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RESUMO

O envolvimento de S. mutans e §S. sobrinus nas relagdes de supressdo e
recolonizagdo dentaria, tem chamado a atengdo dos pesquisadores no sentido de se entender
melhor os mecanismos que determinam as interacdes entre esses microrganismos. A
presente pesquisa teve como objetivo prncipal, contnbuir para o entendimento do
fenémeno in vifro entre esses microrganismos (amostras estreptomicina e rifampicina-
resistentes), da quantificagdo de placa ## vitro e a produgdo de acidos e polissacarideos
extracelulares frente a diferentes carboidratos. Para a quantificagdo da placa bacteriana in
vitro, amostras de S. mutans e S. sobrinus, isoladas e em associagio, foram inoculadas em
tubos contendo melo BHI acrescido de diferentes carboidratos - sacarose, glicose, frutose,
glicose + frutose adicionados de um bastdo-capilar previamente pesado, possibilitando a
quantificagdo de placa imida formada. Para determinagio da produgio de acidos, foram
utilizadas medigdes continuas, em intervalos de tempo regulares e crescentes, do pH dos
meios de cultura acrescidos dos diferentes agticares, onde as amostras de S. mutans ¢ §.
sobrinus foram cultivadas. Os experimentos para determinagdo de carboidratos totais
soluveis em acido e em alcali, foram realizados pelo método de dosagem destas
substéncias, baseado na reagdo de um agucar quando na presenca de um acido forte,
formando compostos furfuricos. Para a determinacgio das relagdes de supressdo bacteriana,
amostras de S. mutans e S. sobrinus foram inoculadas em meios de cultura acrescidos dos
diferentes carboidratos — sacarose, glicose, frutose e glicose + frutose. A determinagio da

colonizagio e recolonizagdo da placa bacteriana “in virro” foi dividida em trés



experimentos distintos: inoculagdo simultinea de S. mutans e S. sobrinus, inoculagio de S.
mutans sobre a placa pre-formada por 8. sobrinus e inoculagio de 5. sobrinus sobre placa
pre-formada por S. mutans em tubos contendo meios de cultura acrescidos dos diferentes
carboidratos. Em adigdo aos experimentos de supressfo, colonizagdo e recolonizacdio da
placa in vitro, determinou-se o numero de UFC/ml de cada espécie. De acordo com os
resultados da quantificagdo da placa bacteriana in vitro, a espécie S. mutans e a associagdo
S. mutans [ S. sobrinus apresentaram a maior producio de placa (14,50 mg e 7,92 mg
/placa, respectivamente) quando cultivadas em meios de culturas acrescidos de 10% de
sacarose. Os valores médios encontrados nas medicdes de pH dos meios de cultura
acrescidos dos diferentes substratos - onde foram cultivadas as amostras de S. mutans e §.
sobrinus - expressaram quedas significativas de pH nos intervalos de tempo estabelecidos.
Qs resultados obtidos na determinacic de carboidratos totais soliveis em acido,
demonstraram que em meios de cultura acrescidos de sacarose e glicose + frutose, a espécie
S. mutans, 1soladamente, produziu concentragdes mais elevadas destes carboidratos, com
diferencas estatisticamente significantes em relacfio as espécies S. sobrinus e a associagio
S. mutans | 8. sobrinus. As amostras de S. mutans e S. sobrinus, isoladamente e em
associagdo, produziram elevadas concentragSes de carboidratos totais soliveis em alcali
quando cultivadas em meios de cultura acrescidos de frutose e glicose + frutose: Nos
experimentos de supressdo e recolonizagdo da placa bacteriana in vifro, os resultados
demonstraram que, em todas as culturas mistas de S. mutans e S. sobrinus ndo houve
detecgio de células viaveis de S. sobrinus a partir do periodo de 12 horas de incubagio e a
espécie S. mutans inibiu o crescimento e recolonizou a placa pré - formada por S. sobrinus.

Os resultados apresentados nesta pesquisa, sugerem que substincias antibacterianas



produzidas pelo 8. mufans podem inibir o crescimento de outras espécies, corroborando
com outros dados da literatura - nesta linha de investigacio ~ 0s quais apontam para um

melhor entendimento dos mecanismos de interagdo bacteriana que envolvem estes

microrganismos.
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ABSTRACT

The involvement of the S. murans and §. sobrinus in the dental colonization
has directed the attention of the researchers in order to understand the mechanisms
determining the interactions between these microrganisms. The present research aimed to
evaluate the mechanisms of supression and recolonization of the bacterial plaque “in vifro”™
between these microrganisms (streptomycin and rifampycin-resistent samples) and the
plaque quantification “in vifro” beside acid and extracellular polysaccharide preduction by
these species — 1solated and in association — under different carbohydrates. For the
quantification of the bacterial plaque “in vitro”, samples of S. mutans and S. sobrinus,
isolated and in association;, were inoculated in BHI media of different carbohydrates —
sucrose, glucose, fructose, glucose + fructose added of a capillary stick previously weighted
making possible the quantification of humid plaque “in vitro”. The determination of acids
production, continous measurements of the pH was made (in regular and growing time
intervals) using culture media under different substrates where the S. mutans and S.
sobrinus samples were cultivated. The experiments for the total soluble carbohydrates
determination in-acid and in alkali were accomplished by the metod of total carbohydrates
dosage in reaction of a sugar in presence of a strong acid, forming sulfuric compounds.
Samples of 8. mutans and S. sobrinus were inoculated in culture media added of different
carbohydrates— sucrose, glucose, fructose and glucose + fructose for the determination of
bacterial suppression. For the colonization and recolonization process of bacterial plaque

“in vitro”, the tests was done as following: simultaneous inoculation of .S. mutans and §.



sobrinus, inoculation of S. mutans on the pre-formed plaque by S. sobrinus and inoculation
of S. sobrinus on the pre-formed plaque by S. mutans in culture media added of different
carbohydrates. On the supression, colonization and bacterial recolonization, BHI ~ agar
media plus streptomycin or rifampycin was used to determine the CFU/mL for each specie.
The quantification of the bacterial plaque “in vitro”, of the S. mutans specie and the
association S. mutans /-§. sobrinus showed the largest production of plaque (14,50 mg and
7,92 mg/plaque, respectivelly) when cultivated in culture media added of 10% of sucrose.
Measurements of the culture media pH added of different substrates, of S. mutans and S.
sobrinus species cultivation showed significant drops of the pH in all the time intervals.
The total soluble acid carbohydrates determination using culture media added of sucrose
and glucose + fructose, revealed that the S. mutans specie was responsable for the
production of higher concentrations of these compounds in relation to S. sobrinus and the
association of S. mutans / 5. sobrinus. The §. mutans and S. sobrinus samples showed high
concentration of total carbohydrates in alkali when cultivated in culture media added of
fructose and glucose + fructose. The experiments involving suppression and recolonization
of the bacterial plaque “in vitro” including S. mutans and S. sobrinus mixed cultures of 12
hours incubation period does not showed any viable cells left of S. sobrinus solely and the
S. mutams specie was able to inhibite the growth and the recolonization of the bacterial
plaque “in vitro” pre-formed by S. sobrinus. The resuits described in this research suggest
that antibacteria substances produced by S. mutans may inhibit the growing of other species
in accordance to the literature data available showing its significance in the bacterial plaque

formation.



1. INTRODUCAO

A cavidade oral apresenta uma microbioia complexa e variada, compondo
um elevado numero de ecossistemas localizados (MENAKER, 1984). Esses habitats s&o
susceptiveis as alteraces ambientais, como por exemplo, a erupgfio dentaria que promove
mudangas na colonizagio, favorecendo de forma seletiva, as espécies que se aderem a essas
novas superficies. Os mecanismos que determinam essas relagbes com énfase na cérie
dentaria e demais eventos bioldgicos que ocomrem na cavidade bucal, tem sido uma
preocupagdo constante dos pesquisadores nessa area.

Muitos estudos tem sido realizados relacionando-se os microrganismos
colonizadores dos dentes e o inicio das lesdes cariosas (FITZGERALD et al. 1960,
KRASSE, 1966; BOWENN, 1969, LOESCHE et al. 1973; BORDEN et al. 1980;
AHMADY et al. 1993), demonstrando a interagio entre a necessidade prévia de formacgao
da placa bacteriana e o inicio dessa patologia, que ainda se apresenta como a mais freqiiente
da cavidade bucal (FITZGERALD et al. 1960; JORDAN & KEYES, 1966; IKEDA et al.
1990, OLSSON et al. 1992).

A céarie dentaria ¢ definida como uma doenca infecciosa, localizada e
crdnica, cujas lesGes iniciais se dio pela desmineralizacdo do esmalte dental, decorrente da
mudancga ambiental provocada pela ac@o de acidos produzidos pelos microrganismos
formadores da placa bacteriana (CURY, 1992; LOESCHE, 1993).

As pesquisas realizadas nas décadas de 50 e 60, convergiram para ©

entendimento da eticlogia e a identificagdo dos microrganismos causadores da cane,



concluindo que os estreptococos, notavelmente o Streptococcus mutans, poderiam se
apresentar cOmo OS microrganismos potencialmente mais cariogénicos. Estudos
taxondémicos realizados com amostras dessa espécie, permitiram o conhecimento de
variedades correspondentes ao S. mutans, através de testes bioquimicos, sorologicos e
genéticos, classificando esses microrganismos dentro de um grupo denominado mutans,
composto de oito espécies e seis sorotipos (CARLSSON, 1968, DRUCKER &
MELVILLE, 1971; ZINNER & JABLON, 1968; BRATTHALL, 1970, COYKENDALL,
1970; DUNNY, et al. 1973; COYKENDALL, 1977, PERCH et al. 1974, WHILEY et al
1991; ZHU et al. 2000).

Os estreptococos do grupo mutans, estdo intimamente associados a carie
dentaria, principalmente as de superficie lisa, devido a produgfio de acidos e da capacidade
desses microrganismos em produzir polissacarideos extracelulares, decorrentes do
aproveitamento de energia quando da hidrolise da sacarose presente na dieta, que facilitario
sua deposigio sobre as estruturas dentirias (GIBBONS et al. 1966; JURGENSEN &
ARAUIJIO, 1967, MANDEL, 1974, TAKEHARA et al. 1985, ROLLA et al 1985;
DONOGHUE & PERRONS, 1991; WENNERHOLM et al. 1995).

A importancia da dieta, particularmente da sacarose, como fator
imprescindivel para a instalagdo do processo carioso € demonstrada na literatura desde o
século passado. Resultados de inmumeros experimentos em animais, desenvolvidos para
avaliar a participagdo desse componente na carie dentaria, ressaltaram a importéncia da
sacarose como ¢ carboidrato mais cariogénico em relacdo aos outros agucares (KRASSE,
1965; GUGGENHEIM et al. 1965, KEYES, 1968, FITZGERALD, 1968). A glicose

também configura-se como um dos principais carboidratos da placa, entretanto, a maioria



dos carboidratos na matriz dessa estrutura, apresenta-se na forma de polimeros
extracelulares, como glucanos (homopolimeros de glicose) ou frutanos (homopolimeros de
frutose) sintetizados pelas bactérias (HOLTZ et al. 1972). Esses polimeros tem sido
amplamente estudados e considerados como fatores determinantes para o desenvolvimento
da carie dentaria.

Com relagdo a importancia da microbiota presente na cavidade bucal como
um componente mmprescindivel na deflagra¢do e desenvolvimento desses mecanismos, os
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus sdo as espécies do grupo mutans mais
freqiientemente isoladas de amostras salivares, e segundo alguns autores (BEIGHTON et
al. 1987, KOHLER & BJARNASSON, 1987; LINDQUIST & EMILSSON, 1991;
AHMADY et al. 1993; HIROSE et al. 1993), podem apresentar um elevado potencial
indutor de lesdes cariosas quando isolados, no entanto, quando se apresentam associados
ampliam o indice desse processo infeccioso em seus portadores.

O inicio e a evolugdo da carie dentaria sio determinados por uma inter-
relacio parasita - hospedeiro, influenciada por diversos fatores ambientais cujas
demonstragbes “in vitro” (IKEDA et al. 1990, OLSSON et al. 1992) sdo provas da
reprodutibilidade ou existéncia desse fendmeno in vivo. O estudo in vitro das inter-relagdes
bacterianas entre S. rmutans e S. sobrinus seria importante para se determinar o papel desses
microrganismos no estabelecimento da placa bacteriana sobre as estruturas dentais e de
seus potenciais indutores de lesGes cariosas, corroborando assim, com os diversos trabathos
encontrados na literatura (IKEDA et al. 1988; IKEDA et al. 1990; LINDQUIST &

EMILSSON, 1991; HIROSE et al. 1993; BABAAHMADY, 1998).



Com base nos pressupostos da literatura citada e dando continuidade a linha
de investigacdo que se processa nos laboratorios de Microbiologia e Imunologia da FOP-
UNICAMP, a presente pesquisa teve como objetivo o estudo da supressio e recolonizacdo
da piaca bacteriana ir vitro, entre S. mutans e S. sobrinus, a pattir de amostras
estreptomicina e rifampicina-resistentes, cultivadas isoladamente e em associagdo.
Concomitantemente, foram avaliados a produgfo de acidos e polissacarideos extracelulares
por essas espécies isoladas e em associagio, frente a diferentes carboidratos com énfase a

carie dentaria.



