida, porém uma dieta rica em sacarose aumentou a
populacfio de S. mutans da placa. O aumento nas .atividades de dextrano e levano
hidrolases pode refletir um aumento no conteddo de polissacarideos. Alguns
polissacarideos de placa, dextrano e levano soliiveis podem servir como uma fonte
de reserva de carboidrato para microrganismos da placa, resultando em periodos

extensos de crescimento e producéo de dcido.

FRY & GRENBY?®, 1972 com a finalidade de estudar os efeitos da
reducfio da ingestdo de sacarose .sc)bre a formacfio e composicio da placa dental,
efetuaram um estudo no qual a sacarose foi omitida da dieta de um grupo de 19
homens por um periodo de 14 semanas, e substituida por xarope de glicose ¢
ciclamato de célcio. A placa dental foi avaliada quinzenaimente, e amostras foram
coletadas para analise. Os valuntﬁrios abstiveram-se de qualquer procedimento de
higiene bucal por 3 dias antes de cada avaliagdo. A extensfio da placa atingiu um
periodo critico entre 6-10 semanas, entfio decaiu, até 14 semanas, declinou a um
nivel significativamente menor em relagio 3 dieta normal contendo sacarose.

Comparando com a dieta normal, a dieta com redug8o de sacarose produziu placa



20

contendo significativamente mais carboidrato solavel, mas nfo houve diferenca

nos carboidratos totais insoliveis, ou em "levanos® solfveis.

GIBBONS & VAN HOUTE?, 1973 em seus estudos relataram sobre
a formagfo de placa dental e citam que provavelmente o melhor exemplo de
adesdo interbacteriana mediada por polimeros bacterianos diz respeito aos S.
mutans. Existem dados que indicam que o tnico potencial do S mutans estd
associado com sua habilidade para formar placa dental, e que isto é dependente da
sintese de polissacarideo extracelular a partir da sacarose. O S. mutans forma
depdsitos microbianos aderentes na presenga de sacarose, e isto forma uma extensa

placa bacteriana em animais alimentados com uma dieta contendo esse substrato.

IKEDA et al. ® (1973) mostraram a relagfo entre S. mutans €
Lactobacillus no desenvolvimento de caries no estudo longitudinal em criangas
negras de 7 a 9 anos. As cdries nfo se desenvolveram em lugares que S. mutans
ndo foi detectado, e o inicio da carie tendia a ser em locais onde previamente
existiam Lactobacillus e S. mutans. As céries ocorreram com freqiiéncia na

guséneia de Lactobacillus, mas nfio na auséncia de S. mutans.

HUXLEY*, 1974, realizou um estudo com ratos, cujo objetivo foi

determinar o efeito de diferentes carboidratos na implantagiio (colonizagio) de S.
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mutans na placa. Os resultados mostraram que a glicose serviu como substrato para
a implantagfo de S mutans na placa, mas nfo tSo pronto quanto a sacarose. A

placa foi significativamente maior entre ratos alimentados com sacarose.

VAN DER HOEVEN et al. ", 1974, verificaram que as massas
celulares de estreptococos do grupo “mutans” com alto contelido de glicano
apresentavam baixa densidade celular e células bastante separadas; esse
espacamento celular mediado por glicanos ocorreu in vivo na placa de ratos, assim

como na de humanos (CARLSSON & SUNDSTROM?Y, 1968).

KEENE & SHKLAIR®, 1974, estudaram a relagio entre S. mutans e
desenvolvimento de céaries em 21 homens livres de céries. Apdés um ano fot
verificado que 10 dos 17 portadores de S. mutans desenvolveram caries; nenhum

dos ndo portadores desenvolveu leso de carie.

MANDEL", 1974, estudou a relacdio da saliva e placa a carie dental, e
observou que a quantidade de me:m'iz intercelular na placa € extremamente variavel
e amplamente dependente da dieta. A placa ¢ formada mesmo em individuos
alimentados por sonda, mas é fina e produz relativamente pouco dcido. Quando a
ingestio de sacarose ¢ alta, a placa cresce rapidamente devido a formaco de uma

quantidade substancial de dextrano. Quando a ingestio é um pouco mais
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moderada, 115g/dia, a quantidade de placa ndo ¢ significativamente elevada
embora, dextrano e levano estejam aumentados. Quando a glucose é o maior
aciicar da dieta, a matriz intercelular consiste de um hetero-polissacarideo
composto de glucose, galactose, hexosamina e pequenas quantidades de outros

agucares.

GIBBONS et al. *; 1974, determinaram a relagdo da experiéncia de
carie com o nimero de superficies dentais infectadas pelo grupo mutans.
Selecionaram 38 adolescentes de 13 a 14 anos de idade sendo 18 da cidade de
Charlotte-NC, com um CPOS médio 1,4 + 0,4 e 20 individuos de Danvers - Mass.,
com um CPOS médio de 7,6 + 1,0. Colheram amostras de placa dental de nove
superficies sadias de cada adolescente, empregando os valores 1 e 2 para amostras
de superficie vestibular do primeiro molar permanente superior e inferior,
respectivamente, As amostras 3,4 e 5 das areas interproximais entre os segundos e
os primeiros molares permanentes, entre os primeiros molares e os segundos
premolares, entre os segundos e os primetros premolares superiores ¢ inferiores,
respectivamente; as amostras de 6 a 9 foram obtidas das superficies oclusais de um
dos dois primeiros molares inferiores e superiores. O nimero de superficies dentais
colonizadas com niveis do grupo mutans foi menor no grupo de 18 individuos de
Charlotte, com baixa experiéncia de cdrie (28/144 ou 19,4%) do que nos 20

individuos de Danvers, com alta freqliéncia de céries (91/160 ou 56,9%). Isso
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demonstra que o nimero de superficies dentais infectadas pelo microrganismo

correlaciona-se positivamente com a experiéncia de carie dessas populacdes.

DENNIS et al. %, 1975, realizaram um estudo no qual demonstraram
variagdo nos componentes microbianos e bioquimicos de placa de humanos de 4
dias, sendo que 7 voluntarios serviram para o mesmo, 0s quais foram mantidos
numa dieta rica em sacarose durante um periodo de 4 semanas, e abstiveram- se de
todos os précedimentos de higiene bucal. A guantidade de peso Gmido de placa
ndo mostrou nenhuma tendéncia definida de mudanga para o periodo de 4 semanas.
Entretanto, as contagens de S. mutans & Lactobacillus mostraram um aumento
significante durante o periodo de 4 semanas de dieta. Embora valores
normalizados da média para ambos S. mutans e S. sanguis, aumentaram da
primeira semana para a terceira semana, os 2 grupos mostraram médias inversas de
aumento durante este perfodo, com um maior aumento de S. sanguis ocorrendo nas
primeira e segunda semanas. Na terceira semana a porcentagem de S. sanguis

marcadamente diminui  enquanto a porcentagem de S. mutans aumentou

rapidamente.

GAWRONSKI et al. %, 1975, realizaram um estudo com o objetivo
de avaliar o efeito da sacarose sobre concentragio de polissacarideos

extracelulares. Assim, adultos jovens entre 21 e 24 anos de idade foram
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examinados para acumulagdo de placa apds 4 dias de abstengiio de higiene bucal.
A placa foi coletada da superficie lingual e vestibular de 28 dentes. Oito individuos
que acumularam placa em excesso a 40 mg (peso tmido) e enquanto ingeriram sua
dieta normal foram selecionados para o estudo. Esses individuos foram entio
submetidos a uma dieta rica em sacarose (RS) e baixa em sacarose (BS). As dietas
definidas foram compostas semelhantes a um regime adequado. Cada perfodo da
dieta de 12 dias era separado por uma dieta normal de 16 dias. Ao final de cada
periodo de desenvolvimento 4 e 12 dias a placa foi removida e submetida a anélise
bioguimica. Os resultados mostraram uma correlacdo positiva entre dieta rica em

sacarose e aumento na sintese de polissacarideos extracelulares e intracelulares.

STAAT et al.¥, 1975, realizaram um estudo com o objetivo de avaliar
os efeitos dos niveis de sacarose da dieta (rica em sacarose - RS) e baixa em
sacarose (BS) na quantidadé e composiclo microbiana de placa dental humana de
4 a 12 dias. Para este estudo 8 estudantes de odontologia participaram. Dietas ricas
em sacarose ndo exerceram efeitos demonsiraveis na acumulagfio total de placa.
Enquanto que durante o experimento de 4 dias a porcentagem média de S. mutans
foi significantivamente maior durante a dieta rica em sacarose, do que durante a
dieta com baixa ingestdo de sacarose em comparacdo as porcentagens médias de S.

mutans foram reduzidas levemente para ambas as dietas (RS ¢ BS). A populagdo
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de S. sanguis nio foi afetada, entretanto nos voluntérios individuais, uma relagio

inversa entre as populagdes de S, mutans e S. sanguis foi observada.

LOESCHE et al%, 1975, demonstraram associagdes entre
porcentagens de S. mutans presentes em fissuras oclusais e carie. Em 71% das
fissuras em que S. mutans foi detectado, a lesSo de cérie foi diagnosticada,

enquanto que em 70% de fissuras sem cérie, S. mutans ndo estava presente.

DONOGHUE & NEWNAM?®, 1976, ?fepusermn que a produgfio de
polissacarideo extracelular insoltvel pelos S. mutans é uma adaptacio a altos
niveis de sacarose na dieta, Admitiram que os 4nions incorporados do
polissacarideo extracelular insolGvel restringem o acesso do 4cido extracelular as

¢élulas bacterianas.

KILIAN et al. ¥, 1976, realizaram um estudo microbiolégico das
fases iniciais do desenvolvimento de placa em superficies dentais ndo retentivas
em macacos, 0s quais por todos cJos periodos experimentais. foram alimentados com
uma dieta através de sonda estomacal. Em adic80 a esta dieta bdsica eles receberam
um dos tr8s diferentes suplementos pela boca por 9 a 10 dias antes de cada
amostragem bacterioldgica:

1} Agua + sacarose 10% ad libitum
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2) caseina 2x ao dia + agua ad libitum

3) 4gua ad libitum

Umi intervalo da suplementagdo de sacarose foi sempre alternado entre periodos de
suplementacfio de caseina ou dgua. Em alguns animais foi inoculado na cavidade
bucal S. mutans. Amostras de placa foram coletadas e cultivadas em meios
seletivos ¢ nfo seletivos onde isolaram e identificaram as amostras, Os
microorganismos numericamente predominantes na placa inicial foram: 8. mutans,
8. sanguis, A. viscosus. A colonizagio de S. mutans foi dependente da sacarose e
ocorreu a custa de S. sanguis. Nestes experimentos S. mutans foi responsavel por
25% a 65% dos formadores primérios de placa. S6 as outras espécies encontradas
colonizaram o dente independentemente da dieta. E postulado que o
estabelecimento precoce do S. murans depende de sacarose e que a sacarose

desempenha um papel chave no desenvolvimento de uma placa cariogénica.

KLOCK & KRASSE®, 1977, estudaram a relagdo da prevaléncia de
carie e a presenga de S. mutans com a freqiiéncia de céries em 655 criancas de 9 a
12 anos. Eles encontraram 80% das criangas com mais de 10° UFC (unidade
formadora de coldnia) de S, mutans e 40% com mais de 10° UFC de S. mutans/ml
de saliva. A contagem de S. mutans foi correlacionada positivamente com a

freqiiéncia de cérie.
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MICHALEK et al. ™) 1977, relataram em seus estudos com ratos
gnotobidticos que uma quantidade pequena de saéarose 0,1% na dieta forneceu
substrato suficiente para o actimulo de S muzans. Além disso 1% ou mais de
sacarose promoveu acumulo de placa e cérie significantes, enquanto que dietas

contendo 3% de sacarose ou mais produziram uma incidéncia méxima de carie.

MINAH & LOESCHE", 1977, em estudo realizado, observaram que
existiu uma relagdo entre o.perﬁl de pH da placa e as proporgdes de S. mutans e
Lactobacillus na placa. A placa cariogénica metabolizou significativamente mais
sacarose do que a placa ndo cariogénica ¢ consequentemente foram encontradas

altas contagens de S. mutans e Lactobacillus.

MIRANDA™, 1977, estudou os estreptococos coletados da placa
dental das superficies vestibulares e/ou palatinas do maxilar superior (superficies
lisas e sem carie); do sulco gengival da mesma arcada e do dorso da lingua.
Selecionaram 40 individuos de ambos os sexos, na faixa etaria de 7 a 13 anos de
idade, com indice varigvel de cec; (de 0 a 8) e CPO (de 0 a 15). Das 551 amostras
submetidas a vérias provas de identificagfio, o grupo mutans foi detectado em 64
(11,9%), sendo encontrada a espécie S. mutans em 58 (10,5%) e S. sobrinus
observada em 8 (1,4%). O grupo mutans foi detectado. em 21 (52,5%) amostras de

placa dental; em 13 (32,5%) das amostras do sulco gengival e em 4 (10,0%) das
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amostrs do dorso da lingua. O autor verificou que nfo houve diferenca
estatisticamente significante quanto & freqiiéncia, 0 niimero e a porcentagem do
grupo mutans na placa dental de criangas com CPO alto em relagdo 3s criancas

com CPO zero.

IKEDA et al. *, 1978, realizaram um estudo para determinar a
viruléncia dos 8. mutans comparando o efeito de uma preparago de aglicares livre
de sacarose, servindo como substrato para o desenvolvimento e produgio de acido
pelos S. mutans. Entretanto este preparo de acticar foi um pobre substrato para a
agregaco celular, atividade de glicosiltransferase; formagdo de placa, e aderéncia
de células nas superficies de vidro. A substituic8o da sacarose pela combinacggo de
agtcares livre da mesma na dieta de ratos reduziu significantemente os niveis de
carie. Além disso, ratos alimentados com dieta contendo sacarose e a combinacgfo
de acglicares apresentaram significantemente menos lesBes cariosas do que os ratos

alimentados com dietas contendo somente sacarose.

JENKINS®, 1978, descrevendo a sintese de polissacarideos pela
placa bacteriana cita que quando certas bactérias incluindo vérias espécies da
placa, recebem sacarose, elas podem sintetizar vérios tipos de polissacarideos ou
converte-la em 4cido. Durante a década de 60 aumentaram as evidéncias de que

estes polissacarideos eram importantes constituintes da placa e que influenciaram o
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processo de carie. Isto levou a uma grande atividade de pesquisa em relacdo a
métodos de prevenir acumulago na expectativa que isto poderia reduzir céries.
Este autor diz ainda que sdo trés, os principais grupos de polissacarideos que
podem ser formados: (1) Polimeros da glucose ( .com o nome geral de glucanos)
formados como uma massa gelatinosa extracelular, principalmente da sacarose, por
uma enzima conhecida como dextranosacarase (glicosiltransferase) sobre
superficies da bactéria. As enzimas utilizam a energia da ligagfo entre frutose e
glicose para sintetizar uma mistura de polimeros, (glucanos, com maioria das
ligacBes na posicdo o 1— 6 de alto peso molecular, e simultaneamente liberar

frutose,

DEXTRANO

SACAROSE ) DEXTRANO + FRUTOSE

SACARASE

A formacfio de dextrano pode ser prontamente vista pela comparago da
composigio quimica da placa e sua aparéncia em microscopia eletrdnica na
condi¢do de jejum e 6 a 9 segundos apds bochecho com uma solugdo de sacarose
10%. A formacio de glucanos evidentemente aumenta o volume da placa e
anélises mostram que a fragéo ins;olﬁvel de alto peso molecular pode ocupar acima
de 10% do peso seco da placa (carboidrato total € aproximadamente 15%). (2)
outra enzima (levanosacarase) converte sacarose em levanos - polimeros
extracelulares da frutose razoavelmente soliveis com ligagdes na posicio o 2> 6,

mas s8o formados em uma extenséo menor que os glucanos. Quando o suprimento
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de sacarose € esgotado, 1e{ranos slo rapidamente metabolizados pelas enzimas da
placa. (3) Muitas bactérias orais estocam carboidratos como polissacarideos
intracelular tipo glicogénio. Ao contrério dos polissacarideos extracelulares, que
sdo formados essencialmente a partir da sacarose, os polissacarideos intracelulares
podem ser formados a partir de uma variedade de aglceares (incluindo glucose,
maltose e sacarose) e s80 metabolizados quando outras fontes de carboidratos estio

ausentes, como entre as refeigBes.

