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RESUMO

A sacarose € considerada o mais cariogénico dos carboidratos da dieta e o efeito dos
intervalos de tempo entre as exposicoes didrias deve ser considerado, porém faltam estudos
experimentais em humanos para comprovar sua importancia, sendo este o objetivo deste
estudo. Assim, foi conduzido um estudo in situ, cego em relacdo ao examinador, e cruzado
em quatro fases e o fator em estudo foi o intervalo entre as exposicdes a sacarose a 20%
usada na frequéncia de 8x/dia. Os grupos experimentais testados incluiam nenhuma solugao
(controle) e os intervalos de 15, 45 e 90 minutos entre as exposicdes a sacarose. Quinze
voluntdrios adultos usaram um dispositivo palatino de acrilico contendo quatro blocos de
esmalte dental humano, com dureza de superficie pré-determinada e os tratamentos com
sacarose foram feitos extra-bucalmente. Uma semana antes do inicio e durante todo o
experimento os voluntdrios usaram dentifricio nao fluoretado. Na manha do 15° dia de cada
fase o biofilme formado sobre dois blocos foi coletado para a andlise microbioldgica e de
polissacarideos e aquele formado sobre os outros dois blocos para andlise inorganica do
biofilme quanto as concentracdes de Ca, P; e F no fluido e parte s6lida do biofilme. A
dosagem de Ca e P; no fluido e porcao sélida do biofilme foi realizada utilizando reagentes
colorimétricos. Para a dosagem de F no fluido e porcao sélida do biofilme, foi utilizado um
eletrodo especifico para o fon, adaptado para microandlise. Na andlise microbioldgica
foram analisados os microrganismos totais, estreptococos do grupo mutans, Actinomyces
viscosus e lactobacilos. As unidades formadoras de coldnias (UFC) foram contadas e os
resultados expressos como UFC/mg de peso imido do biofilme dental. Os polissacarideos
extraidos foram dosados por método colorimétrico. Apéds a coleta do biofilme, os blocos de
esmalte foram removidos dos dispositivos e foi determinada sua a desmineralizacdo por
meio da dureza de superficie e do esmalte seccionado. Foi utilizada anélise de variancia
para o efeito dos tratamentos e teste de Tukey, quando o efeito foi significativo, para
comparagdo entre os grupos. Os resultados mostraram que houve uma perda de dureza
maior nos grupos de intervalo de 45 e 90 minutos quando comparados com os grupos de
intervalo de 15 e controle. Entretanto, para as concentracdes de F, Ca e P; na parte sélida do
biofilme dental nao houve diferenga, mas no fluido houve para maior concentragdo de Ca

no intervalo de 90 minutos. Houve um aumento gradativo na concentracdo de



polissacarideos extra e intracelulares quanto maior o intervalo. J4 para as contagens de
microrganismos, em relacdo a lactobacilos houve diferenca entre o grupo controle e os
grupos de intervalo testados, mas estes ndo se diferenciaram entre si. Para os
microrganismos totais, estreptococos do grupo mutans e Actinomyces viscosus nao houve
diferenca entre os grupos. Conclui-se que o intervalo de tempo entre as exposi¢des didrias a
sacarose deve ser considerado nas orientagdes dietéticas, pois intervalo mais longo mudou a

composi¢ao do biofilme dental formado e provocou maior desmineralizacdo do esmalte.

Palavras-chave: Sacarose; Biofilme dentdrio; Desmineralizacio do dente; Esmalte

dentario;
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ABSTRACT

Sucrose is considered the most carcinogenic carbohydrate of the diet and the effect of the
interval of the exposure frequencies must be considered, however there is a lack of
experimental studies in humans in order to prove its importance, which is the main
objective of this study. Therefore, an in situ study was performed, blind in relation to the
examiner, and crossover in four phases. The studied factor was the interval between the
exposures to 20% sucrose used at a frequency of 8x/day. The experimental groups included
no solution of exposure (control), and intervals of 15, 45, 90 minutes among the exposures
to sucrose. Fifteen adult volunteers used an acrylic palatal appliance containing four blocks
of human enamel, with pre-established surface hardness. The sucrose treatments were made
extra-orally. The volunteers used non fluoride toothpaste a week before and during the
experimental phases. In the morning of the 15™ day of each phase, the biofilm formed on
the blocks was collected and weighed. The biofilms formed over 2 blocks, anterior left and
posterior right of the appliance were collected for microbiological and polysaccharide
analyses. The biofilm from the other two blocks was collected for the inorganic analysis of
the concentrations of Ca, P; and F in the fluid and the solid parts of the biofilm. The
determination of Ca and P; in the fluid and solids of the biofilm was conducted using
colorimetric reagents. For the determination of F in the fluid and solids of the biofilm, an
inverted F electrode, adapted for microanalysis, was used. Total microorganisms, mutans
streptococci, Actinomyces viscosus and lactobacillus were analyzed. The colony forming
units (UFCs) were counted and the results expressed as UFC/ mg of wet weight of the
dental biofilm. The polysaccharides extracted were determined by a colorimetric method.
After biofilm extraction, the enamel blocks were removed from the appliances and their
demineralization was determined by means of the surface and cross-sectional hardness.
Analisys of variance was used for the effect of the treatments, and the Tukey test was used,
when the effect was significant, for comparing the groups. The results showed that there
was greater loss of hardness in the 45 and 90 minute intervals. However, there was no
difference in the concentrations of F, Ca and P; in the solid part of the biofilm, but in the

fluid, a higher concentration of Ca was found in the 90 minute interval. There was a gradual

xii



increase in the concentration of intra and extracellular polysaccharides the longer the
interval. As for the microorganism counting, relating to lactobacillus, difference was found
between the control group and the interval groups tested, but these did not differ among
each other. There was no difference between groups referring to mutans streptococci and
Actinomyces viscosus. It is concluded that the interval of time between the same daily
frequencies of exposure to sucrose must be considered in dietetic orientations, since longer
intervals change the composition of the dental biofilm formed, causing higher enamel

demineralization.

Key-words: Sucrose: Plaque plaque: Tooth demineralization: Dental enamel
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1. INTRODUCAO

A carie dental é uma doenca multifatorial e biofilme-acucar dependente, sendo
que o acumulo de biofilme dental e a exposicdo a actcares sdo considerados,
respectivamente, fatores necessdrios e determinantes para a manifestacio da doenca
(Fejerskov & Manji, 1990). Entre os fatores relacionados a etiologia da carie dentéria, os
carboidratos da dieta desempenham um papel importante no seu desenvolvimento
(Gustafsson et al., 1954; Bowen, 2002; Zero, 2004). A incorporacdo de carboidratos
fermentdveis como a sacarose a dieta provocou um aumento na experiéncia de carie (Rugg
- Gunn & Murray, 1983) de humanos. Entre estes carboidratos, a sacarose € considerada o
acucar mais comum presente na dieta moderna (Zero et al., 2004) e seu papel no
desenvolvimento da desmineraliza¢do do esmalte tem sido demonstrado (Cury et al., 2000).

A fermentacdo de carboidrato pelas bactérias no biofilme dental provoca queda
de pH (Bradshaw & Marsh, 1998), o que altera o equilibrio da microbiota no biofilme
dental. Em 1998, Bradshaw & Marsh demonstraram que sucessivas quedas de pH in vitro
promoveram alteracdo na microbiota. Em condi¢des de elevada acidez, existe maior
prevaléncia das bactérias aciduricas, enquanto que nas condi¢des de neutralidade de pH, as
bactérias com potencial de indu¢do a cérie dental, estdo presentes, porém em menor
proporcao quando comparadas a comunidade microbiana total. Uma maior concentragdo da
microbiota total em relacio as bactérias com potencial de inducio a cérie torna os processos
de desmineralizagdo e remineralizagdo dental equilibrado (Marsh, 2003). O aumento na
disponibilidade de carboidratos fermentdveis faz o biofilme permanecer por mais tempo
sob baixo pH (Bradshaw et al., 1989). Assim, ocorre a inibi¢ao do crescimento de espécies
acido-sensiveis e a selecdo de espécies aciduricas, como o estreptococos do grupo mutans e
de lactobacilos (Fejerskov, 1997). A queda do pH do biofilme dental o torna subsaturado
em relacdo ao esmalte dental, aumentando a solubilidade do mesmo (Larsen, 1990).

Além de promover a queda do pH no biofilme tanto quanto seus
monossacarideos constituintes glicose e frutose, a sacarose também € substrato para a

sintese de polissacarideos extracelulares insoluveis (Newbrum, 1967) que compdem a



matriz do biofilme. Esses polissacarideos sdo sintetizados pela acdo enzimadtica de
glucosiltransferases produzidas por estreptococos do grupo mutans que hidrolisam as
moléculas de sacarose e polimerizam moléculas de glicose, formando glucanos insoldveis
com ligacdo a (1—3) (Rolla, 1989). Trés tipos de glucosiltransferases sao produzidos pelos
estreptococos do grupo mutans (Kuramitsu, 2003): gtfB, que sintetiza polissacarideos
extracelulares insoluveis, gtfC, que sintetiza polissacarideos soluveis e insoltveis e gtfD,
que sintetiza polissacarideos e extracelulares soliveis (Wenham Hennessey e Cole, 1979;
Hamada & Slade, 1980 e Bowen, 2002).

Os polissacarideos insoliveis promovem a aderéncia dos estreptococos do
grupo mutans a superficie dental (Rolla, 1989), resultando num maior acimulo de biofilme
(Carlsson e Egelberg, 1965). Além de causar a aderéncia microbiana a superficie dental, os
polissacarideos modificam estruturalmente o biofilme dental, tornando-o mais poroso e
facilitando a difusdo de substratos dcidos para a superficie dental (Dibdin & Shellis, 1988).
Aires et al. (2006) demonstraram que o aumento da concentracdo de sacarose também
promove maior concentracdo de PEC, menor concentracdo inorginica e maior perda
mineral do esmalte. Cury et al. (2000), Tenuta et al. (2006), Vale et al. (2007) e
encontraram que a sacarose difere estatisticamente da glicose+frutose quanto a
desmineralizacio do esmalte e PEC, mas ndo quanto a F, Ca e P;. A composi¢do
bioquimica do biofilme formado apds 28 dias in sifu na presenca de sacarose € de seus
monossacarideos constituintes, glicose e frutose, os quais sdo fermentdveis, porém nao
atuam como substrato para a sintese de PEC, demonstrado por Cury et al. (2000) em
relacdo ao controle um aumento significativo na concentragdo de polissacarideos insoluveis
no grupo sacarose.

Embora a sacarose tenha maior poder cariogénico que outros aguicares da dieta,
sua cariogenicidade depende de alguns fatores como freqiiéncia de uso e concentragao.
Quanto ao tempo de formag¢do do biofilme, tem sido mostrado que alteragcdes na
composicao bioquimica e microbioldgica do biofilme ocorrem apds 3 dias, precedendo a
desmineralizacdo do esmalte (Vale et al., 2007). Com relagdo a concentracdo, a partir de

5% a sacarose muda a composicdo do biofilme e provoca lesdes de carie no esmalte (Aires



et al., 2006). Em termos da frequéncia de uso de sacarose 2x/dia altera a composi¢dao do
biofilme (Ccahuana-Vasquez et al., 2007).