2. REVISAO DE LITERATURA

Como muitos tecidos no corpo, a integridade dos tecidos orais depende da
coexisténeia pacifica entre microrganismos e seu hospedeiro. A esterilidade dos tecidos nio
€ um pré-requisito para a saide, mas sim a existéncia de uma interagiio dindmica entre
processos aprimorados € compostos e enzimas prejudiciais, gerados pelo hospedeiro e por
seus parasitas, na qual a integridade estrutural do tecido sofre alterages, mas mantém a
funcido, composicdo e aparéncia caracteristicas. A sucessido ecologica de uma microbiota
saudavel para uma microbiota patogénica envolve a organizagdo temporal de varios eventos
¢ a distnibuigdo espacial de ecossistemas localizados que cooperam na criagio de
comunidades que atuam diretamente na etiologia das principais patologias que acometem a
cavidade oral (BOWEN & TABAK, 1995).

Os principais nichos da microbiota bucal incluem os dentes, mucosas, saliva,
lingua e sulco gengival. As populagdes microbianas que compdem estes ecossistemas
diferem tanto em aspectos qualitativos quanto quantitativos. Estudos quantitativos
mostraram que os biofilmes de bactérias se formam nas superficies dos dentes e no dorso
da lingua. Estudos nesta area levaram ao conceito de que as céries dentarias eram
resultantes da atividade localizada de bactérias que cobriam o dente, e o termo “placa
microbiana gelatinosa” foi utilizado  para descrever esta: entidade (MENAKER, 1984).
Entretanto, apenas em meados de 1950, ¢ que foi demonstrade que estreptococos bucais

poderiam produzir carie dental em animais de experimentagio.
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A partir destes relatos, a-correlag@o entre placa bacteriana e carie dental, tem
sido discutida por pesquisadores da area, considerando a existéncia prévia da placa
bacteriana, de fundamental importdncia para o inicio e progressio de uma lesdo cariosa. As
experimentagbes em animais, procurando demonstrar o agente etiologico desse evento
biologico, tiveram sempre a preocupacdo em descrever a ocorréncia de depositos (placa
dental) sobre e em volta das estruturas dentarias comprometidas pela lesgo.

Os primeiros estudos (KRASSE, 1965; JORDAN & KEYES, 1966)
relatavam que, amostras de estreptococos com potencial cariogénico eram diferenciadas das
amostras ndo-cariogénicas, isoladas de animais livres de carie, apenas pela capacidade dos
primeiros fermentarem sorbitol. Entretanto, outra diferenga entre as amostras poderia ser
ressaltada, porque, embora apresentassem caracteristicas bioquimicas e fisiologicas
semelhantes, tinham comportamento adverso, quando inoculados na cavidade oral de
“hamsters”, alimentados com uma dicta contendo agucar formavam placa sobre as
superficies dentarias e, posteriormente apareciam as lesdes cariosas. Atualmente, varios
estudos (SKORLAND et al. 1995; YAQ et al. 1999), também tem ressaltado a importéncia
de uma pelicula de proteinas salivares adsorvidas a superficie do esmalte na colonizagio ¢
desenvolvimento dos biofilmes dentarios. Os resultados desses pesquisadores tem
demonstrado, principalmente, a presenga de proteinas como a estaterina, histatina e as PRPs
(proteinas ricas em prolina) que podem evidenciar estagios diferentes de formacgdo da
pelicula adquirida cuja composi¢do quimica pode interferir diretamente na aproximacio ¢
adesdo bacteriana a estrutura dentaria.

A importdncia da dieta, e particularmente da sacarose, como fator

imprescindivel para instalagdo do processo carioso ¢ demonstrada na literatura desde o
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século passado. Resultados de intimeros experimentos em animais, desenvolvidos para
avaliar a participagdo da dieta na carie dentaria, ressaltaram a imporidncia- da sacarose
como carboidrato mais cariogénico em relagdo a outros substratos glicidios (KRASSE,
1965, GUGGENHEIM et al., 1965, EDWARDSSON & KRASSE, 1967; KEYES, 1968;
KRASSE, 1968; FITZGERALD, 1968). Em complemento, GIBBONS et al. (1966} relatou
a cariogenicidade em ratos, por amostras de estreptococos com habilidade de formar placa
em presenca de sacarose. Igualmente, GUGGENHEIM et al. (1966) descobriu que a
inducdo de carie dental em ratos - por estreptococos - foi maior naqueles alimentados com
uma dieta a base de sacarose, quando comparada com outros aglicares ou com uma dieta
ausente de acglcar.

Em meados de 1955, foi demonstrada a participagiio de estreptococos como
agente etioldgico da cérie, com a divulgacdo de trabalhos com ratos gnotobidticos
(ORLAND et al, 1955; FITZGERALD et al, 1960), posteriormente reforcada com as
experimentacdes empregando “hamsters” convencionais (FITZGERALD & KEYES,
1960), as quais seguiram o trindmio hospedeiro-sacarose-estreptococos, capaz de explicar a
instalagfo e a progressdo do processo carioso (KEYES, 1960, KEYES & FITZGERALD,
1962; KEYES & FITZGERALD, 1963; FITZGERALD & KEYES, 1963).

Entretanto, ainda permanecia desconhecido o potencial de cariogenicidade
de certas amostras de estreptococos e a razdo pela qual a sacarose se constitufa realmente
como o carboidrato mais importante para a atividade cariosa. O esclarecimento destes
aspectos teve inicio com o trabalho de JORDAN & KEYES (1966), onde foi observado que
amostras de estreptococos cartogénicas para animais, formavam abundante material

mugcilaginoso sobre a superficie de dentes extraidos, dentes artificiais, fio de aco inoxidvel
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e outros objetos, quando cultivados em meio basico, contendo 0,1% de sacarose. Amostras
ndo-cariogénicas para animais ndo formavam placa “in vifro 7 npestas condigbes. A
sacarose era imprescindivel para a formacio de placa, pois a adigdo de glicose, frutose,
galactose; lactose, sorbitol ou a mistura de glicose-frutose; no sistema, nide induzia a
formacgdo de placa mucilaginosa como acontecia com o emprego da sacarose. O trabalho
demonstrou ainda, dois aspectos de importincia maxima para relacionar ¢ material
mucilaginoso, sintetizado pelos estreptococos a partir da sacarose, com a les3o cariosa: a)
material mucilaginoso foi acumulado sobre um eletrodo, que, quando mergulhado em
solucdo de sacarose acusava abalxamento do pH em torno de 4.5 - 5.0, faixa suficiente e
necessaria para explicar a descalcificagio do esmalte; o pH permanecia baixo por mais 3
horas com o eletrodo imerso em saliva sintética e sem substrato glicidico exdgeno para
metabolizagdo; b) dente humano integro foi submetido ao esquema de formacg#o de placa e,
ao final de 3 semanas, havia abundante material mucilaginoso acumulado sobre sua coroa,
observando-se por cortes histologicos, a ocorréncia da carte incipiente sob o depédsito. Esses
resultados, permitiram uma relagio direta entre a presenca de estreptococos e a capacidade
de formar placa a partir da sacarose. Havia, portanto, indicios de que a sacarose era
importante para a colonizagdo de certos microrganismos sobre as estruturas dentarias,
funcionando como precursora na sintese da placa mucilaginesa, que aderia fortemente as
superficies, mesmo as mais lisas. Estes resultados (JORDAN & KEYES, 1966) davam mais
consisténcia as diferengas estabelecidas entre os estreptococos cariogénicos € nio-

cariogénicos porque relacionavam os primeiros com capacidade de aderir particularmente

as superficies lisas.



As pesquisas realizadas nas décadas de 50 e 60, convergiram para o
entendimento da etiologia da carie dentaria e para a identificagdo dos microrganismos
causadores desta patologia, concluindo que os estreptococos, notavelmente o Streptococcus
mutans, poderiam se apresentar como 0§ microrganismos potencialmente mais
cariogénicos. Estudos taxonbmicos realizados com varias amostras dessas espécies,
demonstraram variedades correspondentes a S. mutans (CARLSSON, 1968, DRUCKER &
MELVILLE, 1971). Nesse sentido, a existéncia de diferencas sorologicas entre as cepas de
S. mutans fol primeiramente observada por ZINNER & JABLON (1968), os quais
demonstraram um certo grau de heterogeneidade entre as mesmas. Posteriormente,
BRATTHALL (1970) estudando cepas de S. mutans, dividiu-as em cinco grupes baseados
na presenca de cinco diferentes antigenos especificos. Essa classificagio foi baseada em
reagio de precipitagdo obtida pela difusio em gel que resultou na obtengdo de cinco grupos
sorolégicos de a-e. Os relatos de taxonomia levados a efeito por CARLSSON (1968) e
DRUCKER & MELVILLE (1971), demonstraram - que cepas de S mutans sio
fenotipicamente homogéneas. No entanto, COYKENDALL (1970) e DUNNY et al. {1973),
obtiveram variagdes na- constituigio da base do DNA entre cepas de S mmdans e,
posteriormente em experimentos de reassociagdo de DNA, demonstraram a existéncia de 4
grupos geneticos distintos (I a IV), levando COYKENDALL (1974) a propor subespécies
ou “genoespecies” de S. mmufans. Concomitantemente, COYKENDALL et al. (1974),
descreveram um novo grupo (genodtipe V), isolado da boca de ratos selvagens.
Posteriormente, correlacionou  esses genodtipos com os sorotipos descritos  por

BRATTHALL (1970), afirmando que - dentre um genotipo - diferentes sorotipos e reacdes
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bioquimicas pederiam ocorrer. Subsequentemente, PERCH et al. (1974), com base em
estudos soroldgicos, propuseram dois sorotipos adicionais (fe g).

Durante - esse- periodo, um novo esquema bioquimico for proposto por
SHKLAIR & KEENE (1974), para separagdo de S. mutans. A identificagio foi baseada em
provas de fermentagdo de manitol, sorbitol, rafinose, melibiose e na habilidade em produzir
ambnia de arginina. Assim, através de caracteristicas bioquimicas, a existéncia de 5 grupos
distintos (a-e) foram descritas, relacionando-as aes sorotipos de BRATTHALL (1970).
Posteriormente, COYKENDALL (1977), propds elevar as diversas subespécies de S.
mulans, 3 categoria de espécie, tendo como base as suas composi¢des moleculares. As
cinco espécies descritas foram: S. cricetus, S. rattus, S. mutans, §. sobrinus e S. ferus. Com
base ainda, em estudos taxonomicos, BEIGHTON et al. (1984) propuseram mais uma
espécie, Strepfococcus macacae, pertencente ao grupo mutans apresentando 0 sorotipo ¢,
assim como S. mutans e S. ferus, contudo, sua diferente composicio genética a distingue
das outras espécies que possuem o antigeno ¢ e dos outros estreptococos do grupo mutans.
BEIGHTON et al. (1991) propuseram um novo esquema bioquimico mais simplificado,
baseado em testes enzimaticos e de fermentagdo de carboidratos para diferenciar cepas de
S. mutans e S. sobrinus.

A comprovacgio de que variagSes em caracteristicas bioquimicas, sorologicas
e genéticas entre estreptococos do grupo mutans relacionam-se a espécie animal da qual foi
isolado (BRATTHALL, 1970, COYKENDALL, 1974, PERCH et al, 1974), foi
reconhecida pela Gltima edicio do manual de BERGEY (HARDIE, 1986), o qual descreve
o grupo mutans de estreptococos, composto pelas espécies S. cricetus, S. mutans, S. rattus,

S. sobrinus, S. ferus e S. macacae. WHILEY et al. (1988), propuseram mais uma especie, S.



downei, sorotipo h, representando uma espécie distinta, pertencente ao grupo mutans.
Recentemente, IGARASHI et al. (1996) utilizaram a técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction) para deteccdo de S. mutans diretamente da placa dental humana A partir de
primers especificos para a por¢ao do gene dextranase {dex4) do S. mutans (sorotipo ¢) um
fragmento de DNA - 172 bp — foi amplificado possibilitando a detecgio especifica dessa
espécie. Os resultados indicaram que a técnica de PCR foi satisfatoria para a detecgdo e
identifica¢fo especifica do S. mrurfans presente na placa bacteriana.

De acordo com os estudos de KOHLER et al. (1981), realizados através da
técnica de imunofluorescéncia para identificacio e classificagio de sorotipos de
estreptococos grupo mutans isolados de diferentes superficies dentarias de criangas, o S.
mulans apresentou-se em maior propor¢io em relagio as demais espécies e a sua infecgdo
prévia como determinante de caries incipientes: A classificagio das diferentes espécies de
estreptococos grupo mutans levou a efeito diversos trabathos como o de HUIS IN'T VELD
et al. {(1982) onde demonstraram que a presenc¢a da sacarose na dieta pode influenciar de
forma qualitativa a colonizagdo das superficies dentarias. Os resultados dessa pesquisa
determinaram que o S. sobrinus somente se estabeleceu sobre as superficies dentarias,
quando na presenca do S. mufans, a partir de uma dieta enriquecida com sacarose. Os
autores ainda ressaltam que o S. sobrinus pode ser sensivel a uma determinada bacteriocina
produzida pelo S. mutans sugerindo uma possivel justificativa para a predomindncia dessa
espécie no processo de colonizagdo das superficies dentarias.