GEDDES et al®, 1978, observaram que mudancas visuais
semelhantes a cdries iniciais ocorreram quando 10 voluntérios no escovaram seus
dentes por 14 dias e bochecharam uma solugfio de sacarose 9 x ao dia, enquanto
que o grupo controle que nfo bochechou com sacarose mostrou uma mudanga no
esmalte significativamente menor. Entretanto a concentragfo de célcio e fosforo e
peso Umido da placa acumulada durante o periodo sem higiene bucal pelos 2
- grupos ndo mostrou diferencas significantes. Embora a concentragiio de

carboidratos do grupo sacarose tenha sido significativamente maior.

COYKENDALL & LIZOTTE", 1978, cotheram material de placa
dental de 63 pacientes de 15 a 81 anos de idade para identificar estreptococos do
grupo mutans por testes bioquimicos e pelo conteido de DNA. Das cepas

pertencentes ao grupo mutans, 55 (98,2%) foram identificadas como S. mutans e 1
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(1,8%) como S. sobrinus. Essas cepas foram recuperadas mais frequentemente em
dentes cariados (16/23) do que locais livres de crie (7/23), onde somente S.
mutans foi detectado. Nas amostras de placa dental, S. mutans, foi a cepa mais
comumente isolada, determinada tanto por testes bioquimicos quanto testes

soroldgicos.

HEFTI et al. ¥, 1979, realizaram -u?na investigagio na qual foi
determinada a relaco entre o aumento do consumo de sacarose na dieta e a
incidéncia de cdries de fissuras em ratos Osborne-Mendel. Em um dos grupos
destes animais, foram inoculados na cavidade bucal microorganismos cariogénicos
S. mutans OMZ 61 e A. viscosus Nyl, sendo que no grupo controle ndo foram
inoculados microrganismos cariogénicos. Concluiram que houve uma alta
incidéncia de carie nos énimais inoculados, comparados ao grupo controle.
Mostrou-se assim que uma dieta rica em sacarose exerceu uma influéncia muito

grande na incidéncia de caries nos ratos superinfectados.

VAN HOUTE”%, 1980 e LOESCHE®, 1986, sugerem que a
cariogenicidade da placa humana sfo determinadas fundamentalmente por sua
composicio microbiana e que nem todas as placas possuem capacidade suficiente
de diminui¢fio do pH para a indugfio de carie. Consequentemente, uma mudanga na

composicio da microbiota da placa ¢ pré-requisito para alterar a capacidade de
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diminui¢fo do pH da placa. A tolerdncia 4cida da microbiota bacteriana funciona,
nesse aspecto, como um determinante de 4cido em valores de pH 4cido na placa é
uma funcfio direta da tolerincia acida bacteriana; o pH mais baixo que pode ser
atingido na placa &, portanto, uma funcdo dos microrganismos acidogénicos com a
maior tolerdncia 4cida. Do ponto de vista mecnico o processo carioso pode ser
formulado como uma doenga infecciosa bacteriana modificada por carboidratos da
dieta. O consumo continuo de carboidratos causa uma reacfio em cadeia que
envolve acidificacfo mais freqﬁente da placa e, por sua vez, uma mudanga na
direcfio de proporgSes mais elevadas de microrganismos mais tolerantes ao 4cido,
este Gltimo evento, por sua vez, causa aumento na capacidade de produgdio de
4dcido da placa em valores de pH 4cido e assim, uma diminui¢fio do pH minimo
potencial, isso, a seu lado, com o tempo aumenta a probabilidade de perda do
mineral do dente. Esse processo pode aumentar progressivamente, nivelar-se ou
reverter-se, dependendo do nivel de consumo de carboidrato. No momento, os
inicos microrganismos da placa que parecem adequar-se a0 cendrio descrito sdo 0s
estreptococos do grupo mutans e os lactobacilos acidogénicos, altamente tolerantes
do 4cido que apresentam, igualménte, uma dependéncia do carboidrato dietético

para colonizagdo bucal, assim como uma correlagdo positiva com atividade

cariosa.
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BORDEN et al.”, 1980, realizaram um estudo no qual 4 voluntérios
adultos utilizaram dispositivos intra-orais, nos quais foram inseridos blocos de
esmalte bovino cobertos com “gaze” Dacron para facilitar a retenciio de bactérias,
sendo que num grupo de voluntdrios foram inoculados amostras de S, mutans
resistente A estreptomicina, e noutro grupo (controle), ndo foi inoculado amostras
desta bactéria. Os voluntdrios foram instruidos a manter uma dieta normal e
procedimentos de higiene bucal, sem utilizarem dentifricio fluoretado. Previamente
antes da utilizac@o dos dispositivos amostras de placas proximais foram coletadas,
diluidas e inoculadas em meio mitis salivarius e estas amostras bacterianas de S.
mufans foram testadas frente a diferentes concentracles de estreptomicinag sendo
que as resistentes foram selecionadas. Os dispositivos foram utilizados durante 7
dias divturnamente e durante este periodo os mesmos eram imersos por 10
minutos, 4x ao dia em solugdo de sacarose 3%. ApoOs este periodo S. murans
representavam 58% do total de estreptococos na placa inoculada, comparando a
aproximadamente 1% para a placa controle nfio inoculada. Inoculando-se na placa
do dispositivos S. mutans R (resistente) ndo houve aumento no desenvolvimento
de lesdes no periodo de 7 dias, embora os nimeros totais de 8. mutans inoculado
foi 350 x maior do que no bloco controle. Houve uma proporgio
significativamente menor de S. salivarius na placa inoculada., Comparada ao
controle devido primariamente ao grande nimero de S. mutans. Deste modo parece

que a mera presenca de maior nameros de S. mutans nio resultou em maior nimero
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de lesGes de caries, sendo que vérios fatores poderiam explicar estas observagdes.
A formagdo de placa nos blocos dentais foi dependente da adesdo ou arranjo de
microrganismos na “gaze” Dracon, mais que a propria habilidade de adesio ao
esmalte. Isto explica a propor¢iio aumentada de S. salivarius na placa no
dispositive comparada com a placa natural. Inoculando-se S. mutans sobre os
blocos, houve uma quantidade maior de microrganismos mais do que permitia as
condig¢Bes naturais de selecionar tal aumento, Embora uma combinagfo total maior
de varios microrganismos potencialmente acidogénicos (S. mutans, S. sanguis, S.
salivarius) foi encontrada na placa inoculada, quéndo comparada com o controle,
nenhum aumento de cdries nos blocos de esmalte foi notado. Entfo, uma
abundéncia de microrganismos acidogénicos néo assegura o desenvolvimento de
carie. Aparentemente fatores individuais relacionados ao hospedeiro desempenham
um papel altamente significante na determinagfio do desenvolvimento ou nfio de

lesGes tipo carte.

DENEPITIYA etf. al. ®, em 1980, relataram a presenca de baixo
nimero de S. mutans dentre os éstreptococos orais, presentes na placa dental da
populagiio de Srilanka (Ceildo) , onde a atividade de céries é baixa e a ingestio de
sacarose ¢ baixa também, combinada com a presenga de grande actmulo de placa.
Amostras de placa de idade desconhecidas fo.ram coletadas dos voluntarios

moradores na fazenda de plantacdo de chd, e 10 amostras foram coletadas de
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estudantes de Odontologia 19 dias apds a interrupgfio de higiene bucal. Desta
maneira 670 amostras de estreptococos orais foram estudadas quanto ao aspecto
morfoldgico, colonial em meio mitis salivarius égar. Entretanto, quando foram
submetidos a testes fisioldgicos, 14 amostras foram classificadas como sendo S,
mutans. Este estudo mostrou que S. mutans estd presente na placa dental humana
desta populagfo, entretanto, em proporgdes pequenas, e isto pode ser atribuido 3

baixa ingestfo de sacarose.

BRECK et al *, 1981, concluiram que estudos dos efeitos da
composicdo da dieta sobre a formago da placa humana dental tem principalmente
sido relacionados a carboidratos. Grande variacdo individual tem sido observada
na formaclio ¢ volume da placa como conseqiiéncia de diferentes regimes com
carboidratos. Afirmaram ainda que, em estudos recentes e culturas, foi observado
que bochechos fregiientes com solugSes concentradas de glucose ou sacarose
aumentaram ¢ ntmero de bactérias desenvolvidas sobre filmes plasticos 3s
superficies dentais durantes periodos de alta concentragdo de carboidratos na
cavidade bucal. Polissacarideos extracelular sintetizados pelos microrganismos da
placa a partir da sacarose podem ser importantes em 2 aspectos, a saber, como
reserva de energia € como constituintes da matriz da placa. Estes polissacarideos
extracelulares compreendem dextranos, mutanos e levanos, os quais séo

sintetizados pelas bactérias a partir da sacarose. Polissacarideos intracelulares sio
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produzidos como grénulos de reserva para muitas espécies bacterianas a partir de
varios carboidratos tais como glucose, frutose e sacarose nfio tem influéneia sobre
a morfologia ou quantidade de placa no estigio inicial de aderéncia bacteriana.
Porém, citam que, pesquisas com relagfo aos possiveis efeitos dos carboidratos

sobre os estagios avangados da formaco da placa, parecem fundamentadas.

SKINNER et al. %, 1982, realizaram um estudo cruzado duplamente
cego envolvendo dietas ricas em sacarose ¢ ﬁlaitcse na qual amostras de 2 dias de
placa de 24 individuos, foram colhidas antes e durante 2 periodos de 25 dias. Os
resultados mostraram que a concentracio de polissacarideos extracelulares na

placa foi menor no grupo maltose em relag¢fio ao grupo sacarose (p=0,052).

SREEBNY®, 1982, conclui que nfio hd duvidas que tanto a
quantidade quanto a freqliéncia de aglicar ingerido contribuem para a formagéo de
cérie dental. As correlagBes sio muito claras entre risco de cérie e freqliéncia do

consumo de aglicar, especialmente entre refeigdes,

BURT et al.*!, 1983, analisaram a placa dental de 279 criangas de 6 a
7 anos de idade, efetuando cinco colheitas durante o periodo de 2 anos. Avaliaram
238 amostras de placa de fissuras oclusais e 238 primeiros molares permanentes

inferiores esquerdos e 235 primeiros molares inferiores direitos. Os autores
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observaram que somente 21 (4,4%) dentes permaneceram nfo infectados pelo
grupo mutans, embora 119 (50,0%) do hemiarco esquerdo e 105 (44,7%) do
hemiarco direito abrigassem niveis detectdveis do microrganismo. Verificou-se
que os niveis da infegdo inicialmente alto tendem a permanecer alto e vice-versa,
porém os niveis elevados de infeccfo estavam associados ao subsegliente

desenvolvimento da cérie.

RUGG-GUNNY, 1983, fez uma revisdo de varios estudos clissicos
citados na literatura relacionando o papel do agiicar na etiologia da carie dental;
apontando estudos clinicos. Este estudo serviu para comprovar que alguns agticares
sdo mais cariogénicos que outros. A sacarose apresenta-se como o agicar mais
cariogénico embora uma dieta contendo ambos glicose e frutose podem ser de
comparavel cariogenicidade. E que a freqliéncia de ingestfo de aglicares parece ser

mais importante que a quantidade de aglicar consumido.

SCHEIE et al. ¥, 1984, realizaram um estudo clinico envolvendo 4
voluntarios { 1 do sexo feminino e 3 do sexo masculino) durante um periodo de 3
semanas, constituido por baixa ingestdo de sacarose (BS), seguido por um periodo
de dieta normal durante 1 semana de intervalo, {inalmente seguido por um periodo
de alta ingestdo de sacarose (3 semanas). Os voluntirios foram instruidos a ndo

escovarem a superficie bucal dos dentes da parte inferior do quadrante direito
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durante 0 periodo teste, sendo que o restante da dentigdo recebeu escovagdo
normal sem a utilizagdo de dentifricios fluoretado. Durante o periodo de baixo
consumo de sacarose, os voluntarios foram instruidos a ndo ingerirem actcar,
sendo que durante o periodo de alta ingestfo de sacémse, os voluntirios ingeriram
dietas regulares contendo aglcares, em adicdo 1 ml se solucfio de sacarose era
aplicada na superficie teste 8x ao dia. Ao final de cada fase do experimento
amostras de placa foram coletadas e submetidas a anélise microbiolégica,
constatando-se que a prevaléncia de S mutans nfio foi afetada por essa
modificagdo da dieta a curto prazo, mas demonstraram que 3 semanas de
suplementacdo dietética coﬁl altos niveis de sacarose aumentou a capacidade de
diminui¢do do pH da placa, em comparacfio com a dieta com ingestdo baixa de

3acarose,

BRUDEVOLD et al. ', 1984, realizaram um estudo com o modelo de
desmineralizacgdo intrabucal do esmalte, no qual os individuos usaram um aparelho
palatine com blocos de esmalte bovino que foram revestidos por massas celulares
de estreptococos do grupo mutans;‘ um maior volume de matriz rica em glucano foi
associado 3 diminuicio prolongada do pH da massa celular e a maior
desmineralizacdo do esmalte apds bochechos com solucfo de glucose ou sacarose

10% (ZEROQ et al,'™, 1986).
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KEENE et al. *, 1984, examinaram 47 estudantes do primeiro ano do
curso para formagio de Higlenista Dental, com relacfio ao estado da cdrie dental e
a presenga do grupo mutans. Observou-se correlagdo moderadamente forte entre os
niveis de 5. mutans saliva e placa dental, o que indica que cada um dos dois
métodos de amostragem sfio igualmente validos para estimar a magnitude da
infecgio. Quando a relagfo entre os niveis salivares de S. mutans e a experiéncia
de carie (CPOS) foram examinados, os resultados foram essencialmente os
mesmos que os obtidos com a placa dental por meio do nivel de S. mutans em
superficie de placa interproximal, porém o coeficiente de correlagio foi

significantemente menor.

MINAH et al. ™, 1985, estudaram alteracBes na populagio microbiana
relacionadas a sacarose, foram verificadas em 6 sitios orais em 32 voluntérios, os
guais consumiram dieta rica em sacarose por 21 dias, seguido para uma dieta baixa
em sacarose por mais de 21 dias. Culturas bacteriolégicas 4 partir das placas foram
realizadas nos dias 0, 12° 21°, 33 ° e 42° dias do experimento de 6 semanas. A
sacarose favorece a colonizagdo de 8. murans no esmalte e na superficie dental lisa
(HAMADA & SLADEY, 1980). Outra propriedade cariogénica da sacarose é seu
potencial em favorecer a substitui¢fo da populagfio microbiana relacionada 3 placa

dental ndo cariogénica, resultando em placas com potencial cariogénico. Embora
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carboidratos da dieta que nélo a sacarose foram consumidos pelos voluntarios, um

efeito ecoldgico direto sobre a microbiota foi observado.