Entretanto, além da concentragdo e frequéncia de uso de sacarose, os intervalos
de exposicao a sacarose também devem ser considerados para a cariogenicidade. O estudo
de Bowen et al. (1983) com animais de laboratério mostrou que ratos submetidos a 17
exposigoes didrias de sacarose com intervalos de 10 e 20 minutos apresentaram 50% menos
lesdes cariosas do que aqueles sujeitos a mesma freqii€ncia, porém com intervalos de 40 e
60 minutos.

Tendo em vista que o poder cariogénico da sacarose com relagdo ao intervalo
de tempo de frequéncia, ainda ndo foi estabelecido em humanos o objetivo do presente
estudo foi avaliar in situ a importancia do intervalo de tempo entre as exposi¢des a sacarose

na composicao do biofilme dental formado e na desmineralizagdao do esmalte.



2. REVISTA DA LITERATURA

Essa revista da literatura foi dividida em tépicos e ndo teve como objetivo esgotar o assunto
do ponto de vista cronolégico, mas sim descrever os artigos mais relevantes para o melhor

entendimento sobre o assunto dessa dissertacao.

2.1 Carie

2.2 Biofilme

2.2.1 Tons do Biofilme

2.2.2 Tons no Fluido do Biofilme

2.3 pH e a carie dentaria

2.4 Sacarose

2.4.1 Fatores Relacionados a Cariogenicidade da Sacarose
2.4.2 Produciao de polissacarideos

2.4.3 Frequéncia de exposicao a sacarose

2.4.4 Concentracao de sacarose

2.4.5 Intervalo de exposicao a sacarose

2.1 Carie

A cdrie dentdria apresenta ainda uma alta prevaléncia, sendo considerado um
problema de satide publica (Tagliaferro et al., 2008). Nas ultimas trés décadas, observou-se
declinio na prevaléncia da doenca em nivel mundial. Porém, essa diminuicdo € bastante
heterogénea. Apesar dos avancgos relacionados a prevencdo da doencga cdrie, persiste um
quadro de polarizagdo na distribuicdo da doenca. Esse quadro deve-se pelas precdrias
condi¢des de vida a que é submetida grande parcela da populagdo, configurando um perfil
de estratificacdo social (Noro et al., 2009). Cerca de 70% dos paises do mundo atingiram a
meta estabelecida pela Organizagdo Mundial de Satde (OMS) para o ano 2000: indice de
dentes permanentes obturados, perdidos e cariados (CPOD) menor ou igual a 3 aos 12 anos

de idade (Nishi et al., 2002). No Brasil, destacam-se os ultimos levantamentos de saude



bucal que mostraram uma queda de aproximadamente 20% na prevaléncia de cdrie dentdria
em criangas de 12 anos de idade (Brasil, 2010).

Embora tenha havido um decréscimo na cdarie dental, inclusive no Brasil,
grupos de criancas continuam apresentando alta atividade da doenga (Hausen, 1997 e
Hausen et al., 2000). Dye et al. (2007) apresentaram um acompanhamento transversal com
andlise das tendéncias para algumas varidveis de medidas do estado de saude bucal em
pessoas com idade entre 2 anos e 60 anos, classificados por status sécio-demograficos e
habitos como fumar, no periodo do final dos anos 1980 nos Estados Unidos. Dados da
Sauide Nacional e do terceiro Nutrition Examination Survey (NHANES III), 1988-1994 e
do NHANES 1999-2004 foram usados. Essas fontes de dados foram projetadas para
fornecer informacdes sobre a saude e o estado nutricional da populagdo civil nao
institucionalizada nos Estados Unidos. Informacgdes coletadas a partir do exame de satde
bucal feitos em ambos os periodos de pesquisa foram utilizados para apresentar as
estimativas de prevaléncia e de andlises de tendéncias. As variavéis consideradas neste
trabalho foram: cdrie dentdria, selantes dentais, trauma incisal, saide periodontal, visitas ao
dentista, a percepcdo do estado de satde bucal, a reten¢do de dente e o edentulismo.
Concluiram que para a maioria dos americanos, o estado de satide bucal melhorou desde
1988-1994. A cérie dentdria diminuiu na denti¢do permanente para os jovens, adolescentes
e nos adultos. Entre os idosos, a prevaléncia de cdrie radicular diminuiu, mas ndo houve
mudanca na prevaléncia de carie coronal. No entanto, a prevaléncia de carie dentaria na
denti¢do decidua para jovens com idade entre 2-5 anos aumentou de 1988-1994 para 1999-
2004. Caracterizando desta forma a cdrie como uma das doencas bucais relacionadas com o
biofilme dental que continuam a afetar a maioria da populacdo mundial.

A carie dentdria é uma doenca de cardcter multifatorial, cuja manifestacdao
clinica é um processo patoldgico que ocorre na superficie do dente por meses ou anos, a
partir da interacdo entre bactérias bucais e constituintes da dieta, com a superficie dental
(Bowen, 2002). Uma dieta rica em carboidratos modifica as propor¢des de microrganismos
acidogénicos e aciduricos que causa aumento de quedas de pH e do potencial cariogénico
(Van Houte, 1994). Esses microrganismos aderidos formam um biofilme patogénico

levando a perda de minerais do esmalte (Marsh, 1994). O desequilibrio entre os processos



de desmineralizacdo e remineralizacdo no esmalte leva ao desenvolvimento da cérie

(Clarkson e McLoughlin, 2000).

2.2 Biofilme

O biofilme € definido com uma comunidade microbiana ligada a uma
superficie, o qual é espacialmente organizado em uma estrutura tridimensional e incluido
em uma matriz de material extracelular derivada do metabolismo das células e do meio
ambiente (Marsh, 2004). Como j4 mencionado a cdrie dental € uma doenga biofilme acucar
dependente e a presenca de carboidratos fermentdveis provenientes da dieta sdo fatores
chave envolvidos na sua iniciacdo e progressdo. O acumulo deste biofilme € um fator
necessdario e a exposicao a agucares € um fator determinante para a manifestacdo da cdrie
(Fejerskov & Manji, 1990).

As bactérias do biofilme, através da fermentacdo de carboidratos, aumentam a
concentracdo de lactato (Bradshaw et al., 1989) nesse ambiente, reduzindo, assim, o pH do
meio (Bradshaw & Marsh, 1998). Segundo Marsh (2004), a queda de pH altera a
homeostasia microbiana do biofilme dental, podendo promover selecio microbiana, fato
observado por Marsh (1991), sugerindo que frente ao estresse provocado pela queda do pH
no biofilme dental hd selecdo de espécies de microrganismos com maior habilidade em
responder as alteracdes nas condi¢des ambientais.

Bradshaw & Marsh (1998) demonstraram que quando da auséncia de repetidas
quedas de pH, as bactérias com potencial de inducido de cérie dental estdo presentes no
biofilme dental, porém, em propor¢cdes muito menores quando comparadas a comunidade
microbiana total presente naquele ambiente, o que permite que o0s processos de
desmineralizacdo e remineralizacdo dentais estejam em equilibrio. Entretanto, quando hé
um aumento na disponibilidade de carboidratos fermentéaveis, o biofilme permanece mais
tempo sob pH baixo. Nessa situacdo, ocorre inibicdo do crescimento de espécies dcido-
sensiveis e selecdo de espécies aciddricas, como estreptococos do grupo mutans e
lactobacilos. Essa redu¢do no pH do biofilme dental o torna subsaturado em relacdo ao

esmalte dental, aumentando a solubilidade do mesmo e alteragdo na microbiota.



No estudo de Tenuta et al. (2003) foram avaliados a composi¢do do biofilme
dentdrio na progressdo de cdrie e o efeito de alguns fatores salivares. Desta forma, foi
realizado um estudo in situ, cruzado, no qual foram determinados o fluxo salivar, a
capacidade tampao e os niveis de estreptococos do grupo mutans na saliva de 13
voluntarios. Durante trés periodos distintos de quatro, sete e dez dias, eles utilizaram um
dispositivo palatino contendo quatro blocos de esmalte bovino, gotejaram uma solugdo de
sacarose a 20% dez vezes por dia e utilizaram um dentifricio ndo fluoretado. Em todos os
periodos houve actimulo de biofilme dentidrio e um alto desafio cariogénico. Os
estreptococos do grupo mutans, cdlcio e polissacarideos extracelulares insoliveis (PECI)
foram quantificados no biofilme formado sobre os blocos apds cada periodo. A
desmineralizacdo do esmalte foi avaliada pela porcentagem de perda da microdureza de
superficie (%PDS) em relacdo aos valores iniciais. Houve desmineralizacdo do esmalte em
todos os periodos avaliados (p<0,05) e a %PDS aumentou com o tempo de uso (de 13,8
para 48,3%). As concentragdes de cdlcio e fosfato no biofilme dentdrio ndo foram
diferentes entre os tempos experimentais, mas houve correlacdo negativa significante entre
a concentracdo de cdlcio e %PDS e correlacdo positiva significante entre a concentracdo de
fosfato e %PDS. Os fatores salivares avaliados inicialmente e os niveis de estreptococos do
grupo mutans no biofilme ndo apresentaram correlacio estatisticamente significante com a
9%PDS. Os resultados mostraram que a desmineralizacdo do esmalte depende do tempo e
estd mais relacionada com a composicdo de biofilme dentdrio formado do que com os
fatores salivares estudados.

O tempo de formacdo do biofilme dental foi investigado por Vale et al. (2007)
em um estudo in situ, que avaliou a composi¢ao microbiolégica e bioquimica do biofilme
dental formado na presencga de sacarose ou glicose + frutose em diferentes tempos, com a
finalidade de observar a dinamica de maturacdo do biofilme e sua relacio com a
desmineralizacdo do esmalte. Doze voluntdrios adultos utilizaram em 3 fases cruzadas de
14 dias, um dispositivo intra-oral palatino contendo 6 blocos de esmalte dental humano, os
quais foram expostos 8 vezes ao dia aos seguintes tratamentos: 4gua destilada e deionizada
(T1), solugdo de glicose 10% + frutose a 10% (T2) ou solugdo de sacarose a 20% (T3). O

biofilme foi coletado apds 3, 7 e 14 dias de formagdo e avaliado quanto a composi¢cao



microbiolégica e bioquimica. As varidveis bioquimicas avaliadas foram Ca, F, Pi,
polissacarideos intra (PIC) e extracelulares (PEC) no biofilme. Nos espécimes dentais, a
perda mineral do esmalte seccionado longitudinalmente foi determinada. Maior
desmineralizacdo foi encontrada nos blocos submetidos ao T3 do que nos tratados com T1 e
T2 (p < 0,05), sendo a perda mineral considerada significante a partir de 7 dias (p < 0,05).
As concentracdes de F, Ca e Pi no biofilme dental foram menores no T2 e T3 do que no T1
(p < 0,05), ), sendo que para F e Ca ndo houve diferenca entre os tempos (p > 0,05) e para
Pi, 7 e 14 dias mostraram maiores concentracdes que no biofilme de 3 dias (p < 0,05). As
concentracdes de PIC foram significantemente maiores no T2 e T3 do que no T1 (p < 0,05),
havendo um aumento com 7 e 14 dias, enquanto as de PEC foram maiores no T3 do que no

T1 e T2 (p < 0,05), ndo mostrando diferenca entre os tempos.