Nesse sentido, DE SOET et al. (1990} pesquisaram a presenca de S. muitans
e S. sobrinus na saliva e placa bacteriana de escolares com idade de 5 anos na cidade de

Reykjavik - Isldndia (estudo 1) e 9 anos em Amsterdam — Holanda (estudo 2). Os
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resultados demonstraram que 29% das criangas pertencentes ao estuso 1 e 35% do estudo 2,
apresentavam as espécies S. mutans e S. sobrinus colonizando juntas um mesmo
microambiente, indicando uma associacio positiva entre e€sses miCrorganismos.

Segundo LINDQUIST & EMILSON (1991), o S. mutans ¢ a espécie mais
freqientemente encontrada na cavidade bucal, seguida pelo S. sobrinus. Neste estudo, os
autores chamam a atenc¢do para o grande nimero de sitios anatémicos da- cavidade oral,
onde ambas as especies foram detectadas juntas, indicando, dessa forma, uma provavel
associacio entre esses organismos. Nessa linha de investigacdo, HIROSE et al. (1993),
SPOLIDORIO (1997) avaliaram a presenga de S. mutans na saliva de 338 criangas entre 3 e
5 anos de idade e compararam aos indices de carie dessas mesmas criangas. Os resultados
mostraram que 0s escolares que possuiam as espécies S. mutans e S. sobrinus apresentavam
indices de carie significativamente mais-elevados que as criangas colonizadas por apenas
uma das espécies, e que 0 5. sobrinus estava mais intimamente associados as lesdes de
superficie lisa, sugerindo uma maior capacidade de adesdo desse microrganismo a estrutura
dentaria, quando comparada a espécie S. mufans. Recentemente, BABAAHMADY et al.
{1998), realizaram um estudo correlactonando a presenca de S. mutans, S. sobrinus e
Lactobacillus com o processo de iniciago de caries, a partir de amostras de placa
bacteriana de 64 criangas. Os autores concluiram que nio houve relagdo entre Lactobacillus
e as lesOes iniciais de carie, mas a presenca de S mutans e S. sobrinus juntos, estava
fortemente correlacionada com este processo infeccioso.

A adesdo dos estreptococos grupo mutans a superficies duras, tem sido
estudadas desde as primeiras publicagGes sobre o isolamento e identificacfio destes

microrganismos. Os estreptococos grupo mutans, sio aptos a produzir polissacarideos
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extracelulares a partir da sacarose (GUGGENHEIM & SCHROEDER, 1962; GIBBONS &
BANGHART, 1971) e isto sugere que estes polimeros devem ser importantes na formagdo
da placa dental. Posteriormente, GIBBONS et al. (1986) determinaram através da utilizagio
laboratorial de cristais de hidroxiapatita e saliva acrescida da enzima glicosiltransferase,
que as espécies de estreptococos grupo mutans possuem receptores especificos em sua
superficie que podem interferir diretamente na sua adesdio as superficies dentarias
recobertas pela pelicula adquirida. Estudos recentes realizados por VENKITAMARAM et
al. (1995) e KOPEC et al. (1997) a partir de enzimas glicosiltransferase B, C e D
purificadas por cromatografia em coluna de hidoxiapatita seguida de ultrafiltracio, tem
demonstrado que estas enzimas encontram-se ativas tanto adsorvidas ao esmalte dental
como em solugio, podendo influenciar a aderéncia oral de estreptococos cariogénicos.
Ainda segundo esses autores, as glicosiltranferases B (sintese de glucanos insoluveis em
agua), C (sintese de ghlicanos soluveis e inscliveis) e D (sintese de glucanos soliveis)
produzidas por Streptococcus mutans e seus produtos formados & partir da sacarose podem
apresentar um papel essencial na patogénese das caries dentérias por produzirem giucanos
estruturalmente distintos.

JURGENSEN & ARAUJO (1967) descreveram a formagio de placa in vitro
por Streptococcus mutans em “hamsters” numa Sequéncia experimental bastante
simplificada, que empregava exclusivamente uma elevada concentracdo de sacarose, com a
finalidade de oferecer condi¢bes mais favoraveis para a deposicio do material
mucilaginoso. Como supetficie de depésito, foi utilizado um bastdo de vidro ou uma secgido
de laminula fixados a um fio de aco inoxidavel e esterilizados por autoclavagio. Em tubos

contendo caldo sacarosado a 5,0%, era inoculada uma cultura recente do microrganismo,
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introduzindo-se, imediatamente, o bastio ou a laminula na massa liquida e seguindo-se a
incubagdo & 37° C, em microaerofilia. Com intervalos de 48 horas, e dentro de rigorosa
cadeia asséptica;, bastio e laminula eram transferidos para outros meios com caldo
sacarosado, repetindo-se sempre as mesmas condi¢es de incubagio. Com as sucessivas
transferéncias, o depédsito mucilaginoso avolumava-se gradativamente, com projecio de
certas massas de material a semelhanca de grandes colGnias crescidas sobre as superficies
do bastdo e da laminula. Como controle da experiéncia, bastdo e laminula foram colocados
- nas mesmas condi¢hes técnicas - em caldo glicosado a 5,0%, inoculados com a mesma
amostra de estreptococos, ndo havendo formagio de placa “in vitro “.

WENNERHOLM et al. (1995) demonstraram que a presenga dos
estreptococos grupo mutans, particularmente o S. mutans e o S. sobrinus, em numeros
elevados na placa dental € na saliva ¢ diretamente dependente do consumo freqiiente de
agicares. O processo experimental consistia da-avaliagio periddica dos niveis orais de S.
mutans e S. sobrinus em 20 pacientes seguindo-se 0s seguintes critérios para selecdo dos
participantes: possuir valores superiores a 300.000 UFC/mL. de estreptococos na saliva, ser
portador de S. mutans e §. sobrinus na saliva e ingerir aglcar freqiientemente. Esses
individuos foram aleatoriamente divididos em um grupo teste (n=12) que foram
aconselhados a restringir o consumo de agucar por 6 semanas, € um grupo controle (n=8)
que nio recebeu nenhum aconselhamento dietético. Amostras de placa dental e saliva em
periodos de 3, 6 e 12 semanas foram coletadas para analise. Os resultados mostraram que
os niveis de S. mutans e S. sobrinus na saliva e na placa diminuiram durante as 6 semanas
de restricdo do agucar. Ambas as espécies pareceram reagir de modo semethante frente a

restrigdo de agucar tanto na saliva como na placa bacteriana. Apos 0 exame de 12 semanas,
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isto é, 6 semanas depois de restabelecida a dieta normal ao grupo teste, os valores das
contagens de S. mufans e S. sobrinus haviam aumentado novamente, mas ainda
permaneciam inferiores quando comparado aos valores do grupo controle.

GIBBONS et al. (1966) mostraram que, quando amostras de estreptococos
cariogénicos eram cultivadas em caldo sacarosado, as células aderiam as paredes do frasco
e se depositavam no fundo, embebidas em material gelatinoso, que fot considerado material
capsular dos microrganismos. De certo modo, os autores estavam relatando a formagio de
placa “in vitro”, com recursos técnicos posteriormente ampliados no trabalho de
GIBBONS & NYGAARD (1968) sobre a natureza do polissacarideo sintetizado “in vifro”
pelos estreptococos, especialmente o S. mutans, com finalidade de determinar o efeito dos
varios dextranos sobre as caracteristicas de aderéncia destes microrganismos.

O pometro estudo que demonstrou diretamente a ocorréncia  de
polissacarideos na placa dental foi realizado por Mc DOUGALL (1964). Extratos de
amostras de placa precipitados em etanol 70%, foram hidrolisados e analises revelaram que
frutose era o unico componente presente nessa estrutura. CRITCHLEY et al. (1967)
extrairam amostras de placas com agua fria e subsequeniemente com hidréxido de sodio 0,5
N. A hidrolise acida e cromatografia de papel do extrato dialisado com agua fria, mostrou
glucose ¢ frutose como principais componentes, ao passo que glucose foi o principal
constituinte no material hidrolisado extraide com alcali. O procedimento de extragio foi
repetido apds uma incubac@o “im vitro” das amostras de placa em sacarose, o material
soliivel em agua foi uma mistura de frutano e glucano, enquanto que na fragio solivel em
alcali encontrou-se um glucano que foi precipitado em etanol 45%. Assim, polissacarideos

extracelulares e glico-proteinas salivares nessas amostras, pareciam ser os principais
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constituintes da matriz da placa e produzidos por determinadas bactérias orais a partir da
sacarose. Os polissacarideos isolados da placa dental tem sido demonstrado serem glucanos
e frutanos. Entretanto, estes compostos ndo sdo homogéneos do ponto de vista quimico
apresentando diferencas na solubilidade. Devido a suas propriedades quimicas e fisicas os
glucanos insoluveis tem sido considerados como a “peca de resisténcia” da matriz da placa
dental.

GIBBONS & VAN HOUTE (1973), em seus relatos sobre formagio de
placa dental, citam que possivelmente o methor exemplo de adesdo interbacteriana mediada
por polimeros bacterianos diz respeito aos S. mutans. Existem dados indicando que, o
potencial indutor de lesdes cariosas do S. mutans esta associado com sua habilidade em
formar placa dental, e que isto ¢ dependente da sintese de polissacarideos extracelulares a
partir da sacarose. O S. mutans forma depdsitos microbianos aderentes na presenga de
sacarose, € 1510 ofigina uma extensa placa bacteriana em animais alimentados com uma
dieta contendo esse substrato.

Estudando a relagdo da saliva e placa bacteriana com a carie dental,
MANDEL (1974) observou que a quantidade de matriz 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 acido. Quando
a ingestdo de sacarose € alta, a placa cresce rapidamente, devido a formacgio de uma
quantidade substancial de dextrano. Quando a ingestdo € um pouco mais moderada (115g/
dia), a quantidade de placa ndio ¢ significativamente elevada, embora dextrano e levano

estejam aumentados. Quando a glucose € o maior agicar da dieta, a matriz intercelular
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consiste de um hetero-polissacarideo composto de glucose, galactose, hexosamina e
pequenas quantidades de outros aglcares.

GAWRONSKI et al. (1975), realizaram um estudo com o objetivo de avaliar
o efeito da sacarose sobre a concentracio de polissacarideos extracelulares. Assim, adultos
jovens enire 21 e 24 anos de idade, foram-examinados por acumulagdo de placa apods 4 dias
de auséncia de higiene oral, sendo que a placa foi coletada da superficie lingual e vestibular
de 28 dentes. Oito individuos que acumularam placa em excesso (obtendo por volta de 40
mg - peso umido) enquanto ingeriam sua dieta normal, foram selecionados para o estudo.
Esses individuos foram entfio submetidos a uma dieta rica e baixa em sacarose. Cada
periodo da dieta de 12 dias era separado por uma dieta normal de 16 dias. Ao final de cada
periodo de desenvolvimento, a placa foi removida e submetida a anélise bioquimica. Os
resultados mostraram uma correlagdo positiva entre dieta rica em sacarose € aumento na
sintese de polissacarideos extracelulares e intracelulares.

Em suas pesquisas ASHLEY & WILSON (1977), estudando a relagio entre
a experiéncia de agucar da dieta, quantidade e composi¢do bioquimica da placa dental em
humanos, obtiveram os seguintes resultados: a) a dieta rica em agucar foi associada com
uma concentragio significantemente menor de célcio ¢ fosforo e significativamente maior
de carboidratos totais em relacdo as dietas livres de agucar; b) ha uma correlagdo positiva
entre concentracdo de carboidratos da placa, com excegdo dos carboidratos soluveis em
alcali, e a quantidade de agucar na dieta.

Estudos “7z vitro” também mostraram que a sacarose pode ndo ser essencial
para o ataque inicial de S. mutans as superficies. CLARK et al. (1978} descobriram que

células liofilizadas de S. mufans possuiam baixa atividade de glicosiltransferase (a enzima

22



envolvida na produgio de polissacarideos extracelulares a partir da sacarose adsorvida da
saliva). Evidéncias, entretanto, sugerem que a produgdo de giupanas a partir de sacarose
podem ser importantes apenas no acdmulo subsequente de S. mufans e ndo na interagio
inicial entre S. mutans e superficies duras. Estas evidéncias tem levado a sugestdo (VAN
HOUTE et al. 1977) que o ataque do S. mutans ao dente pode se dar em dois estagios,
consistindo de uma fase inicial, reversivel, dependente de parametros fisico-quimicos,
seguida por uma fase irreversivel envolvendo a produgiio de polimeros extracelulares.

Durante a década de 60, ja haviam evidéncias de que estes polissacarideos
eram importantes constituintes da placa e que influenciavam o processo de carie. De acordo
com o trabalho de JENKINS (1978), existem trés principais grupos de polissacarideos que
podem ser formados: a) polimeros da glicose (glucanos), formados como uma massa
gelatinosa extracelular principalmente da sacarose, por uma enzima conhecida como
glicosiltransferase; b) outra enzima (levanosucarase) converte sacarose em levanos
{polimeros extracelulares da frutose); ¢) muitas bactérias orais estocam carboidratos como
polissacarideo intracelular tipo glicogénio. Ao contréario dos polissacarideos extracelulares,
que sdo formados essencialmente da sacarose, os polissacarideos intracelulares podem ser
formados a partir de uma variedade de agucares (incluindo glucose, maltose e sacarose) e
sdo metabolizados quando outras fontes de carboidratos estio ausentes, como enire as
refeigdes.