ROLLA et al. *, 1985, relataram em seus estudos que a sacarose &
conhecida por possuir um maior potencial para induzir céries do que a glucose e a
frutose, apesar do fato dos monossacarideos causarem uma alta ou maior produgio
de 4cido in vitro pelos microrganismos da plaba dental. E suposto que a
cariogenicidade da sacarose € principalmente associada com a alta energia de sua
hidrolise, a qual pode ser utilizada pela bactéria para sintese de glucanos
insoliveis. Os polissacarideos produzidos in vive na presenca da sacarose resultam
em um grande actimulo de placa, um fenémeno que por si 36 pode causar aumento

da cariogenicidade.

A espessura, as caracteristicas de difusfio e a atividade metabdlica da
placa determinam grandemente qual a quantidade de substrato de carboidrato que
atinge a camada mais interna da placa adjacente ao dente. Esse meio muda com
freqliéncia e rapidez, principalménte devido & flutuag8o na disponibilidade de
carboldrato e aos habitos dietéticos do hospedeiro. DAWES & DIBDIN® (1986),
utilizaram um modelo matemético para simular as inter-relagbes da concentragiio
de sacarose na saliva, espessura da placa e alteracBes no pH da superficie de

esmalte,
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ZERQ et al. ', 1986, realizaram um estudo & fim de esclarecer o
potencial do glucano sintetizado por S. mutans 4 partir da sacarose com potencial
de desmineralizagdo ampliado da placa. Neste estudo foi utilizado teste intra-oral
de desmineralizaco do esmélte. Amostras de placa artificial foram preparadas pelo
cultivo de S mutans em melo enriquecide de Todd- Hewitt broth (THRB),
suplementado com vérias concentragdes de sacarose, associada com polissacarideo
extracelular pré-formado. Os S. mutans poderiam estar apresentando outros efeitos,
isto ¢, além de estarem alterando as propriedades de difus@o da placa a mesma
formada na presenca de sacarose produz uma maior quantidade de dcido
lipoteicoico (ALT) que forma complexos com glucano (ROLLA et al.*, 1980). A
carga fortemente negativa do complexo ALT/glucano poderiam formar quelato
com fons célcio e desta maneira favorecer a perda de calcio da superficie do
esmalte. Outra possibilidade é que o polissacarideo extracelular em altos niveis
poderiam interferir na adsprsa‘ie de glicoproteinas salivares, que tém um alta
afinidade por superficies de esmalte dental, onde observaram através de bidpsia
realizada. A exposicio de blocos de esmalte polidos 4 saliva mostraram um répido
decréscimo na permeabilidade do iodo. Desta maneira constataram que
polissacarideo extracelular interferiam com o processo de reparo. Testes com
outras amostras de estreptococos comprovaram as observacdes obtidas com

amostras de S. mutans que a presenca de polissacarideo extracelular promoveu a
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desmineralizagfo do esmalte, embora o efeito fosse menos pronunciado. Esse
achado mostra o potencial bem estabelecido do S mutans, pois sdo mais

cariogénicos que outras amostras de estreptococos.

BENDER et al. *, 1986, descreveram que o determinante ecolégico
primordial para o S. mutans, no estabelecimento de um nicho na placa cariogénica
¢ a capacidade de manter-sé num pH baixo . Além disso, embora a sobrevida em
pH baixo seja um determinante critico, a capacidade de metabolizar ativamente em
condicGes acidas, pode contribuir para o aumento de uma espécie com membro de
microbiota cariogénica, assim como para a capacidade de uma espécie contribuir
para o aparecimento de lesBes cariosas. Os microrganismos que podem crescer em
pH baixo tém oportunidade de competir com espécies cujo metabolismo € detido
para acidificacdo. Ainda, a continuagdo do metabolismo em pH baixo perpetuaria o
meio dcido com as conseqiiéncias de selecionar as bactérias aciddiricas e de afetuar

mais desmineralizagio do esmalte do dente.

KURAMITSU®, 1987, cita que além manter-se num pH baixo
também estd claro que o potencial patogénico dos 8 mutans é de natureza

multifatorial.
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KLOCK & KRASSE®, 1987, estudaram se a alteracio de habitos na
dieta e melhoria da higiene bucal reduziriam os niveis de infecglio por S. mutans
somente por um tempo limitado. Mudangas nos habitos dietéticos, especialmente a
diminuicdo do aglicar ingerido, tem maior efeito no ntmero de microrganismos

cartogénicos do que os procedimentos de higiene bucal.

KRISTOFFERSSON & BIRKHED®, 1987, realizaram um estudo
no qual 20 estudantes de 17 anos de idade foram selecionados, pois apresentavam
altas contagens de S, mutans na saliva (> 10° UFC/ml) e consumiam agtcares com
alta freqliéncia entre as refeigdes. Apds a determinagfo dos nimeros de S, mutans e
Lactobacillus na saliva e placa interproximal, os voluntarios foram questionados
quanto as suas preferéncias por produtos contendo aglcares, usados entre as
refeigbes, estas foram: balas, chicletes, refrigerantes, confeitos e comiam no
méximo 4-5 refeiges/dia. Apds 6 semanas de restric8o de aglicar, os participantes
retornaram aos seus habitos alimentares e foré.m acompanhados por mais 6
sermanas. Sete voluntirios também com altas contagens de S. murans na saliva e
que ingeriam agiicar com freqiiéncia serviram como grupo controle. Os resultados
mostraram um decréscimo estatisticamente significante nas contagens médias de 5.
mutans na saliva, que foi de 1,5 x 10° para 0,3 x 10° UFC/ml (p<0,001) durante o
periodo de restrigo de agucar. Os niimeros médios de Lactobacillus na saliva

descresceram de 2,3 x 10% para 0,2 x 10* UFC/ml (p< 0,001). Analisando amostras
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de placas interproximais houve uma redug8o significativa de 52% para 32% (p<
0,001). Quando os voluntirios retornaram aos seus habitos alimentares, as
contagens de S. mutans e Lactobacillus alcang:araﬁl os niveis iniciais de contagens.
Concluiram entfio, que um periodo de 6 semanas com restricfio de agticar reduziu
os numeros de S, mufans, na saliva e nas placas interproximais. E também houve

decréscimo na contagem de Lactobacillus na saliva.

EMILSON et al. * , 1988, realizaram um estudo no qual amostras de
8. mutans e S. sobrinus isoladas de populagdes quase livres de cérie foram
examinadas em hamsters mantidos com uma dieta rica em sacarose. As amostras
foram prontamente implantadas e persistiram em altos nmeros durante o periodo
experimental. Todas as amostras testes, induziram céries, com niimeros ou
contagens de lesbes de carie igualmente maiores do aquelas de uma amostra de
referéneia de S, mutans. Os resultados indicaram que as amostras tinham
propriedades cariogénicas inerentes, as quais s@o reveladas quando ocorre
exposicdo freqliente a altas concentragles de sacarose na dieta. Os S mutans
isolados de populacbes com prevéléncia de caries extremanente baixa, tiveram o
potencial de induzir cdrie dental em hamsters alimentados com freqiiéncia com

uma dieta contendo alta concentragfo de sacarose.
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SGAN-COHEN et al. ¥, 1988, cm éstuda realizado verificaram que
uma dieta rica em aglicar aplicada por 48 horas ampliou muito o potencial de
diminuigdo do pH da placa comparada & dieta pobre em agticar. Essas mudangas
rapidas no potencial acidogénico da placa ndo podem ser explicadas apenas pelas

alteragdes na sua composicio.

AZEVEDOQO', 1988, empregando o meio SB20 para detectar o grupo
mutans em 108 individuos, constatou que a espécie predominante, S. mutans -
biotipo 1, foi isolada como cultura positiva em todos os casos, e, como espécie
tnica de 24,07%. Segui-se o S. rattus - biotipo II, como espécie tnica em 3,7%, o
& cricetus - biotipo III, como espécie Unica em 0,93%. A espécie S. sobrinus -

biotipo IV ndo foi isolada de nenhum individuo como cultura pura.

CARLSSON™, 1989, relatou que a ingestio freqliente de produtos
com altas concentracOes de aglicar aumenta a atividade cérie e que o efeito do
agicar foi explicado no estudo de Vipeholm pelo aumento da produgdo de acido
pelas bactérias. Comparadas com outras bactérias os Lacrebacillus e S. mutans sdo

as que t&m enzimas resistentes aos acidos.

CARLSSON", 1989, concluiu que as diferencas na dieta entre grupos

populacionais podem nfo ser suficientes para efetuar contagens de Lactobacillus ¢
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de S. mutans, mas suficientes para mostrar diferengas na prevaléncia de céries. B
clara a correlagfio entre microrganismos cariogénicos e cdrie dental em populagdes
com habitos dietéticos cariogénicos. Os resultados sugerem que nfio hd uma
relacdo simples entre a quantidade de aglicar avaliada e a colonizagio por S

mulans.

NEWBRUM™, 1989, relatou que as conclusdes prévias concernentes
ao desempenho da sacarose na etiologia da céarie so baseadas em razdes
epidemioldgicas, bem como em estudos controlados em humanos e animais.
QOutros estudos em animais, nfio compararam os itens dietéticos humanos comuns,
¢ sim compararam a cariogenicidade de diferentes carboidratos amido, sacarose,
maltose, lactose, frutose ¢ glicose, geralmente adicionados & dieta em forma de po.
Sob tais condicOes, a sacarose mais do que qualquer outro carboidrato,
invariavelmente induz mais a lesfio do tipo de superficie lisa. O papel chave da
sacarose como substrato dietético no processo de cdrie de superficie lisa pode ser
explicado no campo da bioquimica. Cérie d,e. superficie lisa depende do
crescimento da placa dental. Varlas investigagdes independentes demonstraram
claramente a presenca de polissacarideos extracelulares, tanto os glucanos quanto
os levanos da placa. Os glucanos particularmente a fragdo insoluvel em Aagua,
podem servir como componentes estruturais da matriz da placa, com efeito

“colante” de certas bactérias ao dente entre si. Os levanos soldveis e alguns dos
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glucanos soluveis sdo degradiveis pela microbiota da placa e podem funcionar
como reservas transitérias de carboidratos fermentaveis, prolongando, dessa forma,
a duragdo da produgdo de dcidos. Estes polissacarideos sdo sintetizados pelas
enzimas, as quais na maior parte sfo extracelulares ou ligados a superficie da
célula e mostram um alta especificidade para a sacarose com um substrato, As
enzimas envolvidas nessa sintese, glicosil e frutosil transferase foram isoladas e

purificadas do S. sanguis e S. mutans.

VAN HOUTE et al. %, 1989, esmdarém in vitro os perfis do pH de
massas celulares de S murans determinando com um modelo que permitiu
penetragio vertical da glicose aplicada perifericamente através da massa celular e
da avaliacdo do pH em diferentes profundidades dentro da massa celular, um maior
volume de matriz rica em glicano foi associado a um inicio anterior ¢ maior
velocidade de diminuicfo do pH na profundidade da massa celular; o suprimento
de glicose para as células nas massas com um teor de glucano negligencidvel e alta
densidade celular em particular, pareceu ser muito reduzido para que um aumento
na concentracio de glucose ampliasse o inicio e velocidade da diminui¢éo do pH.
A avaliacdo neste e em outros estudos in vitro (DIBDIN & SHELLIS?, 1988) de
massas celulares pobres e ricas em glicanos com relagio a fatores como difusfo,
capacidade de tamponamento, fragdo de Volumé extracelular e porosidade,

sugerem que a diminuicio ampliada do pH, associada ao glucano nas masgsas
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celulares, é baseada em dois fatores chave. Primeiro, o espacamento celular
ampliado associado ao glucano causa porosidade maior da massa celular, devido 2
baixa densidade orginica do contelido da malriz, com relagio 4 das células.
Segundo o suprimento de carboidratos para as células nas massas celulares em
geral é restrito e permite uma acidogénese em velocidade apenas abaixo da
minima. Contudo, um aumento do volume da \matriz por glucanos permite a
passagem de quantidade maior de glicose. Isso leva a uma velocidade maior na
producdo bacteriana de 4cido, penetracio mais rdpida da glicose mais
profundamente, na massa celular e diminuig8o ampliada do pH nas regides

periféricas e profundas da massa celular.

MACPHERSON et al. ™, 1990, realizaram um estudo in situ com
dura¢do de 3 semanas, no qual 5 voluntarios adulitos utilizaram dispositivos intra-
orais removiveis, que foram colocados na parte inferior da cavidade bucal, nos
guais foram inseridos blocos de esmalte. O estudo seguiu 3 diferentes protocolos:
1) Condi¢des normais de formacfio de placa sobre _oS blocos (PN) placa normal;

2} Aplicagio intra-oral de solugﬁ(; de sacarose (10%) sobre os blocos, 9 x ao dia;
3) Inoculaclo de amostras de S. mufans nas primeiras 28 horas iniciais do
experimento, obtidas a partir da saliva de cada individuo, associado a aplicagfo

intra-oral de sacarose 9 x ao dia.
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Concluiram através deste estudo que a aplicagfio intra-oral de solugio de
sacarose sobre os blocos de esmalte { 9 x ao dia durante 3 semanas, associado 3
ingestio de uma dieta normal pelos voluntarios, apresentou pouco efeito
qualitativo e quantitativo na composi¢io microbiana da placa. Nenhuma diferenca
significante na proporgdo de S. mutans e Lactobacillus spp foi encontrada entre as
duas diferentes fases isto é, (1) condigles normais de formacio de placa (Placa
Normal) e placa formada na presenca de sacarose aplicada 9 x ao dia, mas a
inoculago de S. mutans durante 28 horas iniciais do periodo experimental
combinado com a aplica¢fio regular de sacarose (3) resultou em um aumento nas
propor¢des de isolamento de ambos microrganismos, e uma diminuigdio na
contagem de S. sanguis e S. oralis. O resultado mostrou nfio haver nenhuma
diferenga nas contagens de S. mutans e Lactobacillus por unidade de area do

esmalte entre Placa Normal e (1) aplicagfo intra-oral de sacarose (2).

MACPHERSON et al. ®, 1990, investigaram através de um estudo,
onde voluntdrios utilizaram dispositive intra-oral, no qual foi determinado a
desmineralizacfo do esmalte dental associado com a composi¢do da microbiota da
placa. Dispositivos contendo blocos de esmalte foram colocados na parte inferior
da cavidade bucal segundo 3 protocolos:
1) condicgdes de placa formada normalmente (Placa Normal);

2} aplicagdo intra-oral de sacarose a 10%;
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3} inoculagdo de amostras de S. mutans sobre os -blosos, obtidos da saliva dos
proprios voluntdrios + aplicago de sacarose 10% 9 x ao dia.