2.2.1 fons do Biofilme

A cérie dental € um processo dindmico que depende das condi¢des existentes na
interface esmalte/biofilme dental. O pH e composicdo inorganica do biofilme dental irdo
estabelecer condi¢des de subsaturacdo ou supersaturacdo que favorecem processos de
desmineralizacido ou remineralizac@o nas superficies dentais (Tenuta e Cury, 2004).

Os fons calcio (Ca), fosfato (Pi) e fldor (F) sdo fundamentais, por manterem o
equilibrio mineral entre os dentes e o ambiente bucal. Podem ser armazenados no biofilme
como depdsitos minerais ou ligados a parede de células bacterianas ou a proteinas.
Grupamentos anidnicos presentes nas superficies da parede celular bacteriana e proteinas
permitem a ligacdo de fons Ca, aos quais se ligam os fons F. Os fons Pi sdo encontrados
apenas nos depodsitos minerais. F também estd presente nesses depositos. Ou seja, o

biofilme funciona como um reservatério (Pearce, 1998; Gao et al., 2001).

2.2.2 Tons no Fluido do Biofilme

O fluido do biofilme, fase aquosa livre, separado dos componentes microbianos

por centrifugacdo, apresenta composicao diferente da saliva. Podem ser encontrados nessa



porcdo do biofilme: enzimas oriundas de bactérias e do hospedeiro, fatores de defesa
hospedeiro, especificos como: IgA, IgG e complementos e produtos dcidos do metabolismo
bacteriano. O fluido do biofilme sem desafio cariogé€nico apresenta-se supersaturado em
relacdo aos fons célcio, fosfato e flior que compdem o dente (Moreno & Margolis, 1988;
Rankine et al., 1985).

Margolis & Moreno (1988) realizaram um estudo comparando a composi¢ao
organica e inorganica do fluido do biofilme, de individuos sem cérie e susceptiveis a carie,
em que os voluntdrios ficaram sem escovar os dentes durante 48 h antes da coleta do
biofilme. Os resultados mostraram que o fluido do biofilme é supersaturado em relagao ao
esmalte, apresentando-se mais saturado em individuos sem cdrie, sugerindo um maior
potencial de remineralizacdo. Essa diferenca de saturacdo pode estar relacionada a
diferencas de pH e a produ¢do de NHj3 que podem refletir na composi¢ao de diferentes
espécies de microrganismos.

Kashket & Yaskell (1990) estudaram o papel do célcio e do fosfato da matriz
extracelular na regulacdo da desmineralizacdo frente a desafios cariogénicos. Adaptaram o
modelo de Brudevold ef al. (1984), utilizando solu¢des de sacarose a 5 e 10% e incluindo a
andlise inorganica da matriz do biofilme. Neste trabalho foi demonstrado que os fons
presentes na matriz do biofilme provém principalmente do substrato dental, pois a
concentracdo na saliva € muito inferior, € quando o esmalte foi substituido por blocos de
acrilico, a concentracdo i0nica da matriz caiu drasticamente. A diferenciacdo da fracdo
ionica da concentragdo total de cdlcio e fosfato sugeriu que parte dos fons se complexa a
macromoléculas, podendo precipitar novamente na forma de mineral quando um equilibrio
for atingido.

Kashket & Yaskell (1992a) estudaram o efeito da administragdo de solucdes
com crescentes concentragdes de lactato de cdlcio no desafio cariogénico com solugdo de
sacarose 10%. Avaliaram a perda mineral pela penetrabilidade ao iodo (Alp), o pH do
biofilme, e a composi¢cdo inorginica do biofilme. Cinco voluntdrios usaram dispositivos
palatinos cobertos com placa-teste de estreptococos do grupo mutans (IB-1600)
bochecharam 15 mL de sacarose a 10% (controle), ou sacarose com lactato de calcio a 50,

100 ou 150 mM. Nos grupos testados para as concentracdes de 100 ou 150 mM a



desmineralizacdo foi reduzida para aproximadamente 35%, embora o pH do biofilme nao
tenha sido afetado. A desmineralizacio parece parar quando 100 mM de lactato de cdlcio é
bochechado 1 min. apés o bochecho de sacarose, reduzindo em 55% a desmineralizacao.
Quando o lactato, administrado 15 minutos antes do bochecho da sacarose, a
desmineralizacdo € reduzida em torno de 25%, compativel com a ripida difusdo do célcio
para o biofilme. A realizacdo do bochecho com lactato de calcio 50 mM 15 min. apos o
bochecho com sacarose foi capaz de cessar a desmineralizacdo, sem alterar o pH do
biofilme, pois alterou o equilibrio da reacdo ao aumentar a concentracdo do célcio na
matriz, as concentracaoes de P; permaneceram inalteradas. Quando o lactato de célcio foi
utilizado 15 min. antes da solugdo de sacarose, as concentragdes de 100 e 150 mM foram
capazes de reduzir a perda mineral, mas de modo menos eficiente do que quando utilizadas
15 min depois. O lactato de cédlcio 50 mM, devido principalmente o rdpido clearence
salivar, ndo teve efeito protetor. Os resultados demonstraram um efeito protetor do esmalte
em concentracdes relativamente baixas de lactato de cdlcio. Este trabalho confirmou o
papel do grau de saturagdo dos ions na fase fluida do biofilme na regulacdo da
desmineralizacao dental.

Tenuta et al. (2006) realizaram um estudo cujo objetivo foi avaliar a
concentragdo dos fons cdlcio (Ca), fésforo inorganico (Pi) e fluoreto (F) no fluido do
biofilme, onde ocorrem as trocas iOnicas entre o biofilme e o mineral do dente, bem como
sua cinética apOs a ingestdo de agucar ou apds a interrup¢do dos desafios cariogénicos.
Dezesseis voluntdrios utilizaram durante trés fases cruzadas de 15 dias, um dispositivo
palatino contendo 8 blocos de esmalte humano, que foram expostos 8 vezes ao dia a dgua
destilada deionizada (controle), solu¢do de glicose a 10% + frutose a 10% (GF) ou solugio
de sacarose a 20% (S). Apds 14 dias os tratamentos com o grupo controle ou os
carboidratos foram invertidos. As varidveis analisadas foram acidogénese do biofilme (pH),
Ca, Pi e F no fluido e no biofilme total (ap6s 10 h de jejum, 5 min apds desafio acidogénico
para solug@o de glicose a 20% ou apds a inversdo dos tratamentos), e PEC insoluveis e
polissacarideo intracelular (PIC) no biofilme total. O pH do biofilme em repouso foi
significativamente menor e a concentracdo de PIC significativamente maior (p<0,05) para

os grupos GF e S em comparacdo com o grupo controle. Apds o desafio cariogénico, uma
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diminui¢do significante (p<0,05) no pH foi observada para todos os grupos, sem diferenca
entre o pH 5 min. para os grupos GF e S (p>0,05). As concentra¢des de Ca, Pi e F no
biofilme total foram menores para os grupos GF e S do que para o grupo controle (p<0,05),
mas esse efeito ndo foi observado no fluido. Apds o desafio cariogénico, Ca aumentou e Pi
diminuiu significativamente no fluido (p<0,05), mas o F nao se alterou (p>0,05). Ca, Pie F
no biofilme total aumentaram significativamente 24 h apds a suspensdo do tratamento com
GF (p<0,05), e o mesmo efeito foi observado para o Ca apds a suspensdo do tratamento S,
mas essas alteracdes ndo foram observadas no fluido (p>0,05). A concentracdo de PEC
insoliveis foi significativamente maior para o grupo S em relacdo aos demais grupos
(p<0,05). Os resultados sugerem que as mudancas induzidas pela sacarose ou seus

monossacarideos constituintes no biofilme total nao se refletem no fluido do biofilme.

2.3 pH e a carie dentaria

A queda do pH no meio bucal, causada pela fermentacdo de carboidratos pelas
bactérias, € o mecanismo central para o desenvolvimento da cérie dentaria. Um pH abaixo
de 5,5 e de longa duragdo causa a desmineralizacdao da superficie de esmalte dental. Estas
condi¢des também alteram o equilibrio da microbiota no biofilme dental, promovendo a
selecdo microbiana (Marsh, 1991). A sobrevivéncia microbiana em meio dcido depende da
habilidade de uma célula em manter a homeostase intracelular de pH. Os mecanismos nos
quais os estreptococos do grupo mutans se diferenciam sao: extrusio de prétons via ATP —
sintase translocadora de prétons associada a membrana (H+/ATPase); e efluxo do produto
acido final. Desta forma, as bactérias cariogénicas sdo acidogénicas, porque produzem
acidos, e aciduricas, pois sobrevivem em ambiente dcido (Hamada & Slade, 1980).

Stephan, em 1940, demonstrou que o consumo de carboidratos provoca queda
do pH no biofilme dental, que alcanga o nivel minimo cerca de 10 min. apds sua ingestao e
volta ao normal, vagarosamente, ap6s cerca de 60 min., e toda vez que hd o consumo de
carboidratos, o processo se repete. O pH cai abaixo do nivel critico, quando ocorre a
desmineralizacdo, de 15 a 20 min. Assim, o consumo freqiiente de alimentos cariogénicos

durante o dia provoca quedas freqiientes do pH, ocorrendo o processo de desmineralizacdao
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véarias vezes ao dia (Loesche, 1985). Essa dieta leva ao aumento das proporcdes de
estreptococos do grupo mutans e lactobacilos, com concomitante queda dos niveis de
estreptococos oralis, que inclui os estreptococos sanguis, estreptococos oralis, e
estreptococos mitis (De Stoppelar et al., 1970).

Cury et al. (2001) investigaram a relacdo entre exposi¢do a sacarose, niveis de
estreptococos do grupo mutans e cdrie dental. Voluntérios adultos participaram neste estudo
cruzado realizado em 4 fases de 28 dias cada. Doze voluntarios utilizaram dispositivos
intra-bucais palatinos contendo blocos de esmalte dental humano e gotejaram solugdo de
sacarose 20% sobre os blocos dentais de 0 a 8 vezes/dia. Apds cada fase, as unidades
formadoras de colonias (UFC) foram contadas e a desmineralizac¢do foi avaliada através da
dureza da lesdo do esmalte. A freqiiéncia do uso de sacarose nio teve efeito
estatisticamente significante nos niveis de estreptococos do grupo mutans. Nos testes de

N

dureza, diferencas significativas (p<0,05) em relacdo a drea de perda mineral somente
foram observadas quando exposi¢cdo a sacarose foi de 8 vezes/dia. Resultados similares
foram obtidos quando a dureza da lesdo de cdrie foi avaliada a cada distincia da superficie
do esmalte.