GEDDES et al. {1978), observaram que mudangas visuais semelhantes a
caries iniciais ocorreram guando 10 voluntarios nfio escovaram seus dentes por 14 dias e
bochecharam uma solugdo de sacarose nove vezes ao dia - enguanto que o grupo controle

que nio bochechou com sacarose - revelou uma mudanga no esmalte significativamente
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menor. Entretanto, a concentracio de fosforo e calcio, ¢ o peso Gmido da placa acumulada
durante o periodo sem higiene oral pelos dois grupos, nio mostraram diferengas
significantes, embora a concentragio de carboidratos no grupo sacarose tenha sido
significativamente maior. Ainda segundo a pesquisa de JENKINS (1978), descrevendo a
sintese de polissacarideos pela placa bacteriana, o autor cita que quando certas bactérias,
incluindo vérias espécies da placa, recebem sacarose, elas podem sintetizar varios tipos de
polissacarideos ou converte-la em acido. Seguindo essa linha de pesquisa, DE SOET et al.
(1991) compararam o potencial cariogénico das espécies do grupo mutans — 8. mutans e S.
sobrinus - mais freqgiientemente isoladas da cavidade oral. Amostras dessas espécies foram
inoculadas na cavidade oral de ratos que submeteram-se a dieta contendo 20% de sacarose
e 5% de glicose pelo periodo experimental de 42 dias. Os resultados demonstraram que ©
namero de lesdes dentinarias avangadas em fissiras nos ratos colonizados por S. mutans foi
significativamente menor que aqueles colonizados por S. sobrinus. Os autores ressaltam
que o S. sobrinus produziu acidos mais rapidamente quando comparado ao S. mutans,
apresentando valores de pH entre 6,5 e 5,0, demonstrando um maior potencial cariogénico.

Posteriormente, estudos como- de KIVELA et al (1999), AOBA &
MORENO (1991), ARENDS et al. {(1992) e LOESCHE (1993), , utilizando-se de varios
modelos experimentais, descreveram como ocorreria a dissolugdo do esmalte dental pelos
acidos produzidos pelas bactérias orais, especialmente os estreptococos grupo mutans,
indicando que em um meio como a saliva, que esta saturada com ions de calcio e fosfato, o
pH da placa teria que cair abaixe de 5,0 para ocorrer a desmineralizacdo.

A partir de estudos como os de IMFELD et al. (1978), as pesquisas

concentraram-se sobre a saliva como a vanidvel mais provéavel capaz de influenciar o inicio
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da carie. Foi constatado que o pH da saliva, é notadamente constante, proximos da
neutralidade, e ndo diferem entre individuos com atividade elevada de cérie e individuos
livres de carie. Demonstrou-se que o pH em uma lesfio cariosa se aproxima de 4.2, ¢ a
média do pH das superficies cariadas era 0,7 unmdades de pH menos do que a média das
placas a superficie de dentes intactos. A rapidez e a magnitude desta produgdo de acidos,
sobrepujam a capacidade tampéo disponivel da saliva. O baixo pH, persistiu por mais de 60
minutos apds a expectoracdo da glicose, demonstrando que os tampdes salivares eram
inadequados na neutralizagdo dos acidos na placa e / ou que o acido estava sendo produzido
continuamente na mesma. Esta Gltima possibilidade foi sugerida pela queda continuada do
pH nos individuos extremamente carie-ativos. Posteriormente, VAN HOUTE et al. (1991)
demonstraram em seus estudos laboratoriais que os estreptococos orais colonizadores das
superficies dentarias, principalmente os pertencentes ao grupo mutans, quando na presenga
de substratos glicidicos possuiam uma grande capacidade acidogénica acarretando, em
periodos curtos de tempo, no abaixamento do pH salivar e da placa bacteriana a valores
entre 4,6 e 5,0.

LOESCHE (1993), descreveu que uma placa em repouso produz
basicamente acidos acético e propidnico e uma placa exposta a sacarose produz grandes
quantidades de acido latico. Os varios acidos produzidos pela placa em repouso, além de
estarem presentes em pequena quantidade nfio sdo capazes de formar complexos com o
calcio. Em outras palavras, eles nio possuiam grande capacidade de desmineralizacdo do
esmalte. Quando a sacarose estd presente, o perfil 4cido da placa se altera
significantemente, porque ha um aumento de seis vezes na concentragio de acidos e estes

incluem os acidos succinico e latico, 0s quais podem formar complexos com o calcio.
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Assim a sacarose € metabolizada em uma série de acidos capazes de desmineralizar a
superficie do esmalte dental. Qualquer queda no pH origina condigSes para o acido
produzido pela placa dental se difundir para dentro do esmalte onde solubiliza a
hidroxiapatita, hberando ions calcio e fosfato. O ion lactato forma complexos com o célcio,
nas camadas da superficie do esmalte, enquanto os ions menores de hidrogénio se difundem
para as camadas mais profundas, causando a desmineralizag8o caracteristica da lesdo
incipiente. A quantidade de polissacarideos de reserva, formados pela placa, mantem as
condi¢Ges acidas na mesma, bem além do periodo em que a sacarose esta na boca. Segundo
a pesquisa de DIBDIN et al. (1995), onde avaliaram a variagdo do pH na placa dental de
dois grupos de pacientes, sendo um com uso de sacarose na dieta, e outro com auséncia de
sacarose, concluiram que, em ambos os grupos ocorre queda do pH da placa, mas onde a
sacarose estava presente, esta queda se manteve por um periodo mais longo.

BRECX et al. (1981), descrevem que os polissacarideos extracelulares
sintetizados pelos microrganismos da placa a partir da sacarose podem ser importantes em
dois aspectos, a saber, como reserva de energia € como constituintes da matriz da placa.
Estes polissacarideos extracelulares compreendem dextranos, mutanos e levanos, os quais
sio sintetizados pelas bacténias a partir da sacarose. Polissacarideos intracelulares sdo
produzidos como grénulos de reserva por muitas espécies bacterianas a partir de varios
carboidratos tais como glucose, frutose e sacarose. Os resultados desta pesquisa indicam
que frequentes bochechos com agua, glucose ou sacarose ndo tem influéncia detectavel
sobre a morfologia ou quantidade de placa no estagio inicial da aderéncia bacteriana.
Porém, demonstram que, uma relagdo dos possiveis efeitos dos carboidratos sobre os

estagios avancados da formag#o da placa, parece estar fundamentada.
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Um estudo envolvendo dietas ricas em sacarose e maltose, na qual amostras
de dois dias de placa de 24 individuos, colhidas antes e durante 2 periodos de 25 dias, fol
realizado por SKINNER et al. (1982). Os resultados mostraram que a concentragiio de
polissacarideos extracelulares na placa foi menor no grupo maltose em relagdo ao grupo
sacarose. De acordo com ROLLA et al. {1985), a sacarose é conhecida por possuir um
maior potencial para induzir caries do que a glucose e a frutose, apesar do fato dos
monossacarideos causarem uma alta ou mesmo maior produciio de acido “in vitro™ pelos
microrganismos da placa dental. E suposto que a cariogenicidade da sacarose é
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 de sacarose resultam em um grande acumulo de placa, um fendmeno que por si sO
pode causar aumento da cariogenicidade. CARLSSON (1986), em seus estudos, chama
atengdo para um possivel papel dos polissacarideos intracelulares na patogenicidade dos
microrganismos cariogénicos, pois durante os periodos do dia nos quais nenhum agucar €
suplementado pela dieta para a microbiota dos dentes, eles podem ser usados como fontes
de energia e os 4cidos sdo excretados. Durante um simpdsio, MARGOLIS (1990),
demonstrou que as mudancgas quimicas efetuadas pela fermentacdo dos carboidratos da
dieta por microrganismos especificos na placa sdo refletidas em mudangas na composigao
do fluido da placa dental.

DE SOET et al. (1989) avaliaram “in vitro” a produgfio de acidos por
espécies de estreptococos colonizadores da cavidade oral. Os resultados mostraram que o .S,
sobrinus produziu significativamente mais acidos quando comparado as demais especies (5.

mutans, S. sanguis) além de ser capaz de manter o pH do meio em niveis abaixo de 6,0 por
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periodos mais longos de tempo, enquanto a produgio das outras espécies cessou ou fol
fortemente diminuida, sugerindo um maior potencial cariogénico do S. sobrinus.

Na tentativa de encontrar um agucar que substituisse a sacarose, IKEDA et
al. (1990) avaliaram a formacfo de placa e a producgdo de acido latico por amostras de S.
mutans a partir de um meio de cultura contendo Nystose. Os resultados mostraram que o
carboidrato utilizado (Nystose) nfo serviu como substrato para a producio de glucano
através da enzima ghcosiltransferase sintetizada pelo S. mutans; a aderéncia celular as
superficies de vidro foi quase nula; na presenca de sacarose a Nystose inibiu a atividade da
glicosiltransferase produzida pelo S. mutans; e 0 namero de caries em ratos alimentados
com dieta contendo Nystose, e infectados com S, sobrinus, foi significativamente menor
quando comparado com os ratos alimentados com sacarose.

A partir desses estudos, KOHLER et al. (1995) pesquisaram a relac3o entre a
capacidade de produgio de 4cidos “in vifro” por amostras de S. mutans e S. sobrinus
isoladas de escolares e a experiéncia de carie desses individuos. Os resultados desse estudo
mostraram uma maior producio de acidos “in vitro” pela espécie S. sobrinus em relacio ao
S. mutans, porém ndo revelou correlagiio entre a atividade glicolitica dessas espécies € a
prevaléncia de caries nas criangas das quais as amostras haviam sido isoladas. Os autores
concluem que embora o S. mutans e S. sobrinus possuam acentuadas propriedades
acidogénicas e aciduricas, ¢ dificil correlacionar a atividade de produgio de acidos de
culturas puras “in vitro” com o processo carloso ‘i vivo”.

FU et al. (1991), compararam o efeito da espessura da placa sobre a retencao
de glucose e acidos organicos produzidos por placas contendo ou ndo glucanos, utilizando

um modelo intra-oral de desmineralizagic do esmalte. Seus resultados mostraram que a
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presenca de glucano aumenta o indice de difusfo e producgio de acido na camada mais
profunda da placa adjacente a superficie dental. Estudando a velocidade de formacdo de
placa bacteriana “in virro”, MACPHERSON & DAWES (1991), concluiram que quanto
mais rapido for a formacio de placa, maior sera a queda de pH do meio onde as bactérias
foram cultivadas.

OLSSON et al. (1992), avaliaram “in vitro” a capacidade de adesdo
bacteriana a superficies de vidro normais e superficies de vidro tratados com oxido de
polietileno, a fim de torna-las hidrofobicas. Os resultados mostraram que as superficies
submetidas ao tratamento com oxido de polietileno sofreram uma menor adesdo bacteriana
em relacdo as superficies de vidro normais. MARGOLIS et al. (1993), sugerem que o
potencial cariogénico da placa /m vivo” pode também ser influenciado pelos polimeros
que constituem parte da matriz da placa. Citam como exemplo, evidéncias que indicam que
polimeros tais como glucano, produzido pelos estreptococos do grupo mutans a partir da
sacarose, podem aumentar a porosidade da placa pelo aumento da distincia interbacteriana
e efetuar um aumento da difusdo do substrato na placa. Um aumento na porosidade da placa
pode, portanto, levar a um aumento da acidogénese bacteriana. Segundo DE SOET et al.
(1991), analisando as diferencas no potencial cariogénico entre S. mutans e S. sobrinus,
verificou que o numero de lesdes cariosas em ratos colonizados por S mutans foi
significativamente menor que os colonmzados por S. sobrinus, e o S. sobrinus também
produziu acidos mais rapido, ocasionando uma queda mais brusca do pH, quando
comparado ao S. muians. Os autores sugerem que estes resultados se devam a diferencas

nas propriedades glicoliticas entre as duas espécies.
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RUSSEL (1994), confirma a importdncia de bactérias especificas na
etiologia das caries dentais e doengas periodontais. Ainda neste trabalho; o autor defende o
desenvolvimento de meios preventivos baseados no entendimento do metabolismo destas
espécies bacterianas especificas, através de estudos moleculares que revelem os fatores de
viruléncia a serem inibidos.