Apés 21 dias, as placas foram coletadas e a composico microbiana da
mesma foi determinada utilizando-se diferentes meios de culturas. Um total de 144
sitios dos blocos de esmalte foram estudados e divididos em 4 grupos: (Gl, G2,
G3, G4) com base na perda de mineral do esmalte AZ (% de volume mineral x
um}. Em sitios designados Gmpo I, onde a perda mineral que ocorreu foi menor
que 200 unidades AZ; Grupo 2 consistiu de lestes de 200-499 unidades AZ; Grupo
3 - 500-999 unidades AZ; e sitios onde a perda mineral foi de pelo menos 1000 AZ
(Grupo 4). Os resultados indicaram que os Lactobacillus foram encontrados em
proporgdes significantes (p< 0,05) em sitios onde houve maior perda mineral
{Grupo 4), nenhuma outra diferenca significativa em relagfo a este género foi
encontrada nos demais grupos. Foi observado um aumento progressivo na
fregiiéneia de isolamento de S. mutgns do Grupo 1 ao Grupo 4. A aplicagfio
freqliente de sacarose resultou em um leve, mas nfo significante aumento nos
niveis médios de desmineralizagio, comparada com sitios formados por placas
formadas normalmente, somente com a ingestdo nonnai de acicares na dieta;
enguanto que, um nivel maior de perda mineral ocorreu em sitios que receberam
implantag@o inicial de S. mutans e aplicages intra-orais de sacarose. Foi sugerido
entio que utilizando-se deste protocolo (3) os S. mutans foram capazes de

competirem com sucesso com outros microrganismos da placa em muitos locais,
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favorecendo a criacio de um ambiente, que conduziriam 3 proporcdes aumentadas
de microrganismos acidiricos e perda mineral. O achado de uma freqiiéncia
significativamente maior no isolamento de S. mufans em sitios onde a perda
mineral foi maior (AZ Grupo 4), evidéncia mais uma vez o papel deste grupo de
microrganismos no desenvolvimento de lesGes de esmalte, indo ao encontro de
estudos cruzados e longitudinais que demonstraram 'que S. mutans fol isolado mais
freqlientemente de locais com lesdes cariosas, do que em superficies livres de cérie

(LOESCHE et al. %, 1975; LANG et al.”, 1987; MARSH et al. , 1989).

ZERO et al., 1990'%, 1991”, investigaram a resposta adaptativa dos
estreptococos do grupo “mutans” ao crescimento em condigdes de pH baixo.
Estudaram a atividade g}i'colftica de duas cepas de estreptococos do grupo
“mutans”, S. mutans 1B-600 e S. sobrinus 6715-13 que cresceram em cultura, com
diferentes condigdes de pH. O pH ambiental durante o crescimento foi diminuido
pela reducio da capacidade de tamponamento do meio basico TTY (HAMADA e
TORI® , 1978). O meio modificado continha 1/8 da concentrag8o dos sais
tamponantes encontrados no meio basico. A atividéde glicolitica das suspensdes
celulares lavadas das cepas em teste foi medida em niveis constantes de pH, de 7 ¢
5, com pH estaciondrio. Foram estudadas tanto as culturas de fase estaciondria de

18h como as de fase logaritmica. Os resultados demonstraram que o crescimento
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em condigdes de pH baixo ampliou a atividade glicolitica das cepas em teste dos S,

muians.

ZERQO et al.'", 1992, neste estudo abordaram a questiio da espessura
da placa e difusdo de agicar com um modelo de cérie intrabucal. O modelo
consistiu de um aparelho palatino que prendia 8 blocos de esmalte bovino
revestidos por placa em teste, preparada pela coleta de culturas de S mutans. A
espessura de placa foi estabelecida pelas dimensSes de um prendedor de pléstico
que tinha 5 mm de largura. O acesso da saliva & placa em teste foi através de um
recesso de 5 mm em ambos os lados do prendedor de plastico. Os resultados deste
estudo que comparou dois diferentes tipos de placa em teste, mostraram a
importdncia da espessura e das propriedades de difusfo da placa. Placa sem
glucano foi preparada a partir de caldo Todd Hewitt ¢ uma outra com glicano foi
preparada com o mesmo caldo, suplementado com sacarose 2,0%. A alteragfio na
microdureza da superficie do esmalte bovino foi usada como medida indireta da
gxtensdo da desmineraliﬁat;éo do esmalte que ocorreu nos locais que
correspondiam as placas de espeésuras diferentes (0,5 mm, 1,5 mm e 2,5 mm). Para
a placa sem glicano, que foi principalmente um agrupamento de células de S
mutans, a desmineralizagfo foi detectada apenas no local onde a espessufa era de
0,5 mm, enquanto a placa com glucano resultou em desmineralizagdo em uma

camada mais espessa de placa (2,5 mm). A desmineralizagfio maxima ocorreu no
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local onde a espessura era de 0,5 mm, ap6s bochechos com glicose a 10%, idéntica

a prevista pelo modelo de DAWES e DIBDIN* (1986).

LINGSTRON et al. ©, 1994, realizaram um estudo no qual 8
voluntdrios sauddveis (3 homens e 5 mulheres) de 62 a 78 anos de idade
participaram, sendo que utilizaram prétese total. Os voluntérios foram instruidos a
reduzirem o consumo de lanches entre as refeicles e manter a ingestfio de agiicares
em suas dietas leves e constante nivel durante o estudo. O estudo foi dividido em 3
fases do tipo cruzado, com\duragﬁo de 21 dias cada. Durante uma das etapas do
experimento foi pedido aos voluntdrios que comessem batata chips e queijo na
primeira hora, totalizando 12-15 vezes por dia. Durante a segunda fase
experimental os voluntarios consumiram aproximadamente 5 g de sacarose contido
em caramelos, bala tofee, balas com licor (12-15 vezes ao dia). A terceira fase foi o
periodo controle no qual estes produtos néo eram consumidos. Foram utilizados 1
bloco de esmalte e 2 blocos de dentina ( 4 x 4 x 2 mm) na altura correspondente
a0s dentes pré-molares na parte inferior da protese e posicionados 1 mm abaixo da
superficie do polimero para favorecer a formag¢do de placa. Os voluntarios foram
instruidos a nfo escovarem os blocos durante as fases experimentais, mantendo a
higiene das outras partes da prétese total, utilizando dentifricio nfo fluoretado.
Para cada fase, novos bk}coé de dentina e esmalte foram utilizados. Apés cada fase

do experimento os blocos foram submetidos as andlises bioquimica,
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microbiolégica ¢ a dureza do esmalte ¢ dentina foram avaliadas. A andlise
microbioldgica foi realizada no 1% e 212 dias do experimento, onde foram coletadas
amostras de saliva € processadas para determinagdo do nimero de S, mutans e
Lactobacillus. No primeiro dia a média dos valores da contagem de 5. mutans da
saliva foi de 6,24 + 1,12 log. UFC/ml (n=24), Lactobacillus 5,46 + 1,12 (n=24)
que foi similar nos trés periodos. Houve um aumento estatisticamente significante
(p< 0,01) na contagem de S. mutans durante as 3 fases do experimento do 12 para o
21¢ dia. A contagem de Lactobacillus também aumentou durante os 3 periodos
(5,83 + 0,97 log. UFC/ml) (n= 24) mas nfo foi estatisticamente significante. Nio
houve diferencas nas mudangas dietéticas (1° x 21° dia) para 8. mutans ou para
Lactobacillus durante os 3 periodos experimentais. Houve uma grande quantidade
de placa dental formada sobre os blocos de esmalte e dentina em cada fase do
experimento. Entretanto, ndo foi avaliado a composi¢io microbiana, no que se
referiu a quantidade ou qualidade microbiana da mesma. Foi sugerido que a
composi¢iio microbiana desta placa era similar p?ovavelmente aquela encontrada
nos dentes naturais, desde que pessoas desdentadas com prétese total ndo parecem
diferir significativamente de 'individuos com dentes, no que diz respeito a
microbiota da saliva e placa incluindo S. mutans ¢ Lactobacillus (THEILADE et
al. ¥, 1983; EMILSON & THORSELIUS *, 1988). Além disso, nenhuma
diferenca entre placa removida da superficie de blocos de esmalte inseridos nos

dispositivos e aquela removida de superficies de dente natural foi observada, a
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respeito da composigBio microbiana ou resposta do pH apdés bochecho com
sacarose a 10% (MACPHERSON et al. 1990 ). Desta forma é razodvel
presumir que a placa causando desmineralizagio de esmalte e dentina na
investigagdo presente tem em torno do mesmo potencial cariogénico que placa

sobre dente natural.

REBELO", 1994, realizou estudo in situ para avaliar a composigiio
bioguimica da placa dental em funcdo da freqiiéncia didria do uso de sacarose, e
pode concluir que: a placa dental formada na presenga de sacarose apresenta uma
menor concentragfo inorginica ( 6 x menos flilor, 3 x menos calcio e 2 x menos
fosfato) e também verificou qualitativamente que o meio forna-se com menor

capacidade de resistir aos desafios desmineralizantes.

WENNERHOLM et al. ®8, 1995, realizaram um estudo a fim de
determinar os efeitos da restricio da dieta nos niveis bucais de S. mutans e S,
sobrinus na saliva e placa dental. Neste estudo 20 voluntérios preencheram 3
critérios:
1) tinham uma contagem de S. mutans acima de 300.000 UFC/mI saliva;
2) hospedavam S. mutans e S. sobrinus na saliva;

3) comiam ag¢lcar com fregiiéncia.
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Os voluntédrios foram divididos ao acaso, 12 voluntdrios (grupo teste) os
quais abstiveram-se de alimentos contendo aglicar entre as refei¢des e reduziram o
consumo de aglicar nas refei¢des principais por um periodo de 6 semanas. O grupo
controle constituido por 8 voluntdrios nfo recebeu nenhuma instrugdo em relagio a
dieta durante este mesmo tempo. Amostras de placa e saliva foram coletadas no
inicio do experimento, 3% , 6* e 12* semanas. Os resultados mostraram que os niveis
de 8. mutans ¢ 8. sobrinus diminuiram na saliva e placa durante o periodo de 6
semanas de restricdo de acticar. Ambas as espécies pareceram reagir similarmente
i restrigio de aglcar, tanto na saliva quanto na _placa. Quando completou-se 12
semanas, isto € 6 semanas apds o perfodo de restricdo de aglicar, as contagens de
S. mutans e S. sobrinus tinham aumentado novamente, mas foram ainda menores
do que quando comparados com os valores do inicio do experimento.

Considerando nio estar definida qualitativamente a relagSo entre
freqliéncia de exposigdo a sacarose, o desenvolvimento de cdrie ¢ a contagem de S.

mutans, nos propusemos a realizar o presente trabatho.



MATERIAL e
METODOS
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6. MATERIAL e METODOS

6.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo foi do tipo cruzado, consistindo de quatro grupos de tratamentos,
nos quais doze (12) voluntarios utilizaram dispositivos intra-orais contendo blocos
de esmalte integros, a saber:

Grupo I : utilizando sacarose 8 vezes ao dia

Grupo II : utilizando sacarose 4 vezes ao dia

Grupo I : utilizando sacarose 2 vezes ao dia

Grupo IV : nfo utilizando sacarose

O periodo total do estudo compreendeu quatro etapas de vinte e oito
(28) dias com intervalo minimo de sete (7) dias, entre cada etapa. Em cada etapa
foram utilizados (12) voluntarios, trés (03) em cada tratamento, de tal modo que ao
final de todos os cruzamentos, todos os voluntérios foram submetidos a todos os

tratamentos.
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O fluxograma abaixo resume o delineamento:

ETAPAS
Grupos Voluntarios 12 22 3¢ | 48
I 1,2,3 -
I 4,5,6 »
HI 7.8,
v 11,12

Grupo I - fregiiéncia de sacarose 8X
Grupo II - fregiiéncia de sacarose 4X
Grupo III - fregiidncia de sacarose 2X

Grupo IV - freqiiéncia de sacarose 0X

6.2. FASE PREPARATORIA

6.2.1. Preparaciio dos Blocos Dentais

Para a realizac8o deste trabalho, foram utilizados dentes humanos,

terceiros molares inclusos integros extraidos por razfes clinicas, mantidos em

formol
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2% pH 7,0 desde a extracfio. Foram selecionados dentes sem defeitos no esmalte e
com mais de 2/3 da raiz completa.

Os dentes tiveram suas coroas seccionadas com disco diamantado de
dupla face (cortadeira ISOMET) e a partir do terco médio coronal foram obtidos
blocos dentais de 3 x 3 x 2 mm. As medidas foram conferidas e acertadas
utilizando-se paquimetro digital MAUSER JUNIOR (0,01 mm/150 mm) e micro-
motor £S421 DENTE com disco diamantado. Em seguida os blocos foram polidos
com pasta diamantada METADI |l diamond compound 3 micron (BUEHLER) em
disco de feliro na politriz AROTEC APL 4 durante dois (02) minutos, removendo-se
assim aproximadamente 50 pm da camada externa do esmalte dental
{(FEATHERSTONE & ZERQY, 1992). Assim, foram obtidos 192 blocos, os

quais foram divididos casualmente para cada voluntirio em cada etapa.
6.2.2. Confecciio dos Dispositivos Intra-orais

Foram confeccionados quatro (04) dispositivos intra-orais palatinos
para cada voluntario (um para 'cada etapa do experimento), nos quais foram
preparadas quatro (04) cavidades de 3 x 3 x 3 mm na altura correspondente aos
dentes molares, sendo dois de cada lado onde foram fixados os blocos dentais.

Uma tela plastica foi fixada sobre os blocos dentais deixando-se um espago de 1
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mm entre o bloco e a tela plastica para permitir acimulo de placa dental

(BENELLI et al.*, 1993). (Figura 1).

Figura 1 - Dispositivo intra-oral palatino
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6.3. FASE CLINICA

Doze voluntirios adultos residentes em Piracicaba (regifio de 4gua
fluoretada) com bom estado de satide bucal e geral participaram deste estudo. Os
voluntdrios utilizaram os dispositivos diariamente inclusive para dormir,
removendo-os, porém mantendo-os em ambiente Gmido durante &s refeigdes.
Orientagbes por escrito foram passadas aos voluntirios enfatizando a néo
utilizagdo de produtos contendo flior, exceto dgua. A escovacg8o habitual dos
dentes assim como da superficie interna do dispositivo foi feita com dentifricio nfio
fluoretado. Para simular desafio cariogénico, colocou-se uma gota de solucéio de
sacarose 20% sobre cada bloco de esmalte e apdés 5 minutos o dispositivo foi
recolocado na boca; sendo a fregiiéneia e hordrio deste procedimento de acordo

com o delineamento experimental. (Apéndice).
6.4. FASE LABORATORIAL
6.4.1. Coleta da Placé Dental
Ao final de cada etapa do experimento, as telas plésticas que

recobriam os blocos de esmalte foram removidas com [Aminas de bisturi n2 15 ¢

entdo com uma espatula pldstica de ponta fina (JON) contida no interior de um
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tubo de ensaio, fechado com tamp#o de algoddo, previamente esterilizados, foi
coletada a placa dental, 12 horas apds gotsjar sacarose, segundo o ultimo hordrio
estabelecido, formada sobre os blocos de esmalte sendo imediatamente transferida
para um pedago de papel aluminio contido no interior de uma placa de Petri
esterilizada e pré-pesada, e o peso umido da placa foi determinado utilizando

balanga ANALITICAL PLUS OHAUS.

6.4.2. Homogeneizacio e Diluicio

Depois de obtido o valor do peso imido da placa dental , para cada 1,0
mg de placa foi adicionada 1,0 ml da solugfo tampéo fosfato 0,1 M pH 7,4
sendo os dados anotados em fichas.

Entdo, realizada a dilui¢do na propria placa de Petri, transferimos toda
a amostra para tubo de ensaio contendo somente pérolas de vidro, fechados com
tamp#o de algodio e esterilizados. Os tubos de ensaio contendo amostras de placa
foram submetidos a homogeneizagio através da agitacdo dos tubos em agitador de
tubos PHOENIX, por 30 ségundos. A seguir, a suspensio foi diluida em séries
decimais de 10" a 10° em tubos contendo 4,5 ml de PBS. Os tubos foram
conservados em gelo picado durante toda a coleta e levados para o laboratério da

disciplina de microbiologia.
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O tempo decorrido desde a coleta das amostras e até o processamento

ndo excedeu quatro horas (BENTLEY et al.®, 1988),

6.4.3. Semeadura do Material

Aliquotas de 0,05 ml de cada dilui¢do foram depositadas no centro das
placas de Petri (PERFECTA), de 12 x 60 mm, contendo 4gar sacarose bacitracina -
SB20 (DAVEY & ROGERS?, 1984). O material depositado foi distribuido
uniformemente sobre a superficie dos meios de cultura, com o auxilio de um
bastiio de vidro em forma de L, esterilizados.