McNeill & Hamilton em 2003 determinaram a tolerancia 4cida de biofilmes de
estreptococos do grupo mutans crescidos por 1 até 7 dias, assim como verificaram a
capacidade destes biofilmes de 2 e 5 dias, crescidos em baixos valores de pH 5,5, em
induzir uma resposta a tolerancia acida, que poderia aumentar os indices de sobrevivéncia
em valores letais de pH 3,5. Os biofilmes mais antigos foram mais resistentes ao pH letal
por 2 h, tendo um indice de sobrevivéncia das células de 41,8% no biofilme de 1 dia e
63,9% nas células do biofilme de 7 dias. A incubagdo dos biofilmes por 2 e 5 dias em pH
5,5 por periodos maiores de 6 horas induziu uma forte resposta a tolerancia 4cida que
aumentou a sobrevivéncia durante a subsequente exposicao aos valor letal de pH 3,5.

A cavidade bucal abriga varios gendtipos de estreptococos do grupo mutans,
que podem apresentar propriedades de viruléncia distintas. Assim, em 2011, Arthur et al..
publicaram um estudo sobre a diversidade e virulénciade genétiposde S.
mutans isoladas in vivo sob condicdes controladas de altos desafios cariogénicos . Este

estudo avaliou a diversidade genotipica de estreptococos do grupo mutans isolados

12



N

de biofilme dental formado in vivo sob exposicdo a sacarose. Doze voluntérios
bochecharam, 8X/dia, por 3 dias dgua destilada ou solugdo de sacarose . Amostras de
de saliva e biofilme foram coletedas e os estreptococos do grupo mutans foram genotipados
por  PCR. Genétipos identificados no  biofilmes  foram avaliados quanto a
sua capacidade em baixar o pH através da glicélise e a sua capacidade de viver em meio
acidoe a atividade da F-ATPase. Gendtipos isolados cultivados apenas na presenca de
sacarose apresentaram maior acidogénese do que aqueles cultivados apenas na presenca de
agua. Os biofilmes formados na presenca de sacarose foram mais aciddricos ap6s 30 e 60
minutos de incubacdo em pH 2,8 e 5,0. O resultados sugerem que 0s
biofilmes formados em condi¢des de alta cariogenicidade podem abrigar genétipos de

estreptococos do grupo mutans mais aciddricos e acidogénicos.

2.4 Sacarose

Entre os carboidratos, a sacarose € considerada o agicar mais comum presente
na dieta moderna (Zero, 2004), e seu papel no desenvolvimento da desmineralizacdo tem
sido demonstrado (Cury et al., 2000). Em roedores a forma¢ao volumosa de biofilme nas
superficies dentais lisas, necessdria para inducdo de cérie nessas superficies, é associada
especificamente a sacarose como substrato, o mesmo pode ser verdadeiro para as
superficies dentais lisas em humanos (Carlsson, 1965).

Rolla er al.(1985) relataram em seus estudos que a sacarose é conhecida por
possuir um maior potencial para induzir cdries do que a glicose e a frutose, apesar do fato
dos monossacarideos causarem uma alta ou maior producdo de &acido in vitro pelos
microrganismos do biofilme dental. E suposto que a cariogenicidade da sacarose é
principalmente associada com a alta energia de sua hidrdlise, a qual pode ser utilizada pela
bactéria para sintese de glucanos extracelulares. Os polissacarideos produzidos in vitro na
presenca da sacarose resultam em um grande actimulo de placa, um fendmeno que por si s6
pode causar aumento na cariogenicidade (Cury et al.., 2000; Tenuta et al.., 2003).

A incorporacdo de carboidratos fermentaveis (sacarose, glicose e frutose) a

dieta de determinados grupos populacionais provocou um aumento na experiéncia de cdrie
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quando comparado ao periodo em que esses carboidratos ndo estavam presentes na dieta
(Rugg-Gunn & Murray, 1983). Brudevold et al.. (1984) encontraram que solucdes a 5% de
sacarose, frutose e glicose causaram significativa perda mineral quando comparados com
maltose e lactose.

Em uma revisdo de literatura sobre o papel do aciicar na cdrie dentdria, Zero, em
2004, comentou que inimeras evidéncias comprovam o papel dos acucares na etiologia da
carie dentdria e sua importincia como principal substrato proveniente da dieta. Enquanto
alguns carboidratos surgem como pequenos modificadores do potencial acidogénico da dieta,
a sacarose possui especial importancia, como o Unico substrato capaz de gerar a sintese de
glucanos extracelulares. Os glucanos insoluveis podem aumentar o acimulo de estreptococos
mutans em superficies lisas do dente e aumentam a viruléncia pelo aumento da porosidade do
biofilme, resultando em uma maior produgao de acido, principalmente na interface com a
estrutura dentdria.

A combinacdo de sacarose com amido pode ser mais cariogénica do que a
sacarose sozinha, e Ribeiro et al. (2005) avaliaram in situ os efeitos desta associagdao
quanto a acidogénese, composi¢do bioquimica e microbioldgica do biofilme dental, bem
como na desmineralizacdo do esmalte. Durante duas fasesde 14 dias cada, 15
voluntdrios utilizaram dispositivos palatinos contendo blocos de esmalte deciduo humano,
que eram submetidos extra-oralmente a quatro grupos de tratamento: 4gua (controlo
negativo, T1); amido 2% (T2); sacarose a 10% (T3) e amido de 2% combinado com
sacarose a 10% (T4). As solucdes foram gotejadas sobre os blocos 8x por dia. A maior
perda mineral foi observada para associacdo de amido a sacarose. Além disso, esta
associacao resultou na maior quantidade de lactobacilos no biofilme formado. Os resultados
sugerem o amido adicionado a sacarose aumenta o potencial cariogénico. Em conclusdo, os
resultados do estudo in situ indicam que a adi¢do de amido acentua potencial cariogénico
da solugdo de sacarose. Uma vez queestes resultados foram obtidos por

exposicdo do biofilme dental a 2% de amido soluvel e sacarose a 10%.
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2.4.1 Fatores Relacionados a cariogenicidade da sacarose

2.4.2 Producao de polissacarideos

A sacarose tem um papel fundamental no desenvolvimento de cérie de
superficie lisa e proximal devido a sua habilidade de produzir polissacarideos extracelulares
soliveis na presenca de estreptococos do grupo mutans, aumentando a aderéncia do
biofilme a estrutura do esmalte (Burt, 1993). As bactérias bucais sdo submetidas a
continuos ciclos de fartura e escassez de carboidratos. Consequentemente, a microbiota
adaptou-se para armazenar os carboidratos durante sua exposi¢do a essas fontes de energia.
Isso ocorre para evitar os efeitos letais do aumento de intermedidrios glicoliticos
intracelulares e para prover uma fonte de carbono e energia para o periodo seguinte de
caréncia. A estratégia mais comum € armazenar estes carboidratos na forma de
polissacarideos intracelulares (PIC) (Tanzer et al., 1976), e muitas espécies de
estreptococos bucais podem sintetizar polimeros tipo o glicogénio (1,4 o glucano), apesar
de que outros polimeros podem também se formar (Newbrum, 1967).

A maioria das matrizes dos biofilmes sdo ricas em polissacarideos, e os
biofilmes dentais ndo sdo excecdo, cerca de 40% do peso seco do biofilme dental é
composto por polissacarideos (Paes Leme et al., 2006). Os polissacarideos podem ser
soliveis ou insoluveis; podem ser metabolizados por outras bactérias, enquanto os outros
sdo de uma contribuicdo importante para a integridade estrutural do biofilme dental e
podem consolidar a ligacdo da bactéria ao biofilme. Esses polissacarideos formados sdao
glucanos ou frutanos sintetizados pela acdo enzimdtica de glucosiltransferases (GTFs) e
frutosiltransferase (FTF), respectivamente. As GTFs podem ser divididas em grupos
dependo da producdo de um dextrano solivel (as GTF-S sintetizam glucanos com ligagdes
a(1-6), ou de algum glucano insoldvel (as GTF-I sintetizam predominantemente polimeros
a (1-3). Sdo produzidas por estreptococos do grupo mutans que hidrolisam as moléculas de
sacarose e polimerizam moléculas de glicose, formando glucanos insoliveis com ligacido o
(1-3) (Rolla, 1989). Trés tipos de glucosiltransferases sdo produzidas por estreptococos do

grupo mutans (Kuramitsu, 2003): gt#fB e gtfC codificam enzimas que produzem glucanos
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insoliveis em 4gua, consistindo primeiramente de ligagdes a, 1-3 , as quais contribuem
para adesdo das células, formacdo e estruturacdo da placa, sendo essenciais para o inicio da
formacao da lesdo cariosa. Em contraste, o gene g¢fD codifica uma enzima responsavel pela
formacgdo de glucanos, principalmente com unidades de glicose a (1-6), que é muito mais
solivel em dgua. (Wenham Hennessey & Cole, 1979; Hamada & Slade, 1980; Bowen,
2002).

Os polissacarideos produzidos a partir da sacarose sdo soluveis e apresentam
estrutura complexa. Esses compostos promovem a aderéncia bacteriana a superficie dental
e contribuem para a conformagio estrutural do biofilme, aumentando a quantidade e
também a porosidade do biofilme formado. O aumento da porosidade permite que agtcares
difundam-se para por¢des mais profundas do biofilme, resultando em valores mais baixos
de pH, decorrente da atividade catabdlica dos microrganismos cariogénicos Dibdin &
Shellis (1988). A relacdo entre PECs e desmineralizagdo tem sido demonstrada através de
estudos in situ (Pecharki er al., 2005; Ribeiro et al., 2005; Paes Leme et al., 2006; Aires et
al., 2006).

Os PICs sao moléculas de alto peso molecular, derivados de carboidratos
usados como reserva energética dos microrganismos, durante periodos de limita¢ao
nutricional na cavidade bucal (Tanzer et al., 1976). Dessa forma, os PICs prolongam a
exposicao das superficies dentais aos dcidos organicos € mant€ém o pH baixo na matriz do
biofilme e, consequentemente promovendo um aumento na cariogenicidade desses
biofilmes. Assim hd evidéncia de que PECs e PICs influenciam a cariogenicidade do
biofilme dental por ao menos duas formas: (1) PECs promovem a aderéncia de
microrganismos bucais incluindo estreptococos, lactobacilos e actinomyces (Bowen, 2002)
e acumulo na superficie dental, causando mudancas bioquimicas e estruturais na matriz do
biofilme; (2) PICs mantém niveis baixos de pH durante periodos de privagdo de nutrientes
provenientes da dieta, que poderiam resultar na selecio de microrganismos cariogénicos
(Paes Leme er al., 2006); (3) protegem os microrganismos de antimicrobianos e outras

agressoes do meio e (4) atuam como reserva de energia (Koo et al., 2009).
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2.4.3 Concentracao de sacarose

Tehrani et al., 1983 investigaram os fatores referentes aos carboidratos
envolvidos na cérie, se a freqii€ncia ou a concentragdo de consumo. Encontrou que a
freqiiéncia de desafios cariogénicos com sacarose tem maior relevancia, mas que a
quantidade do acgucar também interfere na perda mineral, pois com dois desafios com
solucdes de sacarose 1 e 5% (a cada 45 min.), apenas a maior concentragdo causou perda
mineral.