A sensibilidade de uma espécie para um determinado nicho pode; em parte,
ser influenciada pela especificidade de aderéncia a determinados substratos, especialmente
no caso- dos colonizadores iniciais da cavidade bucal, e por inmimeras relagdes
interespecificas existentes entre os constituintes da microbiota oral. Esses mecanismos que
regem a colonizagdo das superficies dentarias podem sofrer variagbes de acordo com
fatores como a dieta e substancias resultantes do proprio metabolismo bacteriano que
podem modificar as caracteristicas do meio ambiente e favorecer ou inibir o
desenvolvimento de determinados microrganismos. DEYLOFF & SANDERS (1980)
avaliaram “in vitro” a habilidade de bactérias orais humanas em inibir o S. muzans. Nesse
estudo, os autores concluiram, de modo geral, a existéncia de uma extensa e inerente
variabilidade de antagonismo microbiano por certas espécies influenciada diretamente pelas
mudangas nas condigbes fisico-quimicas do meio. Em seguida, HILMAN et al. (1985)
demonstraram em seu experimento a produc@io de bacteriocinas por uma amostra de S
mutans JH1001 que podem inibir o crescimento de outros microrganismos. Individuos
colonizados pelo S. mutans JH1001 mostraram, apds o periodo de dois anos e meio, uma
microbiota persistente dessa espécie e um nimero significativamente reduzido de S. mutans
indigeno. Os autores indicam que esses resultados sugerem a eventual aplicagdo terapica do

S. mutans JH1001 como forma de prevengido das caries dentarias.

30



FABIO et al. (1987) examinaram amostras de estreptococos humanos
(particularmente o . mutans) originados da placa dental a fim de se determinar o espectro
de atividade de bacteriocinas {mutacinas). De acordo com esse trabalho, 89% das amostras
de Streptococcus mutans estudadas produziram substineias com largo espectro de atividade
anti-bacteriana. As bacteriocinas produzidas mostraram uma acentuada atividade inibitoria
contra bactérias gram-positivas. Em estudos dessa natureza, KITAMURA et al. (1989)
pesquisaram o efeito das bacteriocinas produzidas pelo Streptococcus sobrinus na infecgio
e estabelecimento do S mutans em ratos “pathogen-free”. Verificou-se que quando
inoculadas as duas espécies juntas o S. sobrizus inibiu completamente a colonizagio do S.
mutans nas superficies dentarias dos ratos. O S sobrinus também eliminou a placa
bacteriana formada previamente pelo S. mutans quando inoculado apés o periodo de 2 dias,
entretanto, quando moculado 2 semanas apos a inoculagiio do 8. mutans ambas espécies
coexistiram na placa depositada sobre as estruturas dentarias. Em relacdo a colonizagiio em
cada superficie dentéria, o S. sobrinus inibiu o estabelecimento de S. mutans em superficies
lisas mas ndo em fissuras.

A anpalise detalhada da literatura disponivel, demonstra uma preocupacio
constante dos pesquisadores em ampliar os conhecimentos que envolvem o estudo da carie
dentaria, que ainda hoje € a patologia de maior frequénecia nas populagdes, de modo geral.
Nesse sentido, varios estudos tem contribuido para um maior entendimento da microbiota
oral envolvida na iniciag8o e desenvolvimento das lesdes de carie e seus processos de
supressdo e recolonizagdo da placa bacteriana. O fato dos estreptococos grupo mutans,
permanecerem COmMoO OS MICrOrganismos mais intimamente relacionados a carie e a

necessidade de se conhecer melhor os mecanismos que tornam esses microrganismos os
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principais indutores da placa dental, produtores de polissacarideos extracelulares e acidos,
com énfase na correlag@o- destes fatores de viruléncia com o potencial indutor de lesdes

cariosas dessas espécies, tem levado os pesquisadores a ampliar os estudos nessa area de

atuacio.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Origem das amostras

Para o presente estudo, foram utilizadas 15 amostras de Strepfococcus
mutans e 15 Streptococcus sobrinus, pertencentes ao acervo de microrganismos da
Disciplina de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba —
UNICAMP. As espécies foram mantidas sob congelamento (freezer -20° C), em aliquotas
de 5,0 mL em meio B.H.I. (Brain Heart Infusion - Difco) adicionade de 10% de glicerol,

segundo TENOVUO et al. (1992).

3.2 Quantificacio da placa bacteriana in vifro

Para quantificagdo da formacio de placa in virro, foram utilizadas culturas
recentes das amostras de S. mutans e S. sobrinus, previamente padronizadas pela escala de
Mg Farland (tubo n° 02) em meio B.H.I Uma aliquota de 0,2 mL de cada uma dessas
amostras foram inoculadas em tubos de tamanho padronizado contendo 5,0 mL de meio
BHI acrescido de 10% dos diferentes carboidratos fermentaveis (individualmente) -
sacarose, glicose, frutose, glicose (5%) + frutose (5%). Para a obteng3o -da placa in vifro
pela associag@o das duas espécies, foram inoculadas 0,1 mL de cada espécie a fim de que o
numero de células de cada espécie seja igual no mesmo inoculo, e o total de células se
iguale ao das espécies isoladas. Os tubos inoculados com as amostras de S. muians e S.
sobrinus isoladas € em associagdo, foram acompanhados de um bastio-capilar de 4

centimetros de comprimento com as extremidades fechadas e uma delas recurvada na forma



de bengala. Os tubos foram incubados a 37° C durante 48 horas em estufa sob a
concentragio gasosa de 10% de CO,.

Para efeito de quantifica¢do da producfio de placa in vitro, o bastio-capilar
foi pesado antes das amostras serem inoculadas no meio B.H.IL acrescido de 10% dos
carboidratos fermentaveis - sacarose, glicose, frutose, glicose (5%) + frutose (5%) - e apds
o periodo de incubago. Com este procedimento, foi possivel quantificar a produgio de
placa umida /n vitro formada por cada espécie em relagio aos diferentes agticares,

isoladamente e em associagdo, possibilitando uma avaliagao comparativa entre elas.

3.3 Determinaciio da producio de acidos

Para a determinagdo da capacidade de produgio de acido pelas amostras de
estreptococos S. mutans e S. sobrinus - isoladas e em associagdio - foram utilizadas
medigdes continuas, em intervalos de tempo regulares, do pH do meio de cultura onde estas
espécies foram cultivadas. As amostras foram previamente inoculadas em meio BHI e
incubadas a 37° C por 24 horas, em estufa sob a concentragio gasosa de 10% de CO,, para
obtencdo de culturas recentes, antecipadamente padronizadas pela escala de Mc Farland
(tubo n® 2). Apés este periodo de incubacfo, aliquotas de 0,2 mL de cada espécie foram
inoculadas em meio BHI a 10% dos diferentes carboidratos  fermentiveis
(individualmente} - sacarose, glicose, frutose, glicose (5%) + frutose (5%). Para a
associagdo das duas espécies, foram inoculadas aliquotas de 0,1 mL de cada espécie , para
que o namero de celulas de cada espécie seja 0 mesmo e o total de células inoculadas na
associacdo igual ac das espécies isoladas. As medicdes foram realizadas em intervalos de

tempo pré-estabelecidos, modificados a partir de alguns padrdes encontrados na literatura
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(STEPHAN, 1944, LLOESCHE, 1993), sendo a primeira medi¢io no momento da
inoculagfio (zero hora) e as seguintes em 3, 6, 12, 24 e 48 horas apos, de modo que o
periodo total de incubagio seja dividido em periodos regulares e crescentes, possibilitando

uma avaliagdo das quedas de pH durante todo o periodo de crescimento das amostras.

3.4 Determinacio da concentracio de polissacarideos extra-celulares

presentes na placa in vitro submetida a diferentes carboidratos

3.4.1 Determinacio de carboidrato total solivel em acido

A determinagdo de carboidratos solivels na amostra, foi realizada pelo
método de dosagem de carboidratos totais (DUBOIS et al, 1956), o qual se baseia na reagio
de um agucar quando na presenga de um dacido forte (H»SO4), formando compostos
furfaricos a partir de uma pentose ou hexose. Os compostos furfiiricos na presenga de fenol
obtém uma coloragio laranja, cuja intensidade € proporcional ao teor de agiicar presente na
amostra. Decorridos 20 minutos, a intensidade de cor fol medida em espectrofotdmetro

digital (MICRONAL B342 II) a 490 nm. O resultado fol expresso em pg / mg de placa in

vitro (Figura 1).

3.4.2 Determinacio de carboidrato total solivel em dlcali
A determinacdo de polissacarideos soluveis em alcali foi feita pelo método

de dosagem de aciicar total (DUBOIS et al, 1956) ja descrito, e as dosagens foram



determinadas em espectrofotometro digital (MICRONAL B 342 II). O resultado foi

expresso em ng / mg de placa in vitro.

Figura 1. Tratamento da placa in vifro para determinacdo da concentracdo de carboidratos

totais solaveis em acido e em alcali.

Placa in vitro

HCl ~0,3M0,5mL

3horas / sob agitacio
Centrifugacéao
Ppt 1 sob 1
NaQH 1,0M l
0,1 mL / mg placa
3 horas Carboidrato fotal solivel em
temperatura ambiente acido
agitar
h
Centrifogacio
‘2 sob 2 Carboidrato total
PP > solavel em alcali
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3.5 Determinacio diferencial das amostras de S. mutans e S. sobrinus

As amostras de S mutans e S. sobrinus pertencentes ac acervo de
microrganismos da disciplina de Microbioloia e Imunologia da FOP- UNICAMP foram
submetidas a diferenciagfio através da inoculagio em meio BHI acrescido de antibidticos,
para determinacgdo de cepas que fossem resistentes distintamente (S. mutans rifampicina-
resistente € S. sobrinus estreptomicina-resistente) facilitando assim a separagdo, por meios
seletivos, desses microrganismos quando cultivados em associagio (IKEDA et al. 1988).
Nio foram obtidas cepas que apresentassem a possibilidade de isolamento das espécies de
S. mutans e S. sobrinus apos a realizacio de culturas mistas, portanto, para realizagdo dos
experimentos de supressdo € recolonizag@o in vitro foram utilizadas amostras de S. mutans
32K e §. sobrinus 6715 gentilmente cedidas pelo Laboratorio de Microbiologia da

Universidade de Chiba; Jap&o.

3.6 Supressio bacteriana

Foram utilizadas culturas recentes das amostras de Streptococcus mutans
32K rifampicina-tesistente e Strepfococcus sobrinus 6715 estreptomicina-resistente,
previamente padronizadas pela escala de Mc Farland (tubo n° 02) em meio B.H.I. Uma
aliquota de 0,2 mL de cada uma dessas amostras foram inoculadas em tubos contendo 5,0
mL de meio BHJI acrescidos de 10% de diferentes carboidratos fermentaveis
(individualmente) - sacarose, glicose, frutose e glicose (5%) + frutose (5%) - e
posteriormente incubados a 37°C durante 24 horas em estufa (Water-Jacked CO- Incubators

/ Cole Parmer Instruments — USA) sob a concentragio gasosa de 10% de CO, (IKEDA et
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al., 1988; REBELO, 1998). Em intervalos de tempo crescentes (3, 6, 12 e 24 horas) 0,1 mL
das culturas mistas de S. mutans / S. sobrinus foram coletados, diluidos em séries decimais
de 10" a 10™ em solucio salina estéril (NaCl 0.9%) e plaqueadas em meio BHI-agar
contendo tifampicina (0,1 mg/mL) ou estreptomicina (1,0 mg/mL). Apos a inoculagio, as
placas foram incubadas por 24 horas a 37° C em estufa sob a concentragio gasosa de 10%
de COz e posteriormente submetidas a contagem do nimero total de células (Contador de
Colénias Phoenix - UFC/mL) para cada espécie, permitindo a determinagdo da existéncia,
ou ndo, de supressdo entre esses microrganismos, durante ¢ -periodo de incubagio, quando

cultivados em associagio.

3.7 Colonizacio e recolonizacio da placa bacteriana in vitro

Na avaliagdo dos processos de colonizagdo e recolonizagdo da placa
bacteniana “fr vifro”, foram utilizadas culturas recentes de S. mutans 32K e S. sobrinus
6715 previamente padronizadas pela escala de Mc Farland (tubo n° 02) em meio BHI. Os
tubos com esse meio, acrescidos com 10% de diferentes carboidratos fermentaveis,
individualmente - sacarose, glicose (5%) + frutose (5%), glicose, frutose - foram inoculados
com as amostras de S. mutans rifampicina-resistente e S. sobrinus estreptomicina-resistente,
e adicionados de um bastdo-capilar de aproximadamente 4,0 cm, com as exiremidades
fechadas na chama e uma delas dobrada na forma de uma bengala (OLIVEIRA, 1974), para
o desenvolvimento da placa bacteriana “jn vitro”. Para melhor avaliagdo das interacoes
bacterianas entre essas especies, os procedimentos praticos foram divididos em trés
experimentos distintos, permitindo a determinagdo do potencial de colonizagio e

recolonizacdo da placa bacteriana in vitro (IKEDA et al. 1988).



3.7.1 Experimento I:

Foram inoculados simultaneamente, 0,2 mL de S. mutans e 0,2 mL S.
sobrinus em tubos contendo 5,0 mL de meio B.HI contendo 10% dos diferentes
carboidratos  fermentaveis (individualmente)} - sacarose, glicose, frutose, glicose (5%) +

frutose (5%) - e o bast@o-capilar. Os tubos foram incubados em estufa & 37° C sob tensdo de

10% CO., por 48 horas.

3.7.2 Experimento II:

No segundo experimento, placa bacteriana in vifro pre-formada por S.
sobrinus (48 horas), seguindo-se o padrio descrito anteriormente através da inoculagdo da
amostra em meio B.H.1. contendo o bastdo-capilar (OLIVEIRA, 1974), foi transferida para
um novo tubo contendo meio de cutura recente acrescido de 10% dos diferentes
carboidratos fermentaveis (individualmente) - sacarose, glicose, frutose, glicose (5%) +
frutose (5%), e incubada com culturas de S. mutans por mais 48 horas em estufa a 37° C

sob tensdo de 10% COs,.

3.7.3 Experimento I1I:

No terceiro experimento foi mantido o mesmo procedimento - realizado
anteriormente para o experimento II, porém iniciado a partir de placa bacteriana in vifro
pre-formada por S mutans, que foi transferida para um novo tubo contendo meio de cutura
fresco acrescido de 10% dos diferentes carboidratos fermentaveis (individualmente) -

sacarose, glicose, frutose, glicose (5%) + frutose (5%) - e incubada com culturas de S.
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sobrinus, por 48 horas em estufa a 37° C sob tensdo de 10% CO;.