As placas foram incubadas a 37° C, em anaerobiose utilizando-se ©
sistema Gas-Pak (BBL), durante 48 a 72 horas (VAN HOUTE et al.”, 1978).

O meio de cultura SB20 (DAVEY & ROGERSY, 1984), constituido
para modificacfo do “Trypticase Yeast Extract Cystine agar medium”™ - TYC (DE

STOPPELLAAR et al.*, 1967), apresentava a seguinte composi¢o:

Bacto-Casitona ‘ DIFCO | 1,5¢g
Extrato de Levedura  DIFCO 0,5g
L~ Cistina MERCK 0,02¢g
Sulfito de Sodio MERCK 0,01g
Acetato de Sédio MERCK 2,0g
Sacarose P.A, MERCK 20,0g
Agar SIGMA 1,5g

Agua Destilada , 100,0 mi
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Os componentes foram dissolvidos em agua destilada e autoclavados a
120 ° C por 20 minutos, Apds o resfriamento a aproximadamente 55° C, a solugdo
de bacitracina foi adicionada em condicOes assépticas para obter concentragdo final
de 0,2 U/ml. Aliquotas de 5,0 ml do 4agar foram distribuidos na cdmara de fluxo
laminar (VECCO), em placas de Petri esterilizadas. Estas foram acondicionadas em
posico invertida e incubadas a 37° C por 24 horas, para testar a grau de
esterilizacdo.

As placas contendo meio de cultura eram embaladas em parafilme e

conservadas em geladeira, em posig8o invertida até o momento do uso.

6.4.4. Contagem das Amostras das UFC/mg de placa dental

A observagdo das colonias com caracteristicas pertencentes aos
estreptococos do grupo mutans foi realizada sob luz refletida com auxilio de um
microscopio  estereoscopio (NIKON) seguindo os padres descritos por
STOPPELAAR et al.(1967%, 1969”), VAN PALENSTEIN HELDERMAN et
al.™ (1983), DAVEY & ROGERS” (1984) e AZEVEDO' (1988).

A contagem das colénias com caracteristicas pertencentes aos

estreptococos do grupo mutans foram realizadas em contador de coldnias

PHOENIX.
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"A partir de coldnias bacterianas que desenvolveram-se no meio de
cultura, sem apresentar caracteristica cultural pertencente aos estreptococos do
grupo mutans, era feito uma bacterioscopia para a coloragdo de Gram, a fim de

determinarmos as caracteristicas morfoldgicas, arranjos e caracteristicas tintoriais.

Figura 2 - Aspecto das coldnias de estreptococos do grupo mutans em meio SB20
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6.4.5. Embutimento dos Blocos de Esmalte Dental para Anilise de

Microdureza

Para cada voluntario, utilizamos uma laminula de vidro de (tamanho
médio). Inicialmente marcamos com caneta hidrécor o canto superior esquerdo da
laminuia com um ponto. Os blocos de esmalte foram ordenados de acordo com a
freqiiéncia de utilizagdo da solugdo de sacarose a 20% utilizada. por cada
voluntirio, e com adesivo instantineo super BONDER®, os blocos foram colados,
de modo que o eixo longitudinal dos blocos ficaram paralelos 4 superficie da
laminula, sendo que todas as faces oclusais ficaram para a cima e a cervical paraa
baixo.

Os blocos dentais foram embutidos em discos de resina acrilica incolor
autopolimerizdvel, CLASSICO, com auxilio de uma embutidora metalogréfica,
AROTEC C modelo PRE-30, padronizando-se 10 minutos de embutimento, com

uma média de 100 Kgficm? de press#o, e 20 minutos de resfriamento.
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6.4.6. Corte ¢ Polimento das Amostras

Seccionamos o corpo de prova na cort_adeira metalografica - BUEHLER
ISOMET ™ lubrificado com éleo mineral - BUEHLER-ISOCUT FLUID, de modo
que o corte passasse pelo meio dos blocos dentais, sempre refrigerando-se com
oleo. Iniciamos, o corte com baixa velocidade, aumentando-s¢ gradativamente.
Para acabamento, foram empregadas lixas abrasivas de granulacio 600 de 6xido de
aluminio (NORTON, BRASIL) em uma lixadeira politriz AROTEC - modelo APL 04
sob refrigeracdo e dgua, Os corpos de prova foram entdo polidos seqiiencialmente
nessa mesma politriz, utilizando-se pasta diamantada para polimento, marca
BUEHLER, de 3 um (verde) metamed, e | um respectivamente, em tecidos DP
STRUERS e refrigerado a 6leo mineral BUEHLER - ISOMET FLUID. O polimento
foi considerado satisfatorio, quando se verificou a auséncia de riscos deixados

pelos abrasivos sobre as superficies dos corpos de pfeva. (Figura 3)
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Figura 3 - Caracteristica do disco polido, pronto para a analise de microdureza dos
blocos de esmalte dental. Legenda: A- acrilico de embutimento; B-

bloco de esmalte dental
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6.4.7. Analise da Microdureza dos Blocos de Esmalte Dental

As impressbes de microdureza foram realizadas longitudinalmente
atraves das faces cortadas, utilizando-se o microdurfmetro - SHIMADZU, modelo
HMV - 2000 e penetrador tipo Knoop com carga de 25 g durante 30 segundos.
Neste estudo foram realizadas 18 impressSes, a partir da superficie externa do
esmalte em direcfio 3 dentina, tomando como referéncia a divisfo entre a parte da
resina embutidora e a superficie do esmalte dental. Inicialmente foram feitas 6
impressdes no meio do bloco de esmalte, sendo a primeira a 10 pm, e as demais a
24, 30, 50, 70, 90 um de distdncia da superficie externa do esmalte dental. Em
seguida, foram feitas mais 2 sequéncias de 6 impressées, seguindo as distdncias
citadas acima, 100 pum acima da leitura incial, mais 100 pm abaixo da leitura
inicial. A média das 03 determinacdes a detex'_minada distdncia da superficie
representa a dureza do esmalte a especificada distincia, a qual foi submetida a
analise estatistica. Também, através da regra trapezoidal (JONES &
KENWARD®, 1989), determinou-se a 4rea integrada de dureza do esmalte (um x
KHN) a qual foi estatisticamente analisado. Depois de efetuadas as impressdes,
foram feitas as leituras de dureza Knoop (KHN), e os corpos de prova,
fﬁtomfadas, utilizando-se o equipamento fotogréfico acoplado ao

microdurdmetro, cAmera OLYMPUS modelo C.35 DA - 2 com aumento
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proporcionado pela objetiva de 10x, onde podem ser observados nas figuras 6, 7, 8,

9.

6.4.8. Analise de Flior na Agua de Abastecimento Piblico

No decorrer das quatro (04) etapas experimentais a concentragio de
fldor na dgua de abastecimento publico de Piracicaba, foi avaliada diariamente,
utilizando-se potencidmetro ORION EA 940 com um eletrodo especifico para flior
modelo 96-09, utilizando-se para calibragdo do aparelho padrdes de 0,1 a 1,0 ppm

F.

6.5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados estatisticamente considerando o

delineamento experimental cross-over (JONES & KENWARD, 1989).
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7. RESULTADOS

7.1. CONTAGEM TOTAL de S. mutans na PLACA DENTAL

Os resultados (média + desvio padrio) em relaclio a contagem total de
Estreptococos do “grupo mutans” na placa dental em termos de unidade formadora
de colbnia por peso de placa dental (UFC/mg) relacionados com a freqiiéncia do

uso de sacarose (0 a 8x) estdo demonstrados na Tabela ] e Figura 4.

Tabelal - Média e desvio padrio da média da contagem (10*) de Estreptococos

do “grupo mutans” na placa, para os quatro tratamentos.

SACAROSE/dia CONTAGEM na PLACA (UFC/mg)
0 | 26,7167 + 13,3574
2% 46,7150 +30, 8098 a
4x 102, 4444 +533378 a
8 x 52,1767 + 21,4808 a

* hédias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si 2o nivel de significincia de 3%.

Verificou-se que os tratamentos 0 de sacarose, 2 x de sacarose, 4 x de

sacarose e 8 X de sacarose nio diferiram estatisticamente entre si. A maior média



observada foi o do tratamento 4 x de sacarose, e a menor média o do tratamento 0

de sacarose. Estes resultados estao ilustrados na Fig. 4.

120

Média da Contagem de S.mutans

0 2X 4x 8x
Tratamentos

Figura 4. Média da contagem de Estreptococos do “grupo mutans™ na placa para os

quatro tratamentos (10")
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7.2. ANALISE QUALITATIVA de CARIE DENTAL

Ao exame visual podemos observar que o esmalte dental submetido ao
tratamento com sacarose 8X, apresentou uma maior perda de mineral representada
pela presenca de uma extensa lesdo branca. Enquanto que, nos tratamentos 2X, 4X

e na auséncia de sacarose ndo foi observado perda mineral. (Figura 5).

Figura 5: Aspecto dos blocos dentais apds os tratamentos com sacarose

(de 0 a 8 x/dia)
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Com blocos dentais seccionados ao centro podemos obervar os aspectos
histolégicos descritos a seguir. Nas Figuras 6 e 7 quando utilizou-se tratamento
sem sacarose e sacarose 2X respectivamente, podemos verificar auséncia de carie.
Enquanto que na Figura 8, tratamento de sacarose 4 X podemos observar o
desenvolvimento da lesdo de carie e na Figura 9, com tratamento sacarose 8X uma

lesdo de cérie mais acentuada.

Figura 6: Aspecto histoldgico do esmalte dental submetido ao tratamento 0 de
sacarose. Legenda: A- acrilico de embutimento; S- superficie dental;

I- indentagdes; E- esmalte dental.



Figura 7: Aspecto histolégico do esmalte dental submetido ao tratamento 2 X
sacarose/dia. Legenda: A- acrilico de embutimento; S- superficie dental;

I- indentagdes; E- esmalte dental.
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Figura 8: Aspecto histoldgico do esmalte dental submetido ao tratamento 4 X
sacarose/dia. Legenda: A- acrilico de embutimento; S- superficie dental;

I- indentagdes; E- esmalte dental.
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Figura 9: Aspecto histologico do esmalte dental submetido ao tratamento 8 X
sacarose/dia. Legenda: A- acrilico de embutimento; S- superficie dental;

I- indentagdes; E- esmalte dental.
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7.3 ANALISE QUANTITATIVA DE CARIE DENTAL

A tabela abaixo mostra as médias e desvios padrbes das médias de dureza
Knoop nas distancias de 10,20,30,50,70 e 90 um da superficie dental em funcéo
nos blocos de esmalte dental submetidos aos diversos

dos tratamentos

ratamentos,

Tabela I - Médias e (desvios padrdes) das médias de dureza na distancia de 10,20,

30, 50, 70 & 90 um.

Tratamentos DISTANCIA da SUPERFICIE (jum)
Sacarose/dia 10 20 30 : 50 70 30
0X 24980a 29798a 328,20a 351,68a 359,13a 358,094
(21,7399)  (15,6313)  (10,8536)  (5,9900)  (5,6576)  (5,1926)
2 X 21835a 277,94a 309,56a 34795a 34749a 347,13a
(19,4178)  (10,6836)  (8,1741)  (8,5979)  (8,2099)  (8,6040)
4 X 187,30 ab 23426ab 278,18a 32736a 32938a 341364
(22,1128)  (22,8720)  (19.4199)  (12,4637)  (14,5365)  (11,3619)
§X 10663b 141,97b 15848b 219,59b 250,02b 266,73 b
(28,4009)  (41,4989) (43,5377)  (37.6169)  (36,9983)  (33,8980)

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significincia de 5%.
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Os resultados do teste Tukey para as comparagBes de médias estdo
apresentados na tabela II, verificamos que em todas as distdncias estudas, o
tratamento que apresentou significdncia, foi o tratamento 8 vezes (freqiiéncia de
sacarose}, que diferiu de todos os outros tratamentos e esses ndo diferiram entre si.
Essa diferenca implica em afirmar que este tratamento (8 X)) foi o que apresentou a

menor média de dureza de esmalte. Estes resultados estdo ilustrados na Fig. 10.
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A area total de dureza do esmalte desde a superficie foi determinada

sendo apresentada na Tab. IiI.

Tabela III- Médias (desvios-padrdes das médias) das dreas integradas de dureza

total do esmalte.

‘Tratamentos Médias
0 26949,18 (632,1376) a
2X 25527,64 (785,0297) a
4X 24000,78 (1157,5545) a
8§ X , 15887,42 (2739,1912) b

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si (Tukey) ao nivel de 5% de significincia

Observa-se que a a maior perda de mineral (menor dureza)
ocorreu quando da utilizac@io de sacarose 8x/dia, diferindo dos demais tratamentos

os quais porém ndo diferem entre si. Estes dados estdo ilustrados na Fig. 11,
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0x 2x 4x 8x

Sacarose/dia

Figura 11: Area total de mineral em funcéo dos tratamentos.
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7.4. ANALISE de FLUOR na AGUA

A seguir s8o apresentados os resultados da anélise de flior na 4gua (média e

desvio padrdo) no decorrer das quatro etapas do expérimento.

~ Tabela IV - Médias e desvio padrdo da concentragdo de flior na dgua durante as

- quatro etapas do experimento.

ETAPAS ppmF PERIODO
1 0,69 + 0,04 06/04 a 04/05/94
2 | 0,69 + 0,06 11/05 a 08/06/94
3 0,75 + 0,08 17/08 a 14/09/94
4 0,74 +0,03 21/09 a 19/10/94

| ¥ Médias e desvio padriio do perfodo experimental total. Média = 0,72; s= 0,03
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8. DISCUSSAO dos RESULTADOS

Esta bem estabelecido que os carboidratos fermentdveis exercem um
importante papel na etiologia da carie (RUGG-GUNNY, 1983). O metaholismo da
sacarose pelos 8. mutans exerce um importante papel na manutengfio deste
microrganismo na superficie dental, o qual estd associado com o inicio e a
progressdo de cdrie dental (LOESCHE®, 1986). InvestigacBes tém mostrado que a
exposi¢do a sacarose (9x/dia) pode aumentar a incidéncia e severidade das lesdes
do esmalte dental (VON DER FEHR et al.”, 1970; GEDDES et al.*, 1978).