Pecharki er al., (2005) avaliaram in situ o efeito do ferro (Fe) cocristalizado
com sacarose (Fe-sacarose) na acidogé€nese, composi¢cdo quimica e microbiolégica do
biofilme dentério formado e na desmineralizacao do esmalte. Durante duas fases de 14 dias
cada, 16 voluntarios usaram um dispositivo palatino contendo dois grupos de trés blocos de
esmalte humano. Cada grupo de trés blocos foi submetido a um dos tratamentos: dgua
destilada e deionizada (T1) solugdo de sacarose a 20% (T2) solucdo de sacarose a 20%
mais 18 pg Fe/mL (T3) solucdo de sacarose a 20% mais 70 pg Fe/mL (T4). As solucdes
foram gotejadas sobre os blocos oito vezes por dia e os voluntdrios utilizaram dentifricio
fluoretado. O biofilme formado sobre os blocos foi analisado quanto a acidogénese no 13°
dia de experimento (antes e 5 minutos apds o gotejamento da solu¢do) com microeletrodo.
A quantidade de biofilme formada sobre os blocos e a contagem de lactobacilos foi
significantemente menores no grupo T1, em comparacdo aos demais grupos, que nio
diferiram entre si. As populagdes de estreptococos mutans dos grupos T3 e T4 foram
semelhante a do grupo T1. Ja o grupo T2 apresentou contagem maior que os grupos T1 e
T4, mas nao foi diferente do grupo T3. Os grupos T2, T3 e T4 apresentaram concentragdes
de calcio significantemente menores e de polissacarideos insoluveis significantemente
maiores que o grupo T1. Houve menor desmineralizacdo no grupo T4 do que no T2. O
grupo T1 apresentou menor perda de dureza superficial que o grupo T4, mas a perda
mineral nao foi diferente. Os autores concluiram que o Fe diminuiu a desmineraliza¢do do
esmalte, provavelmente por reduzir a populacdo de estreptococos mutans no biofilme

formado.
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Aires et al. (2006) avaliaram a relacdo entre concentracdo de sacarose potencial
cariogénico, em um estudo in situ cruzado duplo cego, com a participacao de 12 voluntarios
adultos. Os participantes usaram aparelhos palatinos removiveis com quatro blocos de
esmalte humano, fixados 1 mm abaixo do nivel da resina acrilica e protegidos por uma tela
plastica para acimulo de biofilme dentario. O estudo avaliou a resposta obtida pela
aplicacdo extrabucal dos tratamentos (4gua destilada e deionizada — controle, solugdo de
sacarose a 1%, 5%, 10%, 20% ou 40%) oito vezes por dia. Em cada uma das 3 fases
experimentais, dois tratamentos foram testados. Os resultados mostraram que os menores
niveis de pH ap6s 5 minutos de exposicdo a sacarose foram obtidos com as solugdes a 10,
20 e 40%. A concentracdo encontrada com a solugdo a 5% foi estatisticamente diferente
somente da solugcdo a 40%. As concentragdes de cdlcio e fésforo no grupo controle e
sacarose a 1% nao diferiram entre si, mas foram estatisticamente superiores do que os
outros tratamentos. A concentracio de polissacarideos insoluveis foi estatisticamente menor
no grupo controle do que nos outros grupos. A %PDS nos grupos controle e sacarose a 1%
nao foram diferentes entre si, mas foram significantemente menores do que as observadas
com as outras concentragdes de sacarose. A partir da concentracao de 5% nao foi observada
diferenca entre os grupos quanto a porcentagem de perda de dureza superficial. Os autores
concluiram que a concentracdo de sacarose limiar para formacdo de um biofilme dentério
com propriedades de acidogénese e composicdo bioquimica capaz de promover a cdrie

dentaria € ao redor de 5%.

2.4.4 Frequéncia de exposicao a sacarose

Um dos estudos cldssicos que enfatizaram a importancia da freqii€éncia do
consumo de carboidratos fermentaveis na inducao de cérie foi o de Gustafsson et al. (1954)
na Suécia, com 436 pacientes com problemas psiquidtricos, internados no Hospital de
Vipeholm, em Lund, participaram de experimento para estudar a ocorréncia de cérie. Este
estudo iniciou em agosto de 1945 e terminou sua fase experimental em junho de 1951.
Realizado em 4 etapas, a primeira iniciada em 1945, denominada de Fase Preparatoria, em

1946 aconteceu a segunda etapa na qual houve a Administracdo de Vitaminas aos
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Pacientes, na terceira e quarta fases ocorridas entre 1947 — 1949 o Estudo Carboidrato I e
1949 — 1951 o Estudo Carboidrato II nos quais foram ministrados de fato os carboidratos
segundo as quantidades e frequéncias testadas. Para este estudo os pacientes foram
divididos em sete grupos sendo G1: Controle, Sem acticar; G2: Sacarose em solu¢do nas
refeicoes; G3: Pao e doces: 355 g com 50 g/dia nas refeicdes; G4: 64 g chocolate liquido
entre refeicdes dividas em 4 por¢cdes; G5: 22 Caramelos sendo 70 g/dia divididos em 2
por¢des entre refeicdes; G6: 8 Toffes totalizando 40 g/dia durante as refei¢es e entre as
refeicoes; G7: 24 Toffes ao longo do dia. O estudo de Vipeholm demonstrou que era
possivel aumentar o consumo de acucar de 30 para 330 g com pequeno aumento de cérie de
0,27 para 0,43 desde que o acucar adicional fosse consumido durante as refei¢oes.

A frequéncia estd diretamente relacionada com o desenvolvimento da cérie
(Konig et al., 1968; Bowen et al., 1980). Konig et al. (1968) realizaram um estudo no qual
ratos foram alimentados por uma méquina que dispensava a dieta 580 (67% de sacarose) nos
hordrios programados, desta forma foram ministradas 12, 18, 24 ou 30 vezes por dia. Os
resultados mostraram uma correlagdo positiva entre a frequéncia de alimentacdo e a
incidéncia de carie. Bowen et al. (1980) realizaram um estudo também em ratos com uma
maquina que dispensava a dieta em horérios programados para verificar a cariogenicidade de
vérios alimentos. Os ratos receberam a dieta bésica através de intubacao géastrica. Concluiram
que o numero de lesdes desenvolvidas estavam diretamente relacionadas a frequéncia de
consumo de sacarose.

Cury et al. (1997) avaliaram a composi¢ao do biofilme dentario de acordo com a
exposicdo a sacarose. Doze voluntdrios participaram de um estudo in situ cruzado, feito em
quatro fases distintas de 28 dias, nas quais um aparelho de acrilico palatino foi construido
para cada voluntario. Em cada dispositivo foram fixados quatro blocos de esmalte humano
com uma tela plastica fixada sobre eles na resina acrilica. Durante as fases, os voluntarios
gotejaram uma solucdo de sacarose a 20%, variando o nimero de aplicagdes por dia (zero,
duas, quatro e oito), utilizaram dentifricio sem fldor e beberam dgua com 0,7 ppm de fldor.
ApOs cada fase, foram determinadas as concentracdes de fldor, célcio, fésforo e carboidratos
totais no biofilme dentario. Os resultados mostraram que aplicacdes freqiientes de sacarose

reduziram significantemente as concentragdes de flior, cédlcio e fésforo no biofilme, mas
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aumentaram a concentracdo de carboidratos dlcali-soliveis. Além disso, os dados sugeriram
que a cariogenicidade do biofilme dentdrio formado na presenga de sacarose ndo pode ser
atribuida somente a sua alta porosidade, mas a baixa concentragdo inorganica também seria
importante.

Em um estudo semelhante, Cury et al. (2000) realizaram um estudo in situ para
verificar a composi¢do bioquimica e a cariogenicidade do biofilme dental formada na
presenca de sacarose ou de glicose + frutose. Doze voluntarios utilizaram dispositivos
acrilicos contendo 4 blocos de esmalte durante 28 dias, protegidos com tela pldstica para
acimulo de biofilme. Solu¢des de sacarose a 20% ou glicose 10% + frutose 10% foram
gotejadas nos blocos 8X/dia, enquanto o grupo controle gotejava dgua. Os resultados
mostraram que tanto a sacarose como a mistura de monossacarideos foram mais cariogénicas
que o controle. Foi observada perda da dureza de 3,3% no controle, 44,2% no grupo tratado
com glicose + frutose e 73,4% no grupo tratado com sacarose. Concluiram que apesar dos
resultados mostrarem que a maior cariogenicidade da sacarose se deve a alta concentracao de
glucanos insoliveis, a menor concentracdo inorganica € de proteinas também devem ser
consideradas.

Duggal et al. (2001) realizaram um estudo in situ para comparar a extensdo da
desmineralizacdo do esmalte em fun¢do da freqii€ncia de consumo de sacarose e do uso de
dentifricio fluoretado ou ndo. Oito voluntarios utilizaram aparelhos inferiores removiveis,
com blocos de esmalte obtidos de pré-molares humanos, previamente desmineralizados em
gel e cobertos com gaze para permitir o acimulo de biofilme dentdrio. Os voluntarios
utilizaram o aparelho continuamente por sete dias, sendo os dois iniciais sem aplicacdo de
sacarose € 0s cinco subseqiientes com ingestdo de solucdo de sacarose a 12% (uma, trés,
cinco, sete ou dez vezes por dia), a qual era mantida na cavidade bucal por 2 minutos antes de
ser engolida. Foram realizadas duas fases, sendo uma com dentifricio fluoretado e outra com
dentifricio ndo fluoretado. Os voluntdrios escovaram seus dentes duas vezes ao dia, por 2
minutos, com o aparelho in situ (escovando todas as superficies, exceto os blocos). Os
espécimes foram removidos, seccionados e avaliados por meio de microradiografia transversa
para avaliar ganho ou perda mineral. Os resultados indicaram que, mesmo quando o

dentifricio fluoretado foi usado, uma desmineralizacdo adicional ndo significativa foi
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evidenciada com a ingestdo de solucdo de sacarose, sete ou dez vezes por dia. Este estudo
demonstrou a importancia do F contido no dentifricio na re e desmineralizacdo do esmalte
ap0s vdrias desafios cariog€nicos in situ.

Em 2003, Cury et al. realizaram um estudo in situ para avaliar se as baixas
concentragdes de fldor, cdlcio e fésforo inorganico no biofilme dentério formado na presenca
de sacarose 8x/dia poderiam ser atribuidas simplesmente pela fermentacdo deste agucar.
Participaram deste estudo onze voluntarios, em duas fases de 28 dias cada, que utilizaram
dispositivos palatinos contendo seis blocos de esmalte humano, cobertos por tela plastica para
actimulo de biofilme dentdrio. Em cada fase foram gotejadas solu¢des de sacarose a 20% ou
agua destilada, oito vezes ao dia, sobre todos os blocos. Durante o periodo experimental os
voluntérios realizaram a higiene bucal com dentifricio sem fldor, mas ingeriram 4agua
fluoretada. Apds 28 dias de cada fase, o biofilme dentdrio acumulado sobre dois blocos foi
coletado. O tratamento foi invertido e, apés um tempo adicional de 24 e 48 horas, o biofilme
acumulado nos outros blocos foi coletado. As concentracdes dos ions fldor, calcio e fésforo
inorganico soluveis em dcido foram analisadas no biofilme dentério, além da concentracdo de
polissacarideos insoliveis. Foram observadas concentragdes estatisticamente menores dos
fons e uma concentragdo maior de polissacarideos insoliveis no biofilme de 28 dias formado
na presenca de sacarose do que na sua auséncia. Apds a inversdo do tratamento a mudanca
nas concentracdes dos fons ndo foi significante, mas a concentracio de polissacarideos
insoluveis mudou significativamente. Os autores sugeriram que a mudanga na concentragao
de fldor, cdlcio e fésforo inorganico no biofilme dentdrio ndo € devida a fermentacdo da
sacarose.