Ao final de cada experimento, a placa bacteriana in vitro foi dispersa sob
vibragdo (ultra-som Thornton-Marcom) em solugdo salina estéril (NaCl 0,9%), e em
seguida inoculadas em meto B.H.1.—-agar (Difco) contendo estreptomicina ou rifampicina.
As placas inoculadas com as amostras (S. mutans / S. sobrinus) em B.H.I-agar foram
incubadas por 24 horas em estufa @ 37° C sob tensio de 10% de CO; e posteriormente
submetidas a contagem do numero de colénias (UFC/mL) para cada espécie, permitindo
dessa forma, uma analise das relagles entre 5. mutans ¢ S. sobrinus nos processos de

formagdo da placa bacteriana in vifro, com énfase nos mecanismos de supressio e

recolonizagdo dessas espécies.
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos na quantificagdo da producgdo de placa bacteriana in
vitro- por amostras de S. mutans e S. sobrinus - cultivadas isoladamente ¢ em associagio,
em meios acrescidos de 10% de diferentes substratos glicidicos - sacarose, glicose, frutose
e glicose (5%) + frutose (5%) - encontram-se expressos na Tabela 1 e Figura 2.

A espécie S. mutans € a associagido 8. mutans / S. sobrinus apresentaram a
maior produgdo de placa bacteriana (14,50 mg e 7,92 mg respectivamente) quando
cultivadas em meio de cultura a 10% de sacarose, demonstrando uma diferenga
estatisticamente significante em relacio aos demais carboidratos, de acordo com o Teste de
Tukey, considerando-se como nivel minimo de significincia (n.m.s) 5%. Para a espécie de
estreptococos do grupo mutans, S. sobrinus, cultivada isoladamente, os resultados
encontrados demonstraram uma maior produgdo de placa bacteriana (7,20 mg) quando
cultivada em meio acrescido de 10% de sacarose, nio apresentado diferenca
estatisticamente significante em relacio a glicose (4,935 mg), mas sim , quando comparada a
frutose (3,50 mg) e glicose + frutose (2,98 mg).

A Tabela 2 e Figura 3 descrevem os valores médios encontrados nas
medi¢des de pH do meio de cultura, onde foram cultivadas as amostras de §. mutans, em
intervalos de tempo crescentes. As curvas demonstradas na Figura 3 expressam quedas
significativas de pH em todos os meios de cultura acrescidos dos diferentes substratos

glicidicos nos intervalos de tempo estabelecidos.
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Tabela | ~ Valores médios da produgdo de placa bacteriana in virro, por amosteas de S mutans ¢ S sobrinus
cultivadas, iscladamenie e em associaglo, em meio acrescido de diferentes carboidratos -sacarose 10%,

glicese 10%, frutose 1% ¢ glicose (5%0) + frutose (3%).

8. mutars 5. sobrinus 8. mutans /8. sobrinus
mg-placa/ds hs' sn” meg-piaca/ 48 hs sD mg-placal 48 bs Sb
Sacarose 14,50™ 15,18 7.20% 5,09 7.92% 3.42
Glicose 4,34° 0,70 4,954 0,71 415" 0,88
Frutose 3,507 0.84 3,50° 0,66 3 54" 0,89
Glicose + Frutose 3,54% 0,68 2,98" 1,03 2.93" 1,06

* médins seguidas pela mesma lefra nfo diferem entre sf pelo teste de Tukey (p<0,05)
** desvio padrio
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- placa/

o e i & S sobrinus
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,,,,, . b S prutans /3 sobrizus

Bacarose Glicose Trutuse Glicose + Frutoss

Figura 2 - Valores comparatives da produciio de placa bacteriana in vifro, por amostras de S
mutans € S, sobrinus, cultivadas isoladamente e em associacdo, em melo acrescido de diferentes
carboidraios - sacarose 10%, glicose 10%, frutose 10% ¢ glicose (394) + frutose (3%

A espéeie 8. mufans apresentou maiores quedas de pH quando cultivada em

meio adicionado de 10% de sacarose nos periodos de 6 (5,16), 24 (3,98) e 48 (3,97) horas.

No periodo inicial {3 horas) e de 12 horas, as maiores quedas de pH do meio de cultura




encontradas se devem aos metos enriquecidos com 10% de frutose (5,90) e glicose (4,27),
respectivamente. O meio acrescido de glicose {5%) + frutose (5%) apresentou as menores
qguedas de pH quando inoculado com amostras de S muians em relagio aos demais

carboidratos.

Tabela 2 — Valores médios de pH, em intervalos de tempo crescentes das amostras de S muans cultivadas em
meio acrescido de diferentes carboidratos - sacarose 10%, ghicose 10%, ftose 10% e glicose (5%) + frutose
(5%}

388 SD°  6hs 8D 12hs SD  24hs SD  48hs 8D

Sacarose 6,46 0.63 316 0,582 4.30 0,23 3,08 0,17 397 0,15
Glicose 5,98 0,45 372 0,63 427 09,21 4,01 8,21 4,10 0,21
Frutose 590 834 320 023 436 G230 43¢ 025 410 071
Glicose + Frutoss 596 023 336 D32 523 032 513 023 453 023

* desvio padric
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T saganese
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45 : " fretose
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3 & 12z 24 48
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Figura 3 ~ VYalores de pH em mntervalos de tempo crescentes de amostras de
S.omitons cultivadas em meig acrescido de 10% de diferentes carboidratos -

sacarose, glicose, frutose e glicose (5%) + frutose (5%



Os resultados da Tabela 3 e Figura 4, expressam os valores da produgéo de
acidos por amostras de S. sobrinus através de medigdes de pH do meio de cultura em
intervalos de tempo crescentes. A espécie S. sobrinus apresentou maiores quedas de pH
quando cultivada em meio a 10% de glicose, com valores de 5,63 (3 horas), 4,06 (24 horas)
e 3,96 (48 horas). Nos periodos de 6 e 12 horas, as maiores quedas de pH se devem as
amostras de S. sobrinus cultivadas em meio contendo 10% de sacarose (4,66) e frutose
(4,26), respectivamente. A associag@o dos substratos: glicose (5%) + frutose (5%), mostrou
as menores quedas de pH do meio em rela¢do aos demais carboidratos utilizados para esse

experimento.

Tabela 3 — Valores médios de pH. em intervalos de tempo crescentes das amostras de S, sobrinus cultivadas
em meio acrescido de diferentes carboidratos - sacarose 10% , glicose 10%, frutose 10% ¢ glicose (5%} +
frutose (5%).

3hks SD°  6hs SD  12hs SD  24hs SD  48hs SD

Sacarose 6,38 0,52 4 66 0,52 4,62 0,52 429 0,26 4,08 0,16
Glicose 3,63 0,57 3,30 046 444 0.34 406 0,32 3,96 040
Frutose 5,93 0,18 5,06 0,18 4,26 0,32 423 0,26 4.06 0.26
Glicose + Frutose 6,10 0217 530 025 530 032 463 023 433 024
* desvio padrdo

A Tabela 4 e Figura 5 expressam os valores encontrados nas medigdes de
pH dos meios de cultura acrescidos de 10% dos diferentes carboidratos, em intervalos de
tempo estabelecidos, quando inoculados com amostras da associagio S. mutans / S.

sobrinus.
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sacarose
frutoss

gheose + fuiose

Figura 4 — Valores de pH em intervalos de tempo crescentes de amostras de 5.

sobrinus cultivadas em meio acrescido de 109% de diferentes carboidratos -

sacarose, glicose, frutose ¢ ghcose (5%) + frutose (5%;.

Entre os carboidratos analisados, a glicose com valores de 5,27 (3 horas),

5,10 {6 horas), 4,27 (12 horas) e 3,93 (24 horas) seguida pela sacarose — 5,13 {6 horas),

433 (12 horas) e 4,08 (48 horas) apresentaram as maiores quedas de pH do meio quando

inoculados com a associaciio S mutans / S. sobrinus. O meio de cultura acrescido de

frutose obteve as maiores quedas de pH nos intervalos de tempo de 6 horas (5,10 e 48

horas (4,06). A assoctagio de carboidratos glicose + frutose apreseniou as menores quedas

de pH em relagiio aos demais substratos.
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Tabela 4 — Valores médios de pH, em intervalos de tempo Ccrescenies das amostras de S, sutans /S, sobrinus
cultivadas em meio acrescido de diferentes carboidratos - sacarose 109, glicose 0%, frutose 10% ¢ glicose

{3%:) + frutose (3%).

3hs SD° ghs SO 12hs SD 24hs  SD  48hs  SD

Sacarose 593 018 513 023 433 024 423 026 408 016
Glicose 327 061 510 039 4727 G038 393 426 406 024
Frutose 6,10 021 310 021 443 018 420 023 406 026
Glicose + Frutose 6,26 020 346 040 520 025 476 020 430 025

* desvio padrio
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. i, — glicase + frutess

Figura 5 — Valores de pH em intervalos de tempo crescentes de amostras de S puidans /
5 sobrinus cultivadas em melo acrescide de 10% de diferentes carbotdratos -

sacarose, glicose, frutose & glicose (5% + frutose (5%).

Os resultados obtidos na quantificacio da producio de carboidratos totais
soliveis em acido por amostras de 8 mulans e 8. sobrinus, cultivadas isoladamente e em
associacdo, em meio de cultura acrescido de 10% de diferentes substratos — sacarose,

glicose, frutose e glicose {5%) + frutose {5%) sdo demonstrados na Tabela 5 e Figura 6.
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Tabela 3- Produglio de carboldratos totais soliivets em dcido por S mutans ¢ S sobrinus coltivadas, isoladamente ¢ em

associagdo, em meio acrestido de diferentes substmalos -sacarose 10%. glicose 10%. frutose 109% ¢ glicose (3% +

frutose (3%,
Sacarose Glicose Frutose Glicose
+
Frutose
g carh./ jEi ug carb./ br yg carb./ 14 pg carh./ DF
mg placa mg placa mg placa mg placa
8. mutans 6,904 2,68 31808 079 64347 11.87 232.10° 126.87
8. sobrinus 1,14F 0,19 5.134 1,28 402.26" 178,62 81005 2335

S. mutans/S.sobrinus 1,56 0,36 4,83% 100G 167,86" 32,75 118,09° 23,9

vitro. Médias seguidas pela mesma letra nfio diferem entre si pelo Teste Scott & Knoit (p<(,035).

8.5, mutans

@ 5. sohrinus

038, mutans/S. sohrinus

ChicosatFruse

Sacamss Glicose rdose

Figura 6 — Produciio de carboidratos tolais soliveis em cido / mg placa in vitre por amostra de
5. mutans ¢ 8. sobrinus cultivadas iscladamente ¢ om associacio.

A espécie 5. mutans cultivada isoladamente em meio de cultura contendo
sacarose ou glicose + frutose apresentou a maior producéo de carboidratos totais soluveis
em acido com valores de 6,90 ug/mg placa e 232,10 ug/mg placa, respectivamente. Fsses

resultados diferiram estatisticamente ao nivel de 5% pelo Teste Scott & Knott, quando
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comparados a producfo pela espécie S. sobrinus (1,14 ug/mg placa - sacarose; 81,00 ug/mg
placa - glicose + frutose) e pela associacdo S. mutans / S. sobrinus (1,56 ng/mg placa -
sacarose; 118,09 ug/mg placa — glicose + frutose).

Em meio de cultura acrescide de 10% de glicose as amostras de S. sobrirnus
(5,13ug/mg placa), cultivadas isoladamente, e a associagdo S. mutans / S. sobrinus (4,85
ug/mg placa) apresentaram maior produgio de carboidratos totais solGveis em é4cido com
diferenca estatisticamente significante (p<0,05) em relagio ao S. mutans (3,80pg/mg
placa). Para o meio de cultura contendo 10% de frutose a espécie S. sobrinus produziu a
maior quantidade de carboidratos totais soliveis em &cido por miligrama de placa
bacteriana “in vitro” (402,26 ug/mg placa) quando comparada ao S. mutans e & associagdo
S. mutans / S. sobrinus (167,86 ug/mg placa).

Com relagdo a producdo de carboidratos totais soliveis em alcal, pelas
amostras de S. mutans e S. sobrinus, isoladamente e em associacdo, os resultados
encontram-se expressos na Tabela 6 e Figura 7. Pode-se constatar que para o meio de
cultura onde foram adicionados 10% de sacarose a especie S. mutans (39,79 ug/mg placa)
apresentou diferenga estatisticamente significante, comparando-se a produgdo da espécie S.
sobrinus (4,60 pg/mg placa) e da associacdo S. mutans / 5. sobrinus (3,96 Lg/mg placa),
considerando-se como nivel minimo se significancia (n.m.s.) 5% pelo Teste Scott & Knoit.

Para quantificagdo de carboidratos totais soliveis em alcali em meios de
cultura acrescidos de glicose ou glicose + frutose, os resultados demonstraram uma maior

produgio pelas amostras de S. sobrinus (3,83 pg/mg placa) e pela associagdo S. mutans/ S.
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sobrinus (46,43 pg/mg placa) respectivamente, porém esses valores nic diferiram

significativamente {p<0,03) em relagio aos demais microrganismos testados.

Tabela 6- Produgio de carboidratos totais solirveis em alcali por 8. murrans € 5. sebrinus cultivadas. isoladamente e em
associagio. em meio acrescido de diferentes substratos -sacarose 0%, glicose 10%. frutose 10% e glicose (3% +

fristose (3%).