O resultado do presente trabalho vai de encontro com o achado destes
investigadores pois mostrou que o desenvolvimento de carie foi fungdio da
freqiiéncia do uso de sacarose. Isto tem sido afribuido a predomindncia do
fenmeno de desmineralizacio (GEDDES et al. %, 1978, GUSTAFSON et al. ©,
1954). Como REBELO” (1994) descreveu em seu trabalho uma placa dental
formada quando da alta freqiiéncia de sacarose, teria em termos de fons célcio,
fosfato e fllior menores condigbes de suportar os desafios cariogénicos. A maior
freqiéncia de exposicfo & sacarose promove um acimulo maior de placa com uma
| ;:_ malor producfo de polissacarideos insoliveis produzidos pelos estreptococos do
grupo mutans ¢ aumenta a porosidade da placa dental pelo aumento da distdncia
.:; interbacteriana facilitando assim um aumento da difusdo do substrato (sacarose).

| Isso leva a uma maior produgdo bacteriana de &cido, diminuigdo ampliada do pH
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nas regides periféricas e profundas da massa celular. Esse conceito é apoiado por
estudos recentes com o modelo intrabucal de BRUDEVOLD" , 1984, (FU et al. *,
1991). Em relagfio ao presente trabatho, o tratamento 8x vezes (fregliéncia de
sacarose), foi o que conduziu 4 niveis médios maiores de desmineralizagfio (Tab.
ILII e figs. 10 e 11) comparados com os outros tratamentos (0, 2x, 4x). Entretanto
nas contagem de Estreptococos do “grupo mutans”' submetidas a esse tratamento
n#io foram observadas diferengas significativas na placa em fungdo da exposicio de
~ sacarose, (tratamentos 0, 2x, 4x) sendo que no tratamento 8x, a contagem foi
f menor em relagio ao tratamento 4x. Os resultados observados em relacdo a
contagem de Estreptococos do “grupo mutans” mostraram uma tendéncia de
:; aumento em funcio da frequéncia de sacarose, entretanto as diferencas observadas
nio atigiram nivel de significdncia estatistica a 5% devido a grande variabilidade

. observada. Em acréscimo, quando da exposigdo a sacarose 8x/dia a contagem de

Estreptococos do “grupo mutans” diminuiu. Isto pode ter ocorrido em fungfo da
metodologia utilizada para homogeneizacfo da placa dental. Assim, REBELQ”
- {1994) mostron qué a concentragio de polissacarideos insoliiveis na placa quanda
-da exposigdio a sacarose 8x/dia é 3 vezes mator quando de menores freqiiéncia,
| Considerando que estes polissacarideos agem como agentes de adesfo das
bactérias, a homogeneizac8o com pérolas de vidro pode nfio ser o procedimento
éziabaratcrial mais adequado para esta avaliagio. Muito provavelmente se tivesse

E-Sid{} determinada a porcentagem de Estreptococos do “grupo mutans” em relagéo
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ao numero total de Estreptococos as diferencas teriam sido evidenciadas. No estudo
i situ realizado por MACPHERSON et al. ™, 1990, foi demonstrado que no grupo.
o qual gotejava solucdo de sacarose a 10% sobre o blocos esmalte dental 9x ao dia,
assoclado a uma dieta normal recomendada aos voluntarios. exercen uma influéneia
ndo significativa, tanto em termos qualitativos como quantitativos em relacdio a
composigdo microbiana da placa em comparagio com outro protocolo, seguido por
estes voluntdrios, o qual nfo utihizavam sacarose. O resultado do nosso trabalho
como o de MACPHERSON et al. *, diferem dos estudos relatados por STAAT et
al. ®, 1973, no qual demonstraram auwmento na contagem de S mujans e
Lactobacillus na placa associada a uma dieta rica em sacarose, comparado com
placa associada a uma dieta pobre em sacarose. Por outro lado, SCHEIE et al. ™,
1984, demonstraram que a prevaléncia de S. mutans ndo fo1 afetada por modificagio
na dieta (rica ou pobre em sacarose). WENNERHOLM et al. . 1995, mostraram
atraveés de um estudo realizado que os niveis de S. mutans e S. sobrimus diminuiram
na saliva e placa durante o periodo de 6 semanas de restricdo de acticar. Entretanto,
apesar de ter ocorrido uma contagem baixa de estreptococos do grupo mutans no
tratamento (8x). e ter sido o tratamento que promoveu maior perda mineral,
podemos supor, que além deste grupo de microrganismo  outros tipos de
microrganismos acidogénicos e acidiricos, podem ter constituido e colaborado
para a cariogenicidade da placa como foi mostrado no trabalho de MACPHERSON

et al % 1990, onde a contagem de  Lactobacillus  fol
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significantemente maior nos blocos de esmalte onde ocorreram significantes
perdas de mineral, onde foi mostrado que a atividade de cérie pode estar associada
a placa na qual os estreptococos do grupo mutans estavam presentes em pequenas
proporgdes.

O estudo aqui realizado foi de delineamento experimental do tipo
“cross-over” que caracteriza-se por ter o formato de um delineamento tipo
quadrado latino consideraﬁdo a condi¢do expeﬁmental em linhas e colunas, onde
existe uma semelhanca entre as respostas de unidas experimentais de uma mesma
linha; como por exemplo: nos casos em que nas mesmas unidade sdo reutilizadas
no mesmo experimento. O que diferencia o “cross-over” dos outros tipos de
delineamento é que as medidas de tratamentos diferentes sfo obtidos de uma
mesma unidade experimental. A vantagem é que obtém-se a comparacgio entre
tratamentos diferentes através da mesma unidade experimental. Além disso, o
modelo de estudo in sity, permite que a placa acumulada durante 28 dias
permaneca nas condiges ambientais da cavidade bucal e que os blocos de esmalte
posicionados no dispositivo intra-oral recebem uma freqiiéncia controlada de

SaCArose.




CONCLUSAO



92

9, CONCLUSOES

1*) Embora tenha sido observado uma tendéncia para o aumento da contagem de
Estreptococos do “grupo mutans” na placa dental em fungdo da exposigio a
sacarose, ndo se atingiu nivel de significncia estatistica, o que pode estar
relacionado com a variabilidade dos resultados e/ou os procedimentos para

homogeneizagdo da placa dental.

| 2%) Houve uma tendéncia para maior perda de mineral em fungio a exposigio a

sacarose, atingindo niveis de significincia quando da freqliéncia de 8x/dia.

3%) Néo houve relacdio entre perda de mineral pelo esmalte ¢ a contagem de

Estreptococos do “grupo mutans”, o que pode estar relacionado com o descrito

na conclusio namero 1.
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10. APENDICE

Tabela V - Contagem de S. mutans na placa dental (UFC/mg de placa) durante a

primeira fase do experimento.

VOLUNTARIOS TRATAMENTOS UFC/ mg de PLACA

i 8X 8,5 X 10°
2 8X 1,4 X 10°
3 8X 2,0 X 107
4 4X 1,4 X 10°
5 4X 4,0 X 10°
6 4X -

7 2X -

8 2X 1,6 X 10°

11 0 -




95

Tabela VI - Contagem de S. mutans na placa dental (UFC/mg de placa) durante a

segunda fase do experimento.

VOLUNTARIOS TRATAMENTOS UFC/ mg de PLACA
1 4x 5,6 X 10°
2 4X 3,0 X 10°
3 4X 1,7 X 10°
4 2X 1,2 X 10°
5 2X 3,1 X10°
6 2X 6,0 X 10°
7 | 0 2,0 X 10°
8 0 1,8 X 10*
11 8X 7,0 X 10¢

12 8X 4,6 X 10
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Tabela VII - Contagem de S. mutans na placa dental (UFC/mg de placa) durante a

terceira fase do experimento.

VOLUNTARIOS TRATAMENTOS UFC/ mg de PLACA

1 - 2X 1,0 X 10*
2 2X 4,6 X 107
3 2X -

4 0 1,6 X 10*
5 0 12X 10
6 0 | .

7 8X 1,5 X 10°
8 8X 3,0 X 10°
11 4X 3,9 X 10°

12 4X 1,3 X1
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Tabela VIII - Contagem de S. mutans na placa dental (UFC/mg de placa) durante a

quarta fase do experimento.

VOLUNTARIOS TRATAMENTOS UFC/ mg de PLACA

1 0 )

2 0 9,0 X 10°

3 0 6,0 X 10°

4 8X 4,5 X 10°

5 8X | 50X 10°

6 8X -

7 4X 1,2 X 10° |

8 4X 4,0 X 10°

11 0 5,0 X 10*

12 0 50X 10°




Tabela IX - Médias da analise de dureza do esmalte dental de acordo com os
diferentes tratamentos (0 a 8X) freqiiéncia de sacarose/dia nas

diferentes profundidades em relagfio & superficie do esmalte.

DIST. da
SUPERFICIE 10 20 30 50 70 90
Voluntario 1
Tratamento 0§ 291,41 | 254,16 | 304,74 | 328,35 [335,75] 3525
Tratamento 2 x 205 120233 1 320,33 {351,421354,167372,34
Tratamento 4 x 240,22 1 254,45 | 274,89 [ 352,66 [ 368,67 | 385,89
Tratamento 8x 297591357921 366,5 | 368 | 368,5 [372.33

DIST. da
SUPERFICIE 10 20 30 30 70 90
Voluntirio 2
Tratamanto 0§ 320,251 326,5 | 338,5 [363,331389.341 370,5
Tratamento 2 x 330,66 | 332,33 | 348,83 | 387,751 380,831 370
Tratamentc 4 x 231 1277581 322,75 1360,341378,251375,58
Tratamento 8x 77,18 0.0 0,0 {298,671327,671 319
DIST. da
SUPERFICIE 10 20 30 50 70 90
Voluntario 3
Tratamento 0 277,671 349,17 | 365,75 { 368,83 1366421 372,92

Tratamento 2 x 201,17 1 304,34 { 339,75 | 376,5 ¢ 370 366,08

Tratamento 4 x 212,421 291,33 { 358,17 ; 388,58 { 385,25 { 386,34

Traiamento 88X 139,06 | 247,67 | 262,63 ;321,58 1 343,08 | 335,08

DIST. da :
SUPERFICIE 10 20 30 50 70 90
Voluntdrio 4

Tratamento 0 2375 1 268,17 | 287,42 {352,009 136734 { 351 41

Tratamento 2 X 193,67 | 263,17 § 303,25 | 3385 134608 341

Tratamento 4 x 150,46 | 150,92 | 192,25 1276,84 1 306,92 [ 325,33

Tratamento 88X 0,0 0,0 § 107,77 ;202,56 { 304,89 | 338,11




Tabela IX - Médias da anslise de dureza do esmalte dental de acordo com os
diferentes tratamentos (0 a 8X) freqiiéncia de sacarose/dia nas

diferentes profundidades em relag3o a superficie do esmalte.

DIST. da :
SUPERFICIE 10 20 30 50 70 90
YVoluntario 5

Tratamento 0 311,251 330,92 { 359,84 | 362,25 1 360,42 | 361,42

Tratamento 2x 171,58 1 267,75 { 302,09 { 358,59} 363,5 35942
Tratamento 4 x 102,38 1 150,03 ;1 192,82 | 320,66 | 258,68 | 327,25

Tratamento 8§ X 58,99 | 88,07 | 43,17 | 92,68 | 166,79 ] 278,79
DIST. da

SUPERFICIE 10 20 30 50 70 90

Voluntario 6

Tratamento 0 321,17 { 332,16 |360,42] 364 | 366,34 |36642
Tratamento 2 X 237 124208 {290,171 324,5 | 332,33 | 346,41
Tratamento 4 x 155,5 | 234,25 1282,92] 359,25 | 355,16 | 363,42
Tratamento 8x - - - - - -

. {~) significa que os blocos perdidos nesta fase (8x)

ST, da
SUPERFICIE 10 20 30 50 70 90
Voluntario 7
Tratamento 0 112,4 | 209,25 | 286,08 | 318,25 335 [321,25

Tratamento 2 x 189,42 | 287,08 | 313,5 1346,251342,17 322,08
Tratamento 4 x 280,16 | 307,25 ¢ 312 325 1317,25]321,59
Tratamento 8x 11245( 14142 | 159,5 } 156,671 159 1156,33

[ DIST. da
; ; SUPERFICIE 10 20 30 50 70 90
+ 1 Voluntario 8

Tratamento 0 211,751 293,92 1 304,17 | 343,5 1349,67 ] 365,42

Tratamento 2X 187,82 1 219,43 | 297,67 | 344,331 335,08 { 332,25
Tratamento 4x 212,751 299,5 1 319,17 | 337.5 | 344,08 | 343,67
Tratamento 8x 4508 { 5244 | 4904 | 54,59 1 56,85 | 6042




Tabela IX - Médias da analise de dureza do esmalte dental de acordo com os

diferentes tratamentos (0 a 8X) freqiiéncia de sacarose/dia nas

diferentes profundidades em relac8o a superficie do esmalte.

| DIST. da \

| SUPERFICIE 10 20 30 50 70 90
Voluntario 11
Tratamento 0 276,25 | 346,42 | 360,83 | 362,5 | 365 |361,91
Tratamentoc 2 X 159,43 | 255,08 | 268,5 129991 (2955929717
Tratamento 4 X 77.94 | 142,07 | 243,92 | 275,75 | 281,84 [ 289,75
Tratamentc 8 X 80,89 | 126,85 | 113,76 | 154,98 | 177,98 | 224,67
DIST. da

SUPERFICIE 10 20 30 50 70 90
Voluntario 12
Tratamento 0 200,75 1 303,34 { 346,5 [365,92 363,251 363,5
Tratamento 2 X 236,421 280 | 292,16 1328,33] 340 |[363,83
Tratamento 4 X 179,17 | 235,25 | 287.67 | 308,92 | 323,5 {316,83
Tratamento 8 x 14758 1 263,33 | 324 1326,58 345,44 | 315,89

104
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Tabela X - Médias e desvios padrdes da média de dureza do esmalte na distdncia

de 10 ym.
Grupos Individuos Etapa 1 Etapa 2 Ftapa 3 Etapa 4
1 T4 297,56 T3 24022 12 295,00  T1 29141
! 2 T4 077,18 T3 231,00 T2 33066  T1 32025
3 T4 139,06 T3 21242 T2 201,17 T 277,67
4 T3 15046 T2 193,67 Tl 237,50 T4 000,00
2 5 T3 10238 T2 171,58  T1 31125 T4 058,99
7 T2 189,42  T1 11240 T4 11245 T3 280,16
8 T2 187,82 T1 211,75 T4 04598 T3 212,75
3 3 T1 27625 T4 080,89 T3 077,94 T2 15943
12 T1 20975 T4 147,58 T3 179,17 T2 23642

| de médias estlio apresentados na Tabela IL.