Ccahuana-Vasquez et al. (2007) avaliaram na presenga do uso de fluoreto, o
efeito da frequéncia de exposi¢do a sacarose na composi¢do microbioldgica e bioquimica
do biofilme dental e sua relacdo com a desmineralizacao do esmalte dental. Dez voluntarios
adultos sauddveis, vivendo em uma 4drea fluoretada, usaram dispositivos intra-bucais
palatinos contendo 4 blocos de esmalte dental higido humano, durante 3 fases
experimentais de 14 dias cada. Os voluntdrios escovaram seus dentes usando dentifricio
fluoretado, contendo 1100 ppm de F na forma de NaF, 3 vezes ao dia. Foram avaliadas as

frequéncias de exposi¢do a solucdo de sacarose 20%: 0, 2, 4, 6, 8 e 10 vezes/dia. Em cada

21



fase experimental, foram testadas 2 frequéncias (0-2, 4-6, 8-10). Ao final de cada fase
experimental, o biofilme dental foi coletado, os blocos de esmalte removidos dos
dispositivos. Os resultados mostraram perdas minerais (AZ) estatisticamente maiores que o
controle (p<0,05) nas frequéncias maiores que 6 x/dia. Porém, a quantidade de biofilme,
contagens de microrganismos totais, estreptococos totais, lactobacilos e concentracdo de
PEC aumentaram, enquanto as concentracdes de F, Ca e P; na parte s6lida do biofilme
diminuiram significativamente (p<0,05), com frequéncias de exposi¢ao a sacarose menores
que 6 x/dia. Assim, o F foi capaz de reduzir a perda mineral do esmalte dental quando o
consumo de sacarose ndo for maior que 6 vezes ao dia, mas mudangas na composi¢ao
bioquimica e microbiologica do biofilme dental foram observadas com menores

frequéncias de uso.

2.4.5 Intervalo de tempo entre as exposicoes a sacarose

Em 1983, Bowen et al. estudaram o efeito dos intervalos de tempo entre as
exposicdes da alimentacdo de ratos com 17 exposi¢des cariogé€nicas. Além disso, foi
estudada a influéncia dos vdrios intervalos entre as exposi¢cdes no estabelecimento de
estreptococos do grupo mutans (6715—15 resistente a estreptomicina) na cavidade bucal
utilizando ratos (Konig et al., 1969). Os ratos Osborne — Mendel da linhagem Barrier
Maintened (microbiota livre de patdgenos especificos), provindos do Instituto Nacional de
Saide foram submetidos a 17 exposicOes didrias aos alimentos testados: biscoito de
chocolate e no outro grupo o aguicar de confeiteiro com intervalos de 10, 20, 40 e 60
minutos. Este estudo foi composto por dois experimentos, com 40 ratos de 23 dias, um
experimento testou a cariogenicidade do biscoito de chocolate triturado e no outro o
alimento cariogénico testado foi o acticar de confeiteiro. Os ratos foram alimentados por
uma maquina programada de Konig-Hofer, a qual seguia a programacdo dos intervalos
testados durante cinco semanas. O estado nutricional dos ratos era mantido por Intubagdo
Gastrica (Gavage) com uma dieta liquida NCP # 2, 2x/dia as 10 e as 14 h com 2 mL. Os
animais foram infectados bucalmente por inoculacdo individual com swab embebida em

meio de cultura seguida de esfregaco nos dentes e na dgua por dois dias consecutivos. Ao
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final do experimento, os animais foram sacrificados, e houve a remocdo asséptica da
mandibula para quantificar estreptococos do grupo mutans. Foi determinado também o
indice de cdrie da mandibula e maxila por meio da Técnica de Keyes, modificada por
Larson (1981). Concluiram que os ratos, expostos 17 vezes aos alimentos testados,
apresentaram 50% mais cdrie do que aqueles submetidos as mesmas 17 exposi¢des em
intervalos curtos. A frequéncia de ingestdo da sacarose afetou a habilidade dos
estreptococos do grupo mutans em se estabelecer na cavidade bucal. O intervalo entre cada
refeicdo também afetou a implantagcdo do S. mutans na cavidade bucal.

Kashket & Yaskell (1992b) avaliaram a relacdo entre a perda mineral no
esmalte bovino, a queda do pH no biofilme e a concentracdo de célcio e fosfato inorganico
na matriz do biofilme apds os voluntdrios serem expostos a sacarose. Cinco voluntarios
usaram dispositivos palatinos, mantidos na cavidade bucal por 120 minutos, contendo 8
blocos de esmalte bovino cujas superficies foram cobertas com estreptoco-cos do grupo
mutans (IB 1600), foram feitos bochechos com sacarose a 5% e 10% por 1 min. Entdo,
foram mensuradas a perda mineral, através da penetrabilidade de iodo (Alp) (Brudevold et
al., 1984), e a queda do pH na placa nos tempos de 15, 30, 45, 60, 90 e 120 min. No grupo
exposto a sacarose a 5% a desmineralizacdo aumentou com o tempo € atingiu 0 maximo
entre 45 e 60 min. e o biofilme manteve-se 4cido (pH= 4,8). A queda de pH para solugdo de
sacarose a 10% foi maior e permaneceu baixa, embora a perda mineral causada pela
solu¢do mais concentrada nao foi o dobro da solucdo a 5%, indicando que outros fatores
atuam na desmineralizagdo. Os autores avaliaram também a administracdo de um segundo
bochecho apds 30 min., o pH do biofilme apresentou uma ligeira queda atingindo o valor
de 3,9, enquanto para o Alp ndo houve aumento. Quando o segundo bochecho foi
realizado apds 90 min., o pH do biofilme voltou a cair para 3,9, enquanto que o Alp
manteve-se inalterado em relagdo ao bochecho unico. A saturacdo do cdlcio e fosfato foi
alcancada justamente quando a desmineralizacdo chegou ao maximo, demonstrando que a
saturacao destes fons na matriz do biofilme tem um papel de regular a dissolucao adicional
do dente, desmistificando o que se acreditava anteriormente, que o mineral do dente
continuaria se dissolvendo enquanto o pH permanecesse baixo. As concentragdes de Ca no

biofilme elevaram ao méximo (10,9 mEq/L) aos 30 min para o bochecho tnico com sacarose
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a 5%, e entdo cai para 6,8 mEqg/L no tempo de 120 min. A concentragdo P; atinge o méximo
de 12,2 mEg/L aos 60 min e mantem-se inalterada at¢ o final do experimento. A
concentracdo de Pi foi menor no tempo de 60 mim (8,7 mEg/L) quando foi bochechado
sacarose a 10%. A concentracio de Ca apés o segundo bochecho revelou ndo existir
diferenca dos valores obtidos para o bochecho tnico. Entretanto, a concentracdo de P; do
segundo bochecho foi aproximadamente um terco menor do que o correspondente para o
bochecho unico quando o segundo bochecho foi dado aos 90 min. A desmineralizagdo
parece estar limitada ao baixo pH do biofilme, portanto pelo acimulo de altos niveis de
ions minerais no biofilme. Estes resultados sugerem que o efeito na denti¢do serd limitado

quando houver o consumo de alimentos contendo carboidratos.
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3. PROPOSICAO

Avaliar in situ o efeito dos intervalos de tempo entre as exposi¢des a sacarose na

composi¢do do biofilme dental formado e na desmineralizacdo do esmalte.
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4. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba/Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)

registrado sob o nimero 194/2009 (anexo I).

4.1. Delineamento Experimental

Este estudo in situ do tipo cruzado e cego quanto ao examinador foi realizado
em quatro periodos de 14 dias (Paes Leme et al., 2004), durante os quais 15 voluntérios,
com idades entre 22 e 30 anos, utilizaram dispositivos intrabucais palatinos contendo
quatro espécimes de esmalte integros (dois em cada lado do dispositivo) de dureza de
superficie pré-determinada, para avaliar o efeito dos diferentes intervalos de exposi¢do a
sacarose:

Grupo I: Nenhuma exposicdo a sacarose e a nenhuma outra solugao;

Grupo II: Exposicao a sacarose 20% 8 vezes ao dia com intervalos de 15
minutos entre elas;

Grupo III: Exposicdo a sacarose 20% 8 vezes ao dia com intervalos de 45
minutos entre elas;

Grupo IV: Exposicdo a sacarose 20% 8 vezes ao dia com intervalos de 90
minutos entre elas.

Em cada fase grupos de voluntdrios utilizaram os tratamentos determinados. O
primeiro grupo de tratamento para cada voluntério foi determinado por meio de sorteio, de
modo tal que ao final de todos os cruzamentos, todos os voluntdrios foram submetidos a
todos os tratamentos (Figura 1). Uma semana antes de iniciar no experimento o0s
voluntarios utilizaram dentifricio ndo fluoretado (lead in). Também foi estabelecido um

intervalo de sete dias entre cada fase experimental (wash out) (Cury et al., 1997).
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Tratamentos  Voluntarios Etapas
Fasel Fasell Fasellll Fase IV
Sem Sacarose A,B,C,D L]
Sacarose 8X, a cada
15 min EFGH
Sacarose 8X, a cada
45 min LKL
Sacarose 8X, acada M, N,0
90 min ' '
ANALISES ANALISES ANALISES ANALISES

Figura 1 — Fluxograma do experimento.

No 15° dia de cada fase, os biofilmes formados sobre os blocos foram coletados
de manha (7:00 as 8:00 h). Esses biofilmes foram analisados quanto a composi¢do
microbioldgica, bioquimica e concentracao inorganica na por¢ao solida e fluido. Os blocos
dentais foram avaliados para a determinacdo da perda de dureza como indicador de

desmineralizacao.

4.2 Preparo dos Blocos Dentais

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados dentes humanos terceiros molares
integros extraidos por razdes ortodonticas, mantidos em formol 2% pH 7.4, por pelo menos
30 dias ap0s as extracOes para a desinfeccdo antes de qualquer experimento (White, 1987).
Os dentes foram doados por um cirurgido-dentista, sem possibilidade de identificacdo dos
voluntdrios doadores e consequentemente de aplicacdo de termo de consentimento livre e
esclarecido. Essa doagio foi informada e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FOP-UNICAMP.