Sacarose Glicose Frutose Glicose
Frutose
pg carb./ by pg carb./ P ueg carh./ np ug carh./ ne
mg placa” mg placa mg placa mg placa
8. muttans 39,704 10,85 3264 0.81 16 37 12,98 33334 17.04
S. sobrinus 4_‘6(}3 1,76 3.83% 1.08 47734 24 61 44 685 24,12
3. mutans/S. sobrinus 3,968 113 3,19t 0,42 43,30* 12,50 46,434 18,51

" Valores médios ( ¥ ) ¢ desvio-padrio (DP) - ug de carboidratos tolais soliveis em dlcali / mg de placa bacteriana in
vitro. Médias sceuiclas pela mesma letra ndo diferem cnire si pelo Teste Scott & Knott (p<0,03).

B 5. mutans
B 5. s0brinus

8 mutans /8. sobrinus

S AR

Sacarcse Clicose Frutoss GhoesesFrutese

Figura 7 — Produgfo de carbotdratos todais solfvels e dlcali / mg plaga “in vitro ™ por amostra
de S mutans e S sobrinus cultivadas iscladamente ¢ em associacio.
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Em relacfio ao teste com o meio de cultura contendo 10% de frutose, as
maiores producdes de carboidratos totais soliveis em alcali corresponderam as amostras S.
sobrinus {47,75 ug/mg placa) ¢ & associacio S. muians / S sobrinus (43,50 ug/mg placa}
com uma diferenca estatisticamente significante {p<0,05) quando comparada ao S. mufans
cuitivado isoladamente.

A determinacdo das relagdes de supressdo bacteriana entre amostras de 5.
mutans 32 K rifampicina-resistente ¢ S, sobrinus 6715 estreptomicina-resistente, cultivadas
em associagdo, nos diferentes meios de cultura acrescidos de 10% de diferentes
carboidratos (individualmente) — sacarose, glicose, frutose e glicose(5%) + frutose (5%) foi
realizada atraves da contagem do numero de unidades formadoras de coldonia (UFC) em

meto BHI-agar contendo rifampicina ou estreptomicina, como mostram as Figuras 8e 9.

Figura 8 - UrC de 5 mwtans em meio | Figura 9 - UFC dc 5 sobrinus em meio |
BHI — agar acrescido de rifampicina. BHI -~ agar acrescido de estreptomicing,

A Tabela 7 e Figura 10 demonstram um predominio do nimere de coldnias
(UFC/mL} de S sobrinus em relagdo ao 5. mutans nos periodos de incubaglio de 3 e 6

horas. Apos este periodo, observa-se uma diminuicdo acentuada de células de 8. sobrinus



comparando-se a contagem de UFC/mL da espécie S. muians. A partir de 12 horas de

incubacdo os indculos, em meio contendo estreptomicina provenientes da cultura mista de

S. muitans e 8. sobrinus, ndo detectaram a presenca de células vidveis de S sobrinus.

Tabela 7 — Nimero de UFC/mL de S mufans e S0 sobrinus provemientes de cnltura mista em meio contendo 10% de
sacarose em diferentes periodos de incubagiio

Oh-UFC/mL | 3bh- UFC/mL | 6 h- UFC/mL | 12 h- UFC/mL | 24 h- UFC/mL
5. mutans 7.0X10° 4,06 X 10° 60X 10° 162X 10° 0,26 X 10°
S sobrinus 70X 10° 6,0 X 10° 6,0 X10° 0.0 0,0
| i
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Figara 10— Niunero de UFC/mlL de 5 mutans o S, sobrinus provenientes de cultura
mista em meio contendo 10% de sacarose em diferentes periodos de incubacio.

De acordo com as tabelas 8, 9 ¢ 10 e Figuras 11, 12 e 13, as amostras de 5.

muians e 8. sobrius demonstraram um crescimento semelhante e independente do



substrato {glicose, frutose e glicose + frutose) adicionado ao meio de cultivo. Para todos os
meios de cultura verifica-se um predominio do nimerc de UFC/mL da espécie S. mufans

em relac3o ao S. sobrinus durante tedo o periodo de incubacéo.

Tabela § — Namero de UFC/mL de 8 muwfons e S sobrinus provenientes de cultura mista em meio contendo 10% de
glicose em diferemies periodos de incubaglo

O b- UFC/mL | 3h- UFC/mL | 6 h- UFC/mL | 12 b- UFC/mL | 24 b- UFC/mL
& mustans 7.0 X 10° 236 X 10° 2,30 X 10° 1,38 X10° 3,72 X16°
8. sobrinus 7,0 X 10° 0,30 X 10° 0,60 X 10° 0,0 0,0
%
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Figura 11 — Namero de UFC/mL de 5 mulgns e 8 sobrinus provenientes de cultira
misia em meio coniendo 10% de glicose em diferentes periodos de incubagfio



Tabcla 9 — Namero de UFC/mL de 8 murans € S sobrinus provenientes de cultura mista em micio contendo 10% de
frutose em diferentes perfodos de incubacio

0 h- UFC/mL | 3h-UFC/mL | 6 h- UFC/mL | 12 h- UFC/mL | 24 b- UFC/mL
8. mntans 7.0X 107 2,46 X 10° 210X 10° 126X 1¢° 1,76 X 107
8. sobrinus 70X 10° 0,30 X 10° 0,82 X 10° 0,0 0,0
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Figura 12 — MNamero de UFC/mi de S mutans © S sobrinus provenientes de cultura
mista em meio contendo 10% de frutose em diferentes periodos de incubagio

Tabela 10 — Mimero de UFC/mlL de S mutars ¢ S sobrinus provenientes de culiura mista em meio contendo
glicose (3% + frutose (5% em diferenies perfodos de incubagio,

Oh-UFC/ml | 3h-UFC/mbL | 6h- UFC/mL | 12h- UFC/mbL | 24 b- UFC/mL

8 msitans 70X 100 412X 10° 2,06 X 10° 072X 10° 246 X 10°

=

S sobrinus 7,0 X 10° 20X 10 1,66 X 10° 0,0 0,0

LA
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Figura 13 - Nimere de UFC/mb de S murtans e S sobrinus provenientes de cuitura mista
em mcto contendo glicose (39) + frutose (3%)em diferentes periodos de incubacio

A partir de 12 horas de incubacfio, as amostras obtidas das culturas mistas de
S. mutans e S sobrinus, em meio acrescido de glicose, frutose e glicose + frutose, e
inoculadas em meio BHI-dgar contendo estreptomicina nfo resultaram em unidades
formadoras de colonia {UFC) como demonstrado nas Figuras 11, 12 e 13

As interacdes bacterianas entre as espécies 5. mufans 32K e S. sobrinus 6715
nos processos de colonizacfo e recolonizacio da placa bacteriana /n vifre em meios de
cultura acrescidos de diferentes substratos — sacarose 10%, glicose 10%, frutose 10% ¢
glicose (5%) + frutose (5%} — referentes aos experimento I, Il e Il sfo demonstrados nas
Tabelas 11, 12 e 13 e Figuras 14, [5 ¢ 16.

De acordo com esses resultados, verifica-se uma manutengdo da presenca de
células viaveis de S muians ao final do periodo de incubagio, enguanto ocorreu uma

diminuicio e eliminacdo da espécie de S. sobrinus.



Tabela 11 - Namero de UFC/mL provenienies da placa bacteriana in vwisro formada g partir do méculo
simultdnee de quantidades iguais de S mufans € S sobrinus cultivadas em: meios acrescidos de diferentes

substratos ~ sacarose {109%), glicose (10%). frulose {10%) ¢ glicose (3%) + frutoss (5%

sacarose {zlicose Frutose Ghicose + frutose
S. muitans 0,08 X 167 1,30 X 107 1,36 X 17 110X 10°
{(UFC/ml)
S. sobrinus 0.06 X 10° 0.0 0.0 0.0
(UFC/mL)

* Numero de UFC/mL obtidos apos o periodo de 48 horas de incubagio a 37°C.

gacargge glicose
W
7: ) oy .
z 4 5. BrEloms & 5 mulans
z 5 & S sobrinus & S.sobring
G
0h 48h Gh 48h
intervalo de tempo intervale de tempe
frutose glicose + frutose

w8 muians 5 muions

B S.sobrinus B Ssobrinus

Oh 48h Oh 48h

intervalo de tempo intervaio de tempo

Figura 14 - Namero de UFC/ml. X 10° provenientes da placa bacteriana in vitro formada a partir do indeunlo
simultdneo de guantidades iguais de N mudans ¢ S0 sobrinus cultivadas em meios acrescidos de diferentes

substratos — sacarose (10%), glicose {10%), frutose (10%) ¢ glicose (5% + fratose (5%
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Tabela 12 ~ Numero de UFC/mL provenientes da placa bacleriana /n vitro pre-formada por S sobrinus e
inoculada com amostras de S mufans cultivadas em meios acrescidos de diferentes substratos — sacarose
(10%), ghicose (1094), frutose {10%:) e glicose (3% + frutose (5%).

sacarose Glicose Frutose Glicose + frutose
S. pustans 428 X 107 425X 107 5.53 X 107 6.25 X 107
{UFC/mb)
S. sobrinus 013X 107 0,21 X 10° 0,19 X 10 0.22 X 107
(UFRC/mL)

# Nimmero de UFC/ml. obtidos apds o periodo de 48 horas de incubacdo a 37°C.

SACAr0Se giicose

UFC fml X 102
£ By e D 0

& mefans B S rifans
B Ssobrins B Ssobrins
gh 48 h Gh 48 h
infervalo de lempo intervaic de termpo
frutose glicose + frutose
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Figura 15 — Namero de UFC/mL X 10° provenicnies da placa bacteriana in vitro pre-formada por S sobrinus
¢ mocnlada com amostras de S, mutons coltivadas om melos acrescidos de diferontes substratos — sacarose
(10%), glicose (10%), frutose {10%) ¢ glicose (5% + frutose (3%:).



Tabela 13 — Noamero de UFC/mbL provenientes da placa bacteriana in witro pre-formada por S mutans ¢
inoculada com amostras de S sobrinus cultivadas em meios acrescidos de diferentes subsiratos — sacarcse

{10%). glicose (1096), frutose {(10%0) ¢ glicose (3%) + frutose (3%).

Sacarose Glicose Frutose {zlicose + frutose
S. mutans 11,45 X 107 38,23 X 107 38,61 X 10° 9.0 X 107
{(UFC/mis
8. sobrinus 6,38 X 10° 0.0 0.0 0.31 X 107
{UFC/mi)

* Nfimero de UFC/ml obtidos apds o periede de 48 horas de incubacio.
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Figura 16 — Namero de UFC/mL X 10° provenientes da placa bacteriana in vitro pre-formada por S mulons

¢ inoculada com amaestras de 8 sobrinus cultivadas em meios acrescidos de diferenies subsiratos — sacarose

{10%:, ghcose {10%), Tnnose {10%) ¢ glicose (53%) + frutose (5%
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5. DISCUSSAO

A adesdo dos estreptococos do grupo mutans as superficies dentarias tem
sido estudada desde que seu isolamento na cavidade bucal foi correlacionado com a carie
dentaria (FITZGERALD et al. 1960; KRASSE, 1966; BOWEN, 1969, LOESCHE &
SYED, 1973). A observagio da formacio da placa bacteriana in vitro, através da utilizagio
de bastbes - capilares ou laminulas, mergulhados em meio de cultura acrescido de
substratos glicidicos, se mostrou um recurso importante — como modelo experimental — no
estudo da capacidade de adesio destes microrganismos a superficies lisas, como fator de
viruléncia levados a efeito nas Gltimas décadas (OLIVEIRA, 1974, IKEDA et al. 1988).

Os resultados obtidos na quantificagio da placa bacteriana, por amostras de
S. mutans e S. sobrinus cultivadas, isoladas e em associagdo, em meio adicionado de 10 %
de diferentes carboidratos fermentaveis - sacarose, glicose, frutose e glicose (5%) + frutose
(5%) — demonstraram valores médios entre 2,93 mg para a associagio S. mutans / S.
sobrinus cultivada em meio contendo glicose + frutose e 14,50 mg para a espécie S. mutans
em meio sacarosado, descritos na Tabela 1 e Figura 2. A espécie S. mutans (14,50 mg),
isoladamente, e a associagdo S. mutans / S. sobrinus (7,92 mg) se mostraram
estatisticamente superiores, quando cultivadas em meio acrescido de 10% de sacarose,
demonstrando, através desse pardmetro de avaliagfo, uma maior capacidade de adesdo e a
importancia desse substrato como sendo potencialmente mais cariogénico em relagio aos
demais carboidratos estudados. Tais resultados confirmam, parcialmente, os estudos “in

viro” e “in vivo” levados a efeito por SCHEININ (1971), GAWRONSKI et al. {(1975),



SKINER et al. (1982), IKEDA et al. (1990), LINDQUIST & EMILSON (1991}, HIROSE
et al. (1993) e LOESCHE (1993). A elevada produgio de placa bacteriana /n vitro pela
associacdo S. mutans / S. sobrinus, confirmam também, os dados de EMILSON (1983),
DAVEY & ROGERS (1984) e KOHLER & BJIARNASON (1987) os quais demonstraram
uma associacdo positiva entre essas duas espécies. Em contraposic@io a essas afirmagoes,
IKEDA et al. (1988) demonstraram, através de experimentos in vitro, que apos 18 horas da
inoculacio de quantidades iguais de S. mutans e S. sobrinus, as células da espécie S.
sobrinus estavam completamente mortas. Esses dados, no entanto, ndo invalidam a
sugestdo da existéncia de uma associagio positiva entre as espécies S. mutans e S. sobrinus,
mas com maior beneficio favorecendo ao §. mutans, quando se analisa os varios
experimentos in vifro ¢ in vivo relatados pela literatura (LINDQUIST & EMILSON, 1991,
HIROSE et al.,, 1993; BABAAHMADY et al, 1998).