A analise de varincia para os dados da Tabela X, apresentaram significancia

estatistica para efeito de tratamento e efeito de grupos (p<0,05). As comparagSes
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Tabela XI - Médias e desvios padrfes da média de dureza do esmalte na distancia

de 20 pum.
Grupos Individuos Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapad
1 T4 357,92 T3 25445 T2 292,33 T1 254,16
1 2 T4 000,00 T3 277.,58 T2 332,33 T1 326,50
3 T4 247,67 T3 291,33 T2 304,34 T1 349,17
4 T3 150,02 T2 263,17 T1 268,17 T4 000,00
2 5 T3 150,03 T2 267,75 T1 330,92 T4 088,07
7 T2 287,08 T1 209,25 T4 141,42 T3 30725
8 T2 219,43 T1 293,92 T4 052,44 T3 299,50
3 11 . T1 346,42 T4 126,85 T3 142,07 T2 255,08
12 T1 303,42 T4 126,85 T3 142,07 T2 255,08

A andlise de variincia para os dados da Tabela XI, apresentaram

significancia estatistica para efeito de tratamento e efeito de grupos (p<0,05). As

comparagbes de  médias  estio  apresentados na  Tabela 1L
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Tabela X]II - Médias e desvios padrdes da média de dureza do esmalte na distincia

de 30 pm.
Grupos Individuos Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4

1 - T4 366,50 T3 274,89 T2 320,33 T1 304,74
i 2 T4 000,00 T3 322,75 T2 348,83 T1 338,50
3 T4 262,63 T3 358,17 T2 339,75 T1 363,75
4 T3 192,25 T2 303,25 T1 287,42 T4 107,77
2 5 T3 192,82 T2 302,09 T1 359,84 T4 043,17
7 T2 313,50 T1 286,08 T4 159,50 T3 312,00
8 T2 297,67 T1 304,17 T4 049,04 T3 319,17
3 11 T1 360,83 T4 113;76 T3 243,92 T2 268,50
12 T1 346,50 T4 324,00 T3 287,67 T2 292,16

A andlise de variincia para os dados da Tabela XII, apresentaram
significancia estatistica para efeito de tratamento e efeito de grupos (p<0,05). As

- comparagdes de  médias  estio  apresentados na  Tabela IL
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Tabela XIII - Médias e desvios padres da média de dureza do esmalte na distancia

de 50 um.
Grupos Individuos Etapa 1 Etapa 2 Ftapa 3 Etapa 4
! - T4 368,00 T3 352,66 T2 351,42 T1 328,50
1 2 T4 298,67 T3 360,34 T2 387,75 T1 363,33
3 T4 321,58 T3 388,58 T2 376,50 T1 368,83
4 T3 276,84 T2 338,50 T1 352,09 T4 202,56
2 5 T3 320,66 T2 358,59 T1 362,25 T4 092,68
7 T2 346,25 T1 318,25 T4 156,67 T3 325,00
8 T2 344,33 T1 343,50 T4 054,59 T3 337,50
3 11 Tl 362,50 T4 154,98 T3 275,75 T2 299,91
12 T1 365,92 T4 326,58 T3 308,92 T2 328,33

A andlise de varidncia para os dados da Tabela XIII, apresentaram

significancia estatistica para efeito de tratamento e efeito de grupos (p<0,05). As

| comparagdes de  médias  estdo  apresentados na  Tabela IL
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Tabela XIV - Médias e desvios padrdes da média de dureza do esmalte na distdncia

de 70 um.
Grupos Individnos Etapa 1 EtapaZ- Etapa 3 Etapa 4
1 T4 368,50 13 368-,67 T2 354,16 T1 335,75
1 2 T4 327,67 T3 378,25 T2 380,83 T1 389,34
3 T4 343,08 T3 385,23 T2 370,00 T1 366,42
4 T3 306,92 T2 346,08 T1 367,34 T4 304,89
2 5 T3 258,68 T2 363,50 T1 360,42 T4 166,79
7 T2 342,17 T1 335,00 T4 159,00 I3 317,25
8 - T2 335,08 T1 349,67 T4 056,85 T3 344,08
3 11 T1 365,00 T4 177,98 T3 281,84 T2 295,59
12 T1 363,25 T4 345,44 T3 323,50 T2 340,00

A andlise de varidncia para os dados da Tabela XIV, apresentaram

significancia estatistica para efeito de tratamento 'e‘efeito de grupos (p<0,05). As

comparagdes de  médias  esto  apresentados na  Tabela IL
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Tabela XV - Médias e desvios padrdes da média de dureza do esmalte na distincia

de 90 um.
Grupos Individuos Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
1 T4 372,33 T3 385,89 T2 372,31 T1 352,30
1 2 T4 319,00 T3 375,58 T2 370,00 T1 370,50
3 T4 335,08 T3 386,34 T2 366,08 T1 372,92
4 T3 325,33 12 341,00 T1 351,41 T4 338,11
2 5 T3 327,25 T2 359,42 T1 361,42 T4 278,79
7 T2 322,08 T1 321,25 T4 156,33 T3 321,59
8 T2 33225 Tl 365;42 T4 060,44 T3 343,67
3 11 T1 361,91 T4 224,67 T3 289,75 T2 297,17
12 T1 365,50 T4 315,89 T3 316,83 . T2 363,83

A anélise de varidncia para os dados da Tabela XV, apresentaram

- significancia estatistica para efeito de tratamento e efeito de grupos (p<0,05). As

 comparagles  de médias  estio  apresentados na  Tabela IL
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Tabela XVI - Médias e desvios padrdes da média de dureza do esmalte na area

total.
Grupos Individuos Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
I T4 2901795 T3 261545 T2 2703,15 T1 25379,75
1 2 T4 16102,70 T3 27299,65 T2 29275,65 T1 2870215
3 T4 2375545 T3 286895 T2 27736,30 T1 28800,50
4 T3 20073,75 T2 25250,40 T1 26083,20 T4 1032587
2 5 T3 1976,80 T2 26102,75 TI 23330,65 T4 9800,50
7 ITZ 2221085 T1 232220 T4 1224565 T3 2521420
8 T2 24509,15 T1 26078,10 T4 432290 T3 25914,60
3 1 T1 28427,00 T4 1258525 T3 19518,50 T2 2225713
12 T1 27518,05 T4 24830,50 T3 23380,10 T2 2330940

comparacdes de médias estfo apresentados na Tabela XVI.

A analise de varidncia para os dados da Tabela acima indicam significancia

| estatistica apenas para efeito dos tratamentos (p<0,05). Os resultados das
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Estudo in situ da relagiio entre freqiiéncia de exposiciio a sacarose, cirie
dental em esmalte humano e contagem de S. mutans na placa dental.
Instrugdo aos Voluntarios
1- O estudo serd dividido em 4 etapas. Sendo cada etapa de 28 dias e com intervalo

de 1 semana.
2- A 4gua ingerida deverd ser necessariamente de abastecimento pilblico de
Piracicaba.
3- Durante o periodo do experimento e uma semana antes de cada etapa nfo utlizar
nenhum produto contendo fltor, exceto dgua.
4- Qs dispositivos intra-orais deverfio ser utilizados durante todo o dia, inclusive
para dormir, inclusive para dormir, exceto durante as refei¢es e higiene bucal,
sendo nestes perfodos os aparelhos acondicionados na caixa plastica fornecida,
contendo no seu interior um algodio umedecido.
5. A escovacio habitual deverd ser feita apenas com o dentifricio fornecido. Os
: dispositivos devem ser higienizados, escovando-se a parte interna dos mesmos.
6- Serd fornecida uma solugdo de sacarose 20%, qual se colocard 01 gota sobre
cada bloco de esmalte contido no dispositivo intra-oral, esperar 5 minutos e
colocd-lo na boca. Este procedimento deverd ser feito (n) vezes ao dia, de
acordo com o delineamento experimental, como segue abaixo:

0 - sem sacarose

2% - 8:00 '20:00 h
4X - 8:00h © 11:00h 15:00h 18:00h
8X - 8:00h 09:30h 11:00h 14:00h 15:30h

17:00h  19:00h  21:00h

| 7- Os voluntérios atestam que estdo participando espontineamente desta pesquisa,

podendo-se retirar da mesma quando desejarem.
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11. SUMMARY

The quantitative relationship among frequency of sucrose intake. dental caries

and 8. mutans counts are not well established. Therefore, it was performed an i1 situ

- study utilizing an experimental design of the crossover type (4x4) in four phases of
28 days. Twelve volunteers using intra-oral palatal appliances, containing 4 blocks
of human dental enamel (3x3 mm) participated in this research. The volunteers
E dropped on the dental blocks, 20% sucrose solution n a frequency from 0 (zero) to
[ 8x/day. The dental blocks were protected by a plastic cover and the volunteers used
for their bucal hygiene, non fluoridated dentifrice, but the water consumed by them
f: was flooridated (0.70 ppm). After each phase, the dental plaque formed on the
g'biacks was collected, weighed, homogenized and assessed for S. mutans count
{(CFU/mg) using selective media. The dental blocks were clean, embedded, cut and
polished to the Knoop hardness determination (KHN) of the enamel. It was done
wmdentations at 10 um of the surface using SHIMADZU H 2000 microhardness
tester and 25 g load for 30 sec. The microbiological results in average + standard
f;deviation of the media of CFU/mg were, respectively in relation to the sucrose
;{zexposure of 0 (zero), 2, 4, 8x/day: 26.72 + 13.36A; 46.72 + 30.81A; 10244 +
2;53‘34}-\_& and 52.18 + 21 48A . The media followed by the same letter are not
Estatéstically different at the 5% level. In the enamel hardness test, significative

i?diffﬁ:rences (p<0.05) m relation to the total area only were observed when the

‘sucrose exposure was 8x/day, similar results were obtained when we assessed at
cach distance the dental surface. We can conclude that mieral loss only was

fSigxziﬁcative when the sucrose exposure was 8x/day, although there was not a

irelationship to the S. mutans counts.

%&y words; - Sucrose
- Dental caries
- Dental plaque




REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS



112

12. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS!

1. AZEVEDO, R.V.P. O emprego da bacteriocinotipagem (mutacinotipagem)
no rastreamento epidemioldgico de estreptococos do “grupo mutans”.
Tese (Doutorado) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Estadual

de Sdo Paulo, 1938, 110p.

2. BEIGTHON, D., HAYDAY, H., WALKER, J. The relationship between the
" number of bacterium Streptococcus mutans at disacret sites on the dentition
of macaque monkeys (Macaca fascicularis) and subsequent development of

dental caries. Archs oral Biol, Oxford, v.30,n.1, p.85-88, Jan. 1985.

3. LRIPPON, H.R., THOMAS, HEE.C. The distribution of Streptococcus
| mutans serotypes and dental caries in a group of 5-8 year old Hamsphire

schoolchildren. Br. dent. J., London, v.162, n.3, p.103-112, Feb. 1987.

4. BENDER, G.R., SUTTON, S.V.W., MARQUIS, R.E. Acid tolerance proton
permeabilities and membranes ATPase of oral Streptococci. Infect. Immun.,

Washington, v.53, p.331-338, 1986.

S. BENELLI, EM. et al. An in situ study of glass ionomer cement anticariogenic
: potencial. Caries Res., Basel, v.27, n.4, p.280-284, July/Aug. 1993.

| 'De acordo com a NBR 6023 da Associagio Brasileira de Normas Técnicas - ABNT de 1989, Abreviatura dos
| Periddicos conforme 0 WORD LIST OF SCIENTIFIC PEQRIODICALS




113

6. BENTLEY, C., CRAWFORD, J.G., BRODERIUS, C.A. Analytical and
physiological variability of salivary microbial counts. J. dent. Res.,
Washington, v.67, n.11, p.1409-13, Nov. 1988.

7. BORDEN, L.W., OSTRON, C.A.,, KOULOURIDES, T. Establishment of
potentially cariogenic Streprococci in a experimental human plaque I:
Streptococcus mutans. J. dent. Res., Washington, v.59, n.3, p.588-593,
Mar. 1980,

8. BOYAR, RM., BOWDEN, G.H. The microflora associated with ht progrssion
| of incipient carious lesions in teeth of children living a water-fluoridated

area. Caries Res,, Basel, v.19, n.4, p.298-306, July/Aug. 1985.

- 9. BRECK, M., THEILADE, J., ATTSTROM, R. Ultrastrutural estimation of the
: effect of sucrose and glucose rinses on early dental plaque formed on plastic

films. Scand. J. dent. Res., Copenhagen, v.89, n.2, p.157-164, Apr. 1981.

10. BRUDEVOLD, F. et al. Development of a new intraoral demineralization test.
| Caries Res., Basel, v.18, n.5, p. 421-429, Sept./Oct. 1984.

'11. BURT, B.A. et al. Stability of Streptococcus mutans and its relationship to
caries in child populatioil over 2 years. Caries Res., Basel, v.17, n.6,

p.532-542, Nov./Dec. 1983.

12. CARLSSON, J. Microbiol aspects of frequent intake of products with high
sugar concentrations. Scand. J. dent. Res., Copenhagen, v.97, n.2, p.110-
114, Apr. 1989.




114

13. CARLSSON, J. Presence of various types of non-haemolytic streptococci in
dental plaque and in other sites of the oral cavity in man. Odont. Revy.,
Mailmo, v.18, p.55-74, 1967.

14, ., EGELBERG, 1. Effect of diet on early plaque formation in man.
Odont. Revy., Milmo, v.16, p.112-125, 1965.

15. ., SUNDSTROM, B. Variations in composition of early dental
plaque following ingestion of sucrose and glucose. Odont. Revy., Milmo,
v.19,n.2, p.161-169, 1968.

' 16 CARLSSON, P. Distribution of mutans streptococci in population with
different levels of sugar consuption. Seand. J, dent. Res, Copenhagen,

v.97,n.2, p.120-125, Apr. 1989.

L1, . OLSSON, B., BRATTHALL, D. The relationship between the
bacterium Streptococus mutans in the saliva and dental caries in children in

Mozambique. Archs oral Biol, Oxford, v.30, n.3, p.265-268, Mar. 1985.

18. COYKENDALL, A.L., LIZOTTE, P.A. Streptococcus mutans isolated
identified by bioquimical tests and DNA bases contents. Archs oral Biol,,
Oxford, v.23, n.5, p.427-428, May, 1978.

19, CRITCHLEY, P. et al. The polymerization of dietary sugar by sugars by
dental plaque. Caries Res., Basel, v.1, p.112-129, 1967.




115

20. DAVEY, A.L., ROGERS, A.H. Multiple types of the bacterium Streptococcus
mufans in the human mouth and their intra-family transmission. Archs

oral Biol, Oxford, v.29, n.6, p.453-460, July, 1984,

21. DAWES, C., DIBDIN, G.H. Theoritical analysis of the effects of plaque
thickness and initial salivary sucrose concentration on diffusion of sucrose
into dental plaque and its conversion to acid during salivary clearance. J.

dent. Res.,, Washington, v.65, n.2, p.89-94, Feb. 1986.

22. DENEPITIYA, L., KLEINBERG, 1. A comparision of the acid-base and
aciduric properties of various serotypes of the bacterium Streptococcus
mutans associated with dental plaque. Archs oral. Biol, Oxford, v.29, n.5,

p.385-393, May, 1984.

23. .. SCHIOTT, C.R. Streptococcus mutans like bacteria from human
dental plaque in a Srilanka (Ceylon) population. Scand. J. dent. Res,
Oslo, v.88, n.1, p.40-45, Feb. 1980.

| 24. DENNIS, D.A. et al. Variations in microbiol and biochemical component of
| four-day plaque during a four-week controlled diet period. J. dent. Res.,
Washington, v.54, n4, p.716-723, July/Aug. 1975.

| 25. DE STOPPELAAR, 1.D., VAN HOUTE, I, DE MOOR, CE. The presence of
| dextran-forming  bacteria, resembling Streptfococcus bovis and
Streptococcus sanguis, in human dental plaque. Archs oral Biol, Oxford,
v.12, n.10, p.1199-1201, Oct. 1967.




116

26. DE STOPPELAAR, I.D., VAN HOUTE, J., DIRKS, O.B. The effect of
carbohydrate restriction on the presence of Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguis and jodophilic polysaccharides-producing bacteria
in human dental plaque. Caries Res., Basel, v4, n. , p.114-123, 1970.

27. o - . The relationship between extracelular

polysaccharide-producing Streptocei and smoth surface caries in 13 year-

old children. Caries Res,, Basel, v.3, n.12, p.190-200, ,1969.

28, DIBDIN, GH., SHELLIS, R.P. Physical and biochemical studies of
Streptococcus  mutans sediments suggest new factors linking the
cariogenicity of plaque with its extracelular polysaccharide content. J.

dent. Res., Washington, v.67, n.6, p. 890-895, June, 1988.

| 29, DONOGHUE, H.D., NEWMAN, HN. Effect of glucose and sucrose on
survival in batch culture of Strepfococcus mutans C67-1 and a
noncariogenic mutant C67-25, Infect Immun., Washington, v.13, p.16-
21, 1976, |

| 30. EMILSON, C.G., THORSELIUS, I. Prevalence of mutans streptococei and
; Lactobacilli in elderly Swedish individuals. Scand. J. dent. Res,
Copenhagen, v.96, n.1, p.14-21, Feb. 1988,

' 31. FEATHERSTONE, J.D.B., ZERO, D.T. An in situ model for simultaneous of
| demineralization and enhancement of remineralization. J. dent. Res,

Washington, v.71, p.804-810, Apr. 1992, [Special Issue]




117

32. FOLKE, L.EE.A. et al. Effect of dietary sucrose on quantity and quality of
plaque. Scand. J. dent. Res., Oslo, v.80, p.529-533, 1972,

33. FRY, AJ, GRENBY, TH. The effect of reduced sucrose intake on the
formation and composition of dental plaque in a group of men in the

Antartic. Archs oral Biol, Oxford, v.17, n.5, p.873-882, May, 1972.