Para obten¢do dos blocos de esmalte (4x4x2 mm), os dentes foram seccionados com
discos diamantados (n° 11-4243 série 15-HC-Diamond BUEHLER®) acoplados em uma

cortadeira elétrica (BUEHLERISOMET) e, a partir do terco médio corondrio, os blocos
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dentais foram obtidos. Apds obtencdo do bloco de esmalte, a superficie dentdria foi
planificada e polida, permitindo a determina¢do da dureza de superficie. Para isso os blocos
foram fixados com a superficie de esmalte voltada para baixo, na porcao central de um
disco de resina acrilica pré-fabricada (3,0 cm de diametro e 8,0 mm de espessura), e entdo
levada a uma politriz APL-4 AROTEC (modificada e contendo sistema de polimento
multiplo) com lixa de granulacdo 320 em baixa rotacdo, sob refrigeragdo a dgua, até que a
espessura do bloco fosse ajustada proximo de 2 mm. Para planificacdes e polimento da
superficie de esmalte, os blocos foram reposicionados no centro do disco de resina acrilica,
com a superficie de esmalte voltada para cima, sendo esta serialmente lixada e polida com
lixas de granulacdo 400, 600, 1200 e finalmente um disco de papel feltro (POLISHING
CLOTH BUEHLER® n° 40-7618) e suspensio de diamante (BUEHLER-METAD®
DIAMOND SUSPENSION 1 MICRON - WATER BASE n° 40-6530). Entre cada lixa, os
blocos foram levados ao aparelho de ultra-som (THORNTON T7, 50 Watts), sob dgua
deionizada durante dois (2) minutos. Ao final do polimento, foi utilizado no ultra-som uma
solugdo detergente (ULTRAMET® SONIC CLEANING SOLUTIAN n75-500-032
BUEHLER®) diluida na propor¢do 20:1, em dgua deionizada. Finalmente, os corpos de
prova foram lavados em 4dgua deionizada corrente, durante trés minutos, sendo conservados
em ambiente imido a 4°C. A dureza da superficie do esmalte foi determinada para selecao
dos blocos e para servir como indicador de perda mineral apds o estudo in sifu. Foi
utilizado um microdurémetro Future Tech modelo FM-7 acoplado a um software FM-ARS
e um penetrador tipo Knoop, com carga estatica de 50 g, aplicada por 5 s. No centro de
cada bloco foram realizadas 3 endentagdes a distancia de 100 pm entre cada uma. Foram
confeccionados 1000 blocos, estes foram selecionados por sua dureza através do célculo do
desvio-padrao maior do que 7,5% de sua média de dureza individual (variabilidade intra-
blocos) e aqueles que apresentavam sua média individual de dureza maior ou menor do que
7,5% da média de dureza calculada. Foram selecionados 240 blocos com dureza de
superficie inicial (médiaxtDP) de 361,6 + 16,3 Kg/mmz. Estes foram aleatoriamente
alocados, de modo escalonado, entre os 4 grupos de tratamento, de modo a obter grupos
homogéneos quanto a média de dureza dos blocos. Em seguida, estes grupos de 4 blocos

(um de cada tratamento) foram sorteados entre os voluntdrios, totalizando 4 blocos para
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cada tratamento por voluntdrio. Para aleatorizacdo, foi utilizado o programa Excel, da
Microsoft 2010. O valor de dureza inicial foi utilizado para calcular a porcentagem de

perda de dureza de superficie (%PDS) apds o estudo in situ (Figura 2).

DENTE HIGIDO CORTADEIRA ISOMET SECCIONAMENTO
DO DENTE

) (4x4x2mm)
-

sLoco o ™

ESMALTE

BLOCOS DE ESMALTE
POLIDOS

50 g / 5 segundos
MEDIA = 361,6 KG / MM?2

Figura 2 - Esquema de corte, polimento e andlise de microdureza inicial de superficie para

selecdo dos blocos de esmalte.
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4.3 Fase Clinica

Quinze voluntarios adultos, sendo 4 do género masculino e 11 feminino,
residentes em Piracicaba — SP, cidade que apresenta regularidade na fluoretacdo da dgua de
abastecimento (0,6 a 0,8 ppm F) com idades entre 22 e 30 anos apresentavam bom estado
de saide bucal e geral participaram deste estudo realizado na Faculdade de Odontologia de
Piracicaba (FOP/UNICAMP). Os voluntdrios utilizaram os dispositivos diariamente
inclusive para dormir, removendo-os apenas para se alimentar e mantendo-os em ambiente
umido durante as refeicoes.

Os critérios de exclusdo adotados foram: individuos com atividade de cérie
diagnosticada por meio de um exame clinico, individuos utilizando aparelhos ortoddnticos
fixos ou removiveis, fumantes, diabéticos, com fluxo salivar abaixo do normal ou que
estejam utilizando medicamentos que interfiram no fluxo salivar e utilizado antibiéticos nos
dois meses anteriores a pesquisa.

Para escovagdo habitual dos dentes, assim como da superficie interna do
dispositivo intra-bucal palatino, utilizou-se uma formulacido de dentifricio ndo fluoretado.
Para simular o desafio cariogénico foi colocada uma gota de sacarose a 20% sobre cada
bloco dental (Cury et al., 1997-2000; Aires et al., 2006). Este procedimento foi feito 8
vezes ao dia, de acordo com os intervalos testados.

Todos os voluntdrios assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido,
no qual foram esclarecidos os objetivos, a importincia e a relevancia do estudo, bem como

os procedimentos que seriam realizados (Anexo 2).

4.4 Confeccao dos Dispositivos Intrabucais

A arcada dentdria superior de cada voluntdrio foi moldada com hidrocoléide
irreversivel (alginato), obtendo-se um modelo de gesso, a partir do qual foi confeccionado o
dispositivo intrabucal palatino. Este foi confeccionado em resina acrilica, para cada
voluntério, no qual foram preparadas 4 cavidades com 5X5X3 mm, sendo duas de cada

lado, onde foram fixados os blocos dentais. Apds a fixacdo dos blocos de esmalte, uma tela
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plastica foi fixada na resina acrilica sobre eles, deixando-se um espaco de 1 mm entre o

bloco e a tela plastica para permitir acimulo de biofilme dental (Hara et al., 2003).

4.5 Utilizacao do Dispositivo Intrabucal

Uma semana antes de iniciar o experimento, os voluntdrios iniciaram o uso do
dentifricio ndo fluoretado (lead in). Os voluntdrios foram orientados a usar o dispositivo
continuamente, exceto durante a ingestdo de algum alimento ou bebida, e nessas ocasides o
dispositivo foi mantido em um estojo plastico com gaze umedecida. O dispositivo, assim
como os dentes dos voluntarios foram escovados com o mesmo dentifricio ndao fluoretado,
sendo o dispositivo acrilico palatal escovado somente entre as telas pldsticas e na parte que
entrava em contato com o palato do voluntdrio. Em horarios pré-determinados segundo os
grupos de intervalo testados foi gotejada a sacarose 20 %, 8 x / dia, exceto no grupo
controle, que ndo foi exposto a sacarose. Para os demais grupos foram determinados os
horérios para o gotejamento da sacarose, desta forma o grupo de intervalo de 15 min.: 8:00,
8:15, 8:30, 8:45, 9:00, 9:15, 9:30 e 9:45 h, para o grupo de intervalo de 45 min.: 8:00, 8:45,
9:30, 10:15, 11:00, 11:45, 12:30 e 13:15 h e para o grupo de intervalo de 90 min.: 8:00,
9:30, 11:00, 12:30, 14:00, 15:30, 17:00 e 18:30 h. O voluntario foi orientado a remover o
dispositivo e dispensar uma gota da solu¢do de sacarose a 20% sobre cada bloco dental,
deixar o dispositivo em repouso por 5 min e recolocd-lo na cavidade bucal. Os horarios
recomendados para a escovacdo foram apds as principais refeicdes: café da manha (entre
7:00 e 7:30 h), apos o almogo (13:00 h) e apds o jantar (entre 20:00 e 21:00 h). Todos os
voluntdrios participaram de todas as fases em um dos tratamentos, sendo estabelecido um
periodo de wash-out de sete dias entre as fases, no qual os voluntdrios permaneciam

utilizando dentifricio nao fluoretado (Anexo 3).

4.6 Coletas do Biofilme Dental

Na manha (7:00 as 8:00 h) do 15° dia de cada fase, as telas plasticas fixadas na

resina sobre os blocos dentais foram removidas com ldmina de bisturi nimero 15, entdo o
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biofilme dental formado foi coletado, utilizando-se uma espétula plédstica. Os biofilmes
foram transferidos para tubos eppendorfs pré-pesados em balanca analitica com
sensibilidade de 0,01mg. Os biofilmes formados sobre 2 blocos anterior esquerdo e
posterior direito do aparelho foram coletados para a andlise microbiolégica e de
polissacarideos e os outros 2 blocos posterior esquerdo e anterior direito para andlise
inorganica do biofilme quanto as concentragdes de Ca, P; e F no fluido e parte s6lida do

biofilme.

4.7 Analise Microbiologica e de Polissacarideos

Aos tubos contendo os biofilmes pesados foi adicionado 1,0 ml da solucao de
NaCl 0,9 % e uma suspensao homogénea foi obtida por sonicacdo a 7 w por 30 seg usando
ponta sonicadora (Aires et al., 2008). A partir desta suspensdo, foram coletadas aliquotas
para andlise microbioldgica e de polissacarideos.

Para andlise microbiolégica, a suspensdo foi diluida em séries decimais até
1/100.000. Uma aliquota de 60 puL das dilui¢des foi inoculada nos meios de cultura: sangue,
mitis salivarius, rogosa e CFAT. O meio Agar Sangue foi usado para o cultivo da
microbiota total (MT). O meio Agar Mitis Salivarius contendo 0,2 unidades de bacitracina,
adicionado de 15% de sacarose, foi utilizado para o cultivo de estreptococos do grupo
mutans (EM) (Gold et al., 1973). O meio Rogosa foi utilizado para determinar o cultivo de
lactobacilos (LB) e o meio CFAT para o cultivo Actinomyces viscosus (AV). As placas do
meio dgar sangue foram incubadas por 48 h a 37°C em estufa anaerdbica. Ja as placas com
os meios MSB, Rogosa, CFAT foram incubados em estufa a 37 °C e pressdao CO, de 10%.
As unidades formadoras de coldnias (UFC) foram contadas e os resultados expressos como
UFC/mg de peso tiimido de biofilme dental.

Para extracdo e determinacdo de polissacarideos, foi adotado o protocolo
descrito por Aires et al. (2008). Uma aliquota de 800 uL da suspensao do biofilme sonicado
foi centrifugada a 10.000 g por 5 min. a 4°C. O sobrenadante contendo polissacarideos
extracelulares soliveis (PECS) foi coletado e transferido para outro tubo denominado

PECS. O precipitado foi lavado com 100 pL de solugdo salina, centrifugado e o
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sobrenadante adicionado ao tubo PECS. Ao precipitado, foi adicionado o volume minimo
de 200 uL de NaOH 1 M para extracdo do dos polissacarideos extracelulares insoliveis
(PECI). O tubo foi agitado em voértex por 1 min., centrifugado e o sobrenadante foi
transferido para outro tubo de microcentrifuga chamado de PECI. O precipitado foi lavado
com um volume minimo de 200 uL de NaOH 1 M, centrifugado e o sobrenadante foi
adicionado ao tubo PECI. Ao precipitado residual, o volume de 200 pL de NaOH 1 M foi
adicionado para extracdo de polissacarideo intracelular (PIC) (Tenuta et al., 2006). Este
tubo foi agitado, aquecido durante 15 minutos a 100°C, centrifugado e o sobrenadante foi
transferido para outro tubo chamado PIC. O precipitado foi lavado com NaOH e o PIC
extraido.