Varias pesquisas tem sido realizadas visando um maior conhecimento do
papel dos carboidratos presentes na dieta como fatores essencialmente predisponentes ao
inicio e desenvolvimento de lesdes cariosas (ASHLEY & WILSON, 1977, BRECX et al,,
1981; MACPHERSON & DAWES, 1991). A sacarose apresentou-se como o substrato no
qual as amostras bacterianas produziram maiores quantidades de placa “in vitro"em
relacdo aos demais carboidratos analisados, com valores de 14,50 mg para a espécie S.
mutans, 7,20 mg para o S. sobrinus € 7,92 mg para a associacdo S. mutans / S. sobrinus.
Esses tesultados confirmam, de modo geral, os estudos de autores como GIBBONS &
VAN HOUTE (1973) e MARGOLIS (1993), os quais determinam a sacarose como
principal substrato para a produgdo de polissacarideos extracelulares e acidos por

estreptococos do grupo mutans. Os polissacarideos extracelulares produzidos por esses
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microrganismos — a partir da sacarose — podem aumentar a porosidade da placa dental € em
conseqiiéncia a distdncia interbacteriana, determinando a difusdo do substrato e dos acidos
para a superficie dentaria.

Os dados analisados referentes a capacidade “in virro™ das amostras de S
mutans, S. sobrinus e da associacdo S. mutans / S. sobrinus, em reduzir o pH do meio,
acrescido de 10% de diferentes carboidratos, onde foram cultivadas, podem ser observados
nas Figuras 3, 4 e 5. Os resultados demonstraram quedas significativas do pH do meio
abaixo do nivel critico (5,5), principalmente aqueles enriquecidos com sacarose, glicose e
frutose, nos trés periodos iniciais (3, 6 el2 horas) e uma tendéncia de manutencio ou
elevagido desses valores no periodo final (48 horas). Esses dados tem uma importancia
significativa em relagfo ao potencial cartogénico dessas espécies, isoladas e em associagio,
frente aos diferentes carboidratos, considerando-se as afirmagdes de CURY (1992) e
LOESCHE (1993) os quais mostram que o pH de 5,5, na cavidade oral, € critico para o
esmalte dentario pois até este limite o produto 16nico das concentragdes de calcio ¢ fosforo
na placa dental da maioria dos individuos ¢ maior do que a dos ions em equilibrio de uma
suspensio de hidroxiapatita. Os autores ainda ressaltam, que a presenga de microrganismos
— como estreptococos — capazes de induzir a um pH menor que 5,5, faz com que a
composi¢do da placa dental em célcio e fosforo torme-se inferior em relagdo ao produto de
solubilidade da hidroxiapatita, e, deste modo, a tendéncia fisico-quimica € o esmalte dental
perder caicio e fosforo para o meio bucal tentando atingir um novo estado de equilibrio em
funcio do pH alcancado, ocorrendo como conseqiiéncia a dissolucfo do esmalte.

Os resultados obtidos da analise da produgfio de placa bacteriana in vitro e

acidos, mostram que esses determinantes sdo dependentes de diversos fatores que
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interagem entre si e atuam diretamente no processo carioso. Estudos comparativos in vifro e
in vivo realizados concomitantemente devem ser levados a efeito no sentido de se entender,
adequadamente, 0s mecanismos de colonizagdo das superficies dentarias ¢ as interagdes
entre as espécies de estreptococos do grupo mutans e os aglicares presentes na dieta, dando
continuidade as pesquisas com énfase no potencial cariogénico desses microrganismos.
Varias pesquisas tem sido realizadas, visando um maior conhecimento do
papel dos polissacarideos extraceluiares, produzidos pelos estreptococos grupo mutans,
como fator de viruléncia desses microrganismos (CRITCHLEY et al. 1967, GIBBONS &
VAN HOUTE, 1973; BRECX, 1981, MARGOLIS et al. 1993). Os dados expressos na
Tabela 5 e Figura 6, demonstram uma maior produgdo de carboidratos totais solivels em
acido pelos estreptococos do grupo mutans quando cultivados isoladamente ¢ em
associacdo, em meios adicionados de frutose (10%) e glicose (5%) + frutose (5%). Do
ponto de vista estrutural da placa e por conseguinte suas propriedades, os componentes
mais importantes sdo os soluveis em alcali, que representam os polissacarideos estruturais
da placa dental. Os resultados encontrados na presente pesquisa, mostram na Tabela 6 ¢
Figura 7 valores mais elevados na producio de carboidratos totais solaveis em alcali em
meios acrescidos de sacarose (10%) para as amostras de S. mutans cultivadas isoladamente,
e em meios adicionados de 10% de frutose e glicose {(5%) + frutose {(5%) para as amostras
de 8. mutans e S. sobrinus cultivadas 1soladamente e em associagdo. Esses dados sugerem
um maior potencial cariogénico desses substratos glicidicos quando analisados em fungio
do metabolismo de estreptococos do grupo mutans corroborande com os dados obtidos por
FU et al. (1991), indicando que a maior concentragdo de polissacarideos soluveis em alcal:

levaria como consegiiéncia a uma placa dental mais cariogénica, ja que quedas mais
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acentuadas de pH ocormreriam na interface dente-placa. Nessa linha de investigacio,
DIBDIN & SHELLIS (1988) e VAN HOUTE et al. (1989), citados por MARGOLIS et al.
(1993), mostram que o potencial cariogénico da placa in vivo pode também ser influenciado
pelos polimeros produzidos por estreptococos do grupo mutans, os quais constituem parte
da matriz da placa aumentando a sua porosidade e em conseqiéncia a distdncia
interbacteriana, determinando a difusdo do substrato e dos acidos produzidos por esses
microrganismos.

Os resultados expressos, nas Figuras 2 e 7 ndo demonstram uma correlagéo
positiva entre a produgfo de placa bacteriana “in vitro” e a produgdo de carboidratos totais
soliveis em alcall pelas amostras de estreptococos do grupo mutans cultivadas em meios
acrescidos de frutose (10%) e glicose (5%) + frutose (5%). A analise da dosagem desses
carboidratos indicam uma concorddncia com os resultados apresentados por
VENKITARAMAN et al. (1995) e KOPEC et al. (1997) onde esses autores afirmam, que a
atividade enzimatica (glicosiltransferases) sobre diferentes acicares do substrato, podem
levar a producdo de diferentes polissacarideos extracelulares, como resultado do
metabolismo bacteriano com conformagdes moleculares variadas que os tornam insolaveis
em acidos. Esse fato, ainda segundo esses autores, sugere que parte desses homopolimeros
detectados podem ndo participar do mecanismo de ades3o microbiana as superficies e
consequentemente na formacédo da placa bacteriana.

A carie dentaria envolve mecanismos em um biofilme onde as interagdes
microbianas com a superficie dental e entre si, as mudangas ecologicas provocadas pela
dieta, os aspectos fisico-quimicos inerentes a0 processo € a composi¢do e propriedades da

matriz da placa se interagem para a iniciagio dessa patologia. Essas relacdes bacterianas
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presentes no biofilme aderido ao esmalte dental sio reguladas por varios fatores como a
produgio de bacteriocinas cuja defini¢do proposta por GRONROOSS et al. (1998)
evidencia essas substdncias como proteinas de ago antibacteriana que podem interferir no
crescimento de outros microrganismos, geralmente bactérias intimamente relacionadas. As
bacteriocinas produzidas pelos S. mutans sdo designadas mutacinas sendo essas proteinas
importantes para o estabelecimento e equilibric dessa espécie na placa dental
(GRONROOSS et al. 1998).

Os resultados obtidos & partir do experimento de supressdio bacteriana
evidenciado nas Figuras 10, 11, 12 e 13 demonstram comportamento semelhante das
espécies de S. mutans e S. sobrinus, provenientes de culturas mistas, ao longo do periodo de
incubag¢do porem com maior numero de UFC / mL em meios acrescidos de sacarose quando
comparado aos demais carboidratos. Esses dados confirmam os estudos de ASHLEY &
WILSON (1977), BRECX et al. (1981), MACPHERSON & DAWES (1991), GIBBONS &
VAN HOUTE (1973) e MARGOLIS (1993) os quais determinam a sacarose como
principal substrato para estreptococcus do grupo mutans sendo potencialmente mais
cariogénico. Nos periodos iniciais de incubagio (3 e 6 horas) a cultura mista em meio
acrescido de sacarose apresentou um predominio do numero de UFC/mL da espécie S.
sobrinmus sobre a espécie S. mutans, enquanto nos meios adicionados com glicose 10%,
frutose 10% e glicose 5% + frutose 5% encontrou-se um maior numerc de células viaveis
de S. mutans em relagdo ao nimero de S. sobrinus durante o periodo de incubagdo. Em
todos os meios de cultura testados a partir do periodo de 12 horas ndo houve detecc¢do de

células viaveis de S. sobrinus. Tais resultados estdo de acordo com as pesquisas realizadas
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por IKEDA et al. (1988), que através de experimentos iz vifro, demonstraram ¢ eliminagio
do 8. sobrinus em culturas mistas pela producio de bacteriocinas por S. mutans.

Os dados analisados referentes a capacidade de colonizagio e recolonizacéo
da placa bacteriana por amostras de S. muians e S. sobrinus podem ser observados nas
Tabelas 11, 12 e 13. Os valores apresentados indicam um mator numero de células vidveis
de S. mutans, confirmando também, os resultados obtidos por IKEDA et al. (1988) que
demonstraram a habilidade dos S. mutans em produzir bacterocinas que inibem o
crescimento de outros estreptococos do grupo mutans invadindo e recolonizando a placa
bacteriana in vitro. Esses dados sugerem que as bacteriocinas produzidas pelos S. mutans
(mutalipocinas) podem eliminar bactérias sensiveis da placa resultando na sua maior
colonizag3o ir vivo. Microrganismos pioneiros na colonizagdo dos tecidos ganham posicdes
ecoldgicas mais fortes e estas bactérias tornam-se mais dificeis de serem eliminadas pela
infecgdo subseqiiente de outras espécies ( IKEDA et al. 1988; MENAKER, 1984, BOWEN
& TABAK, 1995).

A analise da produciio de placa bacteriana in vitro, acidos e carboidratos
totais soliveis em acido e em alcali, mostram que esses determinantes sdo dependentes de
diversos fatores que interagem entre si ¢ atuam diretamente no processo carioso. Estudos
comparativos i1 vitro e in vivo devem ser levados a efeito, no sentido de se melhor entender
os mecanismos de colonizagdo das superficies dentéarias e as interacdes entre as espécies de

estreptococos do grupo mutans e os agucares presentes na dieta, com €nfase no potencial

cariogénico desses microrganismos.

64



6. CONCLUSOES

Os dados obtidos nesta pesquisa permitiram concluir que:

A espécie S. mutans, isoladamente, e a associagdo S.omutfans / S. sobrinus
produzem quantidades superiores de placa bacteriana in vifro quando cultivadas
em meio de cultura acrescidos de 10% de sacarose.

As amostras de S. mutans e S. sobrinus, isoladas e em associagio, comportam-se
de modo diversificado ao longe do periodo de incubagdo, apresentando
momentos distintos de maior abaixamento do pH do meio de cultura a valores
inferiores ao considerado como critico em relagdo ao produto de solubilidade do
esmalte dentari,

Em meios de cultura acrescidos de sacarose e glicose + frutose a espécie S.
mutans, isoladamente, produz concentragbes mais elevadas de carboidratos
totais soliveis em acido.

As amostras de S mutans e S. sobrinus, isoladamente e em associacio,
produzem elevadas concentragdes de carboidratos totais soliveis em alcali
quando cultivadas em meios de cultura acrescidos de frutose e glicose + frutose.
A espécie S. sobrinus, em cultras mistas, apresentou maior niamero de UFC/mL,
nos periodos iniciais de incubagdo (3 e 6 horas) em meio acrescido de sacarose,

quando comparada ao S. mutans.



6. Em meios de cultura acrescidos de glicose, frutose e glicose + frutose a espécie
S. mutans apresentou predominio no numero células durante todo o periodo de
incubagdo quando cultivada em associagdo com 8. sobrinus.

7. A espécie S. mutans inibiu o crescimento e recolonizou a placa bacteriana “in

vitro” pré - formada por S. sobrinus.
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APENDICE

Formacio de placa bacteriana in vitro:

B.H.I

37¢g
Extrato de levedura 0,5g
Agua destilada 100 mL
Sacarose, glicose, frutose 100g

Determinacio da concentracio de carboidratos totais solaveis em acido e em alcali

(DUBOIS et al., 1956):

HCl

0,5M
NaOH 1.LOM
Supressio e recolonizacio da placa bacteriana in vitro:
BHI - agar 5.2g
Estreptomicina 1,0 mg/mL
Rifampicina 0,1 mg/mL
Agua destilada 100 mL
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