34. FU, J. et al. Effect of plague thickness on glucose retention and acid
productions. J. dent. Res., Washington, v.70, 1991 [Abstract 1815].

~ 35. GAWRONSKI, T.H. et al. Effect of dietary sucrose levels on extracelular
polyssaccharide metabolism of human dental. J. dent. Res,, Washington,
v.54, n4, p.881-890, July/Aug. 1975.

36. GEDDES, D.AM. et al. The effect of frequent sucrose mouthrinsing on the
induction in vive of caries-like changes in human dental enamel. Archs

oral Biol, Oxford, v.23, n.8, p.663-665, Aug. 1978.

37. GIBBONS, R.J., VAN HOUTE, J. On the formation of dental plaques. J.
! Periodont., Chicago, v.44, n.6, p.347-360, June, 1973.

5; 38. GIBBONS, R.J. et al. Interdental localization of Strepfococcus mutans as
| related to dental caries experience. Infect. Immun., Washington, v.9,

p481-488, 1974,

|39. GUGGENHEIM, B. Extracellular polysaccharides and microbiol plaque. Int.
dent. J., Bristol, v.20, n.4, p.657-678, Nov. 1970.




18

40. GUSTAFSON, BEE. et al. The Vipeholm dental caries study: The effect of
different levels of carbohydrates intake on caries activity in 436 individuals
observed for five years. Acta odent. scand., Oslo, v.11, n. , p.232-364,
1954,

¥

41. HAMADA, S., SLADE, H. Biology immunology and cariogenicity of
Streptococcus mutans. Microbiol. Rev., Washington, v.44, n.2, p.331-
384, June, 1980.

42. .. TORIL, M. Effect of sucrose in culture media on the location of
glucosytransferase of Streptococcus mutans and cell adherence to glass
surfaces. Infect. Immun., Washington, v.20, n.3, p.592-599, June,
1978.

43. HEFTI, A., SCHIMID, R. Effect on caries incidence in rats of increasing
dietary sucrose levels. Caries Res., Basel, v.13, n.5, p.298-300, Sept.
1979.

44, HUXLEY, H.G. The effect of the dietary carbohydrate upon colonization of
! plague by Streptococcus mutans in rats. Archs oral Biol,, Oxford, v.19,

1.10, p.941-946, Oct. 1974.

| 45. IKEDA, T., SANDHAM, H.J., BRADLEY, E.L. Changes in . mutans and
| Lactobacilli in plaque in relation to the initiation of dental caries in negro

children. Archs oral Biol., Oxford, v.18, n.4, p.555-566, Apr. 1973.




119

46. . et al. Virulence of Streptococcus mutans: comparision of the the

effects of a coupling sugar and activies and cariogenicity. Infect. Immun.,
Washington, v.19, n.2, p.477-480, Feb. 1978.

47. JAY, P. The reduction of oral Lactobacillus counts by the periodic restriction
of carbohydrate. Am. J. Orthod., St. Louis, v.33, p.162, 1947,

48. JENKINS, G.N. Pellicle, plaque and calculus. The phisiology and
' biochemistry of the mouth. 4 ed. Oxford: Blackwell,1978. p.360-413.
APUD BOWEN, W.H., TABAK, L.A.A. Cariologia para Década de 90.
Ed. Santos, 1993.

| 49. . Salivary effect on plaque pH. In: Saliva and dental caries. p.307-
| 322, 1979, New York, APUD BOWEN, W.H., TABAK, L.A. Cariologia
para década de 90, Ed. Santos, 1995.

5. JONES, B, KENWARD, M. Design and analysis of cross-over trials,
| London: Chapman & Hall, 1989. p.340.

| 51. KEENE, HI, SHKLAIR, LL. Relationship of Streptacoccus mutans carrier
| status to the development of carious lesions in initially caries free recriuts.

J. dent. Res., Washington, v. 53, n.5, p.1295, Sept./Oct., 1974.

52 . et al. The interrelationships of oral hygiene, dental caries and
| Streptococcus mutans: an examintation of 47 first-year dental hygiene

students. Dent. Hyg, v.58, p.496-500, 1984.




120

53. KEYS, P.H,, JORDAN, H.V. Factors influencing the initiations, transmission
and inhibition of the dental caries. In: HARRIES, R.S., ed. Mechanisms of
hard tissue destruction. New York: Academic Pr., . p.261-283. APUD
BOWEN, W.H., TABAK, L.A. Cariologia para década de 90. Fd.
Santos, 1995.

54. KILIAN, M., ROLLA, G. Initial colonization of teeth in monkeys as related to
diet. Infect. Immun., Washington, v.14, p.1022-1027, 1976.

55. KLOCK, B., KRASSE, B. Caries status and microbiol conditons in children in
1973 and 1984. Scand J. Dent. Res., Copenhagen, v.95, n. , p.13-17, ,
1987.

56. . . Microbiol and salivary conditions in 9 to 12 year old
children. Scand. J. Dent. Res., Copenhagen, v.85, n.1, p.56-63, Jan, 1977,

5T KONIG,K.G. Caries activity in induced by frequency- controled feeding of
| diets containing sucrose or bread to Osborne-Mende! rats. Archs. oral

Biol., Oxford, v.14, n.§, p.991-993. Aug. 1969.

58, KRASSE, B. et al. Implatation of caries-inducing streptococci in the human
oral cavity. Archs oral Biol., Oxford, v.12, n.2, p.231-236, Feb. 1967.

59. KRISTOFFERSSON, K., BIRKHED, D. Effects of partial sugar restriction for
6 weeks on mumbers of Streptococcus mutans in saliva and interdental

plaque in man. Caries Res., Basel, v.21,n.1, p.79-86, Jan./Feb. 1987,




121

60. KURAMITSU, HK. Recent advances in defining the cariogenicity of mutans
streptococci: molecular genetic approches. Eur. J. Epidemiol.,v.3, p.257-
260, 1987. APUD BOWEN, WH, TABAK, L.A. Cariologia para
década de 90. Ed. Santos, 1995.

61. LANG, N.P. et al. Longitudinal clinical and microbiological study on the
relationship between infection with Streptococcus mutans and the
development of caries in humans. Oral Microbiol. Immunol,,v.2, p.39-

47, ,1987.

62. LINGSTRON, P. et al. Effect of frequent consumption of starchy food items on
enamel and dentin demineralization and on plaque pH in situ. J. dent. Res,,

Washington, v.73, n.3, p.652-660, Mar. 1994.

63. LITTLETON, N.W., McCABE, R.M., CARTER, C.H. Studies of oral health in
.: persons mourished by stomach tube. II. Acidogenic properties and selected
bacterial components of plaque material. Archs oral Biol, Oxford, v.12,
n.5, p.601-609, May, 1967.

| 64. LOESCHE, W.J. Role of Streptococcus mutans in human dental decay.

Microbiol. Rev., Washington, v.50, n.4, p.353-380, Dec. 1986.

65. .etal. Association of §. mutans with human dental decay. Infect.
Immun., Washington, v.11, 0.6, p.1252-1260, June, 1975.




122

66. . et al. Longitudinal investigation of bacteriology of human fissure
decay: epidemiology studies in molars shortly after eruption. Infect.
Immun., Washington, v.46, n.3, p.765-772, , 1984.

67. Mc DOUGALL, W.A. Studies on the dental plaque. I'V. Levans and the dental
plaque. Aust. dent. J,, Saint Leonards, v.9, n.1, p.1-5, Feb. 1964.

68, Mc NEE, S8.G. et al. Effect of extracelular polysaccharides on diffusion of NaF
and [“C] - sucrose in human dental plaque and in sediments of the
bacterium Streptococcus sanguis 804. NCTC. Archs oral Biol, Oxford,
v.27,n.11, p.981-986, Nov. 1982.

_:_ 69. MACPHERSON, LM.D., MACFARLANE,T.W., STEPHEN, K.W. An intra
oral appliance study of the plaque microflora associated with early enamel
demineralization. J. dent. Res., Washington, v.69, n.11, p.1712-1716,
Nov. 1990, |

70. . et al. The effect of sucrose application and implantation of mutans
Streptococei on the microbiol composition of three-week experimental
plaque - An in situ study. J. dent. Res., Washington, v.69, n.11, p.1706-
1711, Nov. 1990,

71. MANDEL, LD. Relation of saliva and plaque to caries. J. dent. Res,,
: Washington, v.53, n.2, p.246-266, 1974, [abstract, 2].

55;?‘2, MARSH, P.D. Host defense and microbiol homeostasis: Role of microbiol
' interactions. J. dent Res., Washington, v. 68, p. 1567-1575, Nov. 1989.
[Special Issue]




123

73. MICHALEK, S.M. et al. Low sucrose levels promote extensive Streptococcus

mutans induced dental caries. Infect. Immun., Washington, v.16, n.2,
p.712-714, May, 1977.

74. MINAH, G.E., LOESCHE, W.J. Sucrose metabolism by prominent members
of the flora isolated from cariogenic and non-cariogenic dental plaques.

Infect. Immun,, Washington, v.17, n.1, p.55-61, July, 1977.

75. .» SOLOMON, ES., CHU, K. The association between dietary
sucrose comsuption and microbiol populations shifts at six oral sites in

man. Archs oral Biol,, Oxford, v.30, n.5, p.397-401, May, 1985.

76. MIRANDA, V.C. Verificacio de estreptococos em placa dental, sulco
gengival e lingua de criangas com denticio mista e permanente suas
relacdes com o indice de cirie e flior. Tese (Livre-Docéncia) - Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas Araraquara, Universidade Estadual Paulista,

1977. 122p.
77. MUHLEMANN, H.R. Radiotelemetry of the pH of interdental areas exposed
to various carbohydrates. In: MCHUGH, W.D., ed. Dental Plaque.

Edinburg: Livingstone, 1970. p.179-186.

.; 78. NEWBRUN, E. Cariology, Chicago: Quintessence, 1989, p.115-120.



124

79. REBELO, M.A.B. Estudo in situ da composicio bioquimica da placa
dental em funciio da freqiiéncia didria do uso de sacarose. Tese
(Mestrado em Bioquimica) - Faculdade de Odontologia de Piracicaba.
Universidade Estadual de Campinas, 1994. 103p.

80. ROLLA, G., SCHEIE, A.A., CIARDI, JE. Role of sucrose in plaque
formation. Seand. J. dent. Res., Copenhagen, v.93, n.2, p.105-111, ,
1985.

81. ROLLA, G., et al. High amounts of lipoteichoic acid in sucrose-induced
plaque in vivo. Caries Res., Basel, v.14, n.4, p.235-238, July/Aug. 1980.

82. RUGG-GUNN, AJ. Diet and dental caries. In: MURRAY, J.J., ed. The
prevention of dental disease. Oxford: Oxford Medical Publ., 1983, p.3-
82.

83. SCHEIE, A.A. et al. Microbiol composition, pH-depressing capacity and
acidogenicity of 3-week smooth surface plague developed on sucrose -

regulated diets man, Caries Res., Basel, v.18, n.1, p.74-86, Jan/Feb. 1984,

84. SGAN-COHEN, H.D. et al. The effect of previous diet on plaque pH response
| to different food. J. dent. Res., Washington, v.67, n.11, p.1434-1437, Nov.
1988.

85 SKINNER, A., CONNOLLY, P., NAYLOR, MN. The influence os the
| replacement of dietary by maltose on the fcrmatmn and biochemistry of
human dental plaque. Archs oral Biol., Oxford, v.27, n.7, p.603-8, July,
1982, ‘




123

86. SREEBNY, L.M. The sugar-caries axis. Int. dent, J., Bristol, v.32, n.1, p.1-
12, Mar. 1982.

87. STAAT, R.H. et al. Effects of dietary sucrose levels on the quantity and
microbiol composition of human dental plague. J. dent. Res., Washington,
v.54, n4, p.872-880, July/Aug. 1975.

88. STEPHAN, RM. Intra-oral hydrogen-ion concentrations associated with
dental caries activity. J. dent. Res.,, Washington, v.23, n.4, p.257-266,
Aug. 1944,

89. THEILADE, E., BUDTZ-JORGENSEN, E., THEILADE, J. Predominant
cultivable microflora of plaque on removable dentures in patients with
heaithy oral mucosa. Archs oral Biol.., Oxford, v.28, n.8, p.675-680,
Agust, 1983.

90. TORRES, S5.A. Avaliagdio do agar SB20 e MSB na contagem de
Estreptococos do Grupo mutans na saliva e na placa dental de
adolescente. Tese (Doutorado em Odontopediatria) - Faculdade de
Odontologia de Arafaquara, Universidade Estadual Paulista “JOlio de
Mesquita Filho”, 1990, 123p.



126

91. VAN DER HOEVEN, J.S. et al. The interaction of Actinomyces viscosus

with oral streptococci in plaque of gnotobiotic rats. Ecological
significance of antibacterial activity in plaque. Thesis (Phylosophy
Doctor) - Univeristy of Nymegen, 1974. p.18. APUD BOWEN, W.H.,
TABAK, L.A. Cariologia para década de 90. Ed. Santos, 1995.

92. VAN HOUTE, J. Bacterial specificity in the etiology of dental caries. Int.

93,

dent. J., Bristol, v., n.30, p.305-326, 1980.

., AASENDEN, R. & PEEBLES, T.C. Oral colonization of
Streptococcus mutans in human subjects with low caries experience given
fluoride supplements from birth. Archs oral Biol, Oxford, v.23, n.5,
p.361-366, May, 1978.

| 94. VAN HOUTE, J,, RUSSO, J. Factors influencing the cariogenicity of

Streptococcus  mutans. In: HAMADA, S. et al, ed. Molecular
microbiology and immunobiclogy of Strepfococcus mutans.

Amsterdam: Elsevier, 1986, p. 157-169.

.. PROSTAK, K.S. Increased pH lowering ability of

-

95,

Streptococcus mutans cells masses associated with extracelular glucan -
rich matrix material and the mechanism involved. J. dent. Res,

Washington, v.68, n.3, p.451-459, Mar. 1989.



127

96. VAN PALENSTEIN-HELDERMAN, W.H., ISSELDIJK, M., HUIS IN'T
VELD, JLHJ. A selective medium for the two major subgroups of the
bacterium Streptococcus mutans isolated from human dental plague and

saliva. Archs oral Biol., Oxford, v.28, n.7, p.599-603, July, 1983.

97. VON DER FEHR, F., LOE, H., THEILADE, E. Experimental caries in man.
Caries Res., v.4, p.131-148, 1970.

98. WENNERHOLM, K., BIRKHED, D., EMILSON, C.G. Effects of sugar
restriction on Streptococcus sobrinus in saliva and dental plaque. Caries

Res., Basel, v.29, n.1, p.54-61, Jan./Feb. 1995.

99, ZERO, D.T., ANNE, KM, FU, J. Adaptative response of 8. mutans to growth
at low pH. J. dent. Res., Washington, v.70, p.493, Apr. 1991. [Abstract,
1814]

100. ZERO, D.T., VAN HOUTE, J., RUSSO, J. The intra-oral effect on enamel
] demineralization of extracelular matrix material synthesized from sucrose
by Streptococcus mutans. J. dent. Res.,, Washington, v.65, n.6, 918-923,
1986.

- 101. .et al. An improved intra-oral enamel demineralization test model
for the study of dental caries. J. dent. Res., Washington, v.71, n.10,
p.871-878, Oct. 1992.

102. et al. Effect of growth at low pH on virulence of S. murans. J.
. dent. Res., Wahington, v.69, p.318, Mar, 1990. [Abstract 1680].