Aos tubos contendo os extratos de PECS, PECI e PIC foi adicionado 3 v de
etanol resfriado, agitado e ap6és 30 min a -20°C os tubos foram centrifugadose os
precipitados foram lavados duas vezes com etanol a 70%. Os polissacarideos precipitados
foram dissolvidos em NaOH 1 M e a concentracdo de carboidratos total foi estimada pelo
método do fenol sulftirico (Dubois et al., 1956) utilizando microtécnica (0,2 mL de amostra
+ 0,2 mL de fenol 5% + 1,0 mL de H,SO,). As andlises foram feitas em espectrofotometro
Beckman DU-70 a 490 nm, calibrado com triplicata de padrdo contendo 40 ug de
glicose/0,2 mL, apds ter sido comprovada a linearidade da relagdo quantidade de glicose
(1,25 a 80 pg) e absorbancia (r=0,99). Os resultados foram expressos em mg de

polissacarideos por grama de peso umido de biofilme.

4.8 Analise da Composicao Inorganica no Biofilme

4.8.1 Coleta do biofilme

Ponteiras de 10 pL, preenchidas com 6leo mineral extra-pesado (Drake Oil
nimero 35, da PENRECO) e vedadas na extremidade, foram utilizadas e adaptadas a um
tubo de microcentrifuga. As telas pldsticas que recobriram os blocos de esmalte foram
removidas com laminas de bisturi n® 15 e o biofilme foi coletado com uma espétula

plastica. O biofilme foi coletado de 2 blocos (posterior esquerdo e anterior direito) A
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amostra imersa em O6leo foi pesada para determinagcdo do peso do biofilme coletado e
centrifugada a 4°C, por 5 min a 21 000 g (Tenuta et al., 2006). Apds a pesagem, a ponteira
adaptada a um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL foi centrifugada por 5 min, a 21000 g e 4
°C.

4.8.2 Extracao do fluido do biofilme

O fluido do biofilme obtido por separagdo da parte sdlida foi coletado com
micropipetas de vidro pré-fabricadas, sob visualizacdo com microscopio estereoscopico

com aumento de 6 a 40 X. (Tenuta et al., 2006)

4.8.3 Extracao dos ions da parte sélida do biofilme

Ap6s a extracao do fluido, a ponteira contendo a porcao sélida do biofilme, sob
6leo mineral, foi seccionada em sua ponta, sendo o seu conteido centrifugado sobre dcido
HCI 0,5 M permanecendo em agita¢do por 3 horas em temperatura ambiente e sob agitacao
para extracdo de fons minerais Ca, Pi e F (Cury et al., 1997). Apés a centrifugacio, obteve-
se o precipitado e sobrenadante. Os tubos foram centrifugados a 4 °C, por 5 min. 4 21000 g,

sendo o sobrenadante coletado para as andlises dos fons.

4.8.4 Dosagem de calcio e fosforo inorganico no fluido e na parte sélida do

biofilme

A dosagem de célcio e fosforo inorganico (P;) no fluido e da parte sélida do
biofilme foi realizada utilizando reagentes colorimétricos, respectivamente Arsenazo III e
verde de malaquita (Vogel et al., 1983). O volume de fluido de biofilme misturado aos
reagentes colorimétricos (aproximadamente 1 uL para o cdlcio e 0,07 uL para o fésforo
inorganico) foi padronizado utilizando nanopipetas de quartzo pré-fabricadas. Para a
dosagem no extrato dcido da parte sélida do biofilme, nas mesmas metodologias foram

utilizadas, porém para o Ca as amostras foram neutralizadas com NaOH para evitar
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interferéncia do pH na determinacdo. A dosagem colorimétrica foi feita em leitor de

microplacas Multiskan Spectrum (THERMO) (Tenuta et al., 2006).

4.8.5 Dosagem do ion flior no fluido e da parte sélida do biofilme

Para a dosagem de fluoreto no fluido e da parte sélidado biofilme, foi utilizado
um eletrodo especifico para o ion, adaptado para microandlise. As amostras foram aplicadas
na superficie do cristal sensivel a fluoreto do eletrodo ion-especifico, sob 6leo mineral,
utilizando micropipetas. Sob microscopio, um microeletrodo de referéncia foi colocado em
contato com cada uma das amostras, fechando o circuito e permitindo a determinagdo da
concentragdo de fluoreto por meio de um potencidometro (Vogel et al., 1997). As amostras
foram tamponadas com TISAB III (Total Ionic Strenght Adjustment Buffer) na proporcao
de 10 partes de amostra para 1 de TISAB III. Previamente a diluicio das amostras, o
operador calibrado aferiu a diluicdo, utilizando um padrao de concentracdo conhecida,
tolerando um méaximo de 3% de variagdo entre a concentracdo esperada e a obtida (Tenuta
et al., 2006). No caso da dosagem de F no extrato 4acido, previamente foi realizada
neutralizacio com NaOH e tamponamento com TISAB III. Os padroes de F com

concentragdo conhecida foram preparados da mesma forma que as amostras.

4.9 Determinacao da Desmineralizacao

4.9.1 Analise da Dureza de Superficie do Esmalte

Ap6s o término de cada fase, os blocos foram reposicionados nos mesmos
suportes de acrilico, e avaliados pela andlise da dureza do esmalte, como descrito no item
4.2. Foram realizadas trés impressoes a 100 um daquelas previamente realizadas se
visiveis ou na regido central dos blocos onde foram feitas as impressdes iniciais. A partir
das 3 impressoes foi calculada uma média, a partir da qual foi determinada a porcentagem

da perda de dureza de superficie (% PDS) calculada pela férmula abaixo:
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Dureza inicial — Dureza Final x 100

%PDS =
Dureza inicial

4.9.2 Anilise da Area de Perda de Dureza do Esmalte

Para avaliar a drea de perda de dureza, os blocos de esmalte foram seccionados
por corte no centro do bloco, utilizado disco diamantado de dupla face (n" 11-4243 série 15-
HC Diamond BUEHLER) acoplado a uma cortadeira elétrica BUEHLER ISOMET. Entéo,
os hemi-blocos foram embutidos com resina acrilica incolor (CLASSICO), utilizando uma
embutidora rnetalografica AROTEC PRE-3f1, padronizando 10 min. de aquecimento, 100
Kgf/em?® de pressdo e 20 min. de resfriamento. Os hemi-blocos embutidos no acrilico foram
posicionados e a superficie seccionada foi levada a uma politriz APL-4 AROTEC
(modificada e contendo sistema de polimento multiplo) sendo serialmente lixada e polida
com lixas de granulagdo 400, 600, 1200 e finalmente um disco de papel feltro
(POLISHING CLOTH BUEHLER® n° 40-7618) ¢ suspensao de diamante (BUEHLER-
METAD® DIAMOND SUSPENSION 1 MICRON - WATER BASE n° 40-6530). Entre
cada lixa, as bases de acrilico com os hemi-blocos embutidos foram levados ao aparelho de
ultra-som (THORNTON T7, 50 Watts), sob dgua deionizada durante dois minutos. Ao final
do polimento, foi utilizado no ultra-som uma solu¢do detergente (ULTRAMET® SONIC
CLEANING SOLUTIAN n75-500-032 BUEHLER®) diluida na propor¢do 20:1, em dgua
deionizada. Os hemi-blocos embutidos nas bases acrilicas foram levadas ao
microdurdmetro Future Tech para determina¢do da microdureza do esmalte seccionado. As
impresssdes foram realizadas a distancias de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 120, 140, 160,
180, 200 e 300 um da superficie externa do esmalte, sendo 14 impressdes na regido central
do bloco dental (posicdo A) e 14 impressdes 100 pm a esquerda (posicdo B) e a direita
(posicao C) desta regido (Figura 3). As endentagdes foram feitas com uma ponta

diamantada tipo Knoop, carga estatica de 25 g durante 5 segundos (Cury et al., 2000).
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Figura 3 - Diagrama de um corpo de prova mostrando como foi secccionado o bloco dental

(1), as impressoes realizadas no bloco (II) e suas disposi¢des (III).

As médias das durezas nas trés posi¢cdes de cada hemi bloco a cada distancia da
superficie do esmalte foram calculadas. A drea de perda de dureza (AS) foi calculada por
integracdo numérica usando a regra trapezoidal pela diferenca entre a drea sob a curva
(kg/mm2 x um) dos valores de dureza do esmalte higido subtraido da drea abaixo da curva

dos valores de dureza do esmalte desmineralizado (Ana et al., 2012)

4.10 Analise Estatistica

Foi utilizada andlise de variancia para os grupos de tratamentos testados, e teste
de Tukey, quando o efeito foi significativo, para comparacdo entre os 4 grupos. Os
voluntarios foram incluidos como fonte de variac@o (blocos estatisticos), para eliminar sua
variacdo individual na estimacgdo do efeito dos tratamentos. Nos testes de pressuposi¢des da

andlise de varidncia, todas as varidveis necessitaram de transformacgdo. Assim, para as
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andlises de fons no fluido, a concentracao de Ca foi transformada em raiz quadrada, Pi em
log base 10 e F em raiz quadrada. Para os ions na parte sélida do biofilme sofreram as
seguintes transformacgdes: o Ca em log base 10, o P; em poténcia de -0,3 e o F em log base
10. Tanto para os dados obtidos na andlise da concentragdo de polissacarideos, quanto para
os dados da microbiota, todos foram transformados em log base 10. Para a varidvel % PDS
os dados foram transformados em raiz quadrada e o AS em log 10. Nao foi apontado
nenhum outlier. Todas as andlises foram feitas utilizando-se o programa SAS System 9.2

(SAS Institute Inc, Cary, NC, USA), com nivel de significancia de 5%.
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S. RESULTADOS

Concentracdo de Ca, P; e F no fluido do biofilme dental

Os resultados da tabela 1 mostram que para a concentracao de Ca no fluido do
biofilme houve diferenca estatistica entre o grupo controle € o grupo com intervalo de 90
minutos. Os grupos de intervalo de 15 e 45 minutos ndo se diferenciaram nem do grupo
controle nem do grupo de maior intervalo. Para as concentragdes do fon F e P; no fluido do

biofilme ndo houve diferenca estatistica entre os grupos de tratamentos testados.

Tabela 1. Médias, desvios padrdo e n da concentragdo de ion flior (F), célcio

(Ca) e fésforo (P;) no fluido do biofilme dental de acordo com os grupos de tratamentos.

Grupos de
Tratamentos F (uM) Ca (mM) P; (mM)
Controle 2,07 £0,78 A (8) 0,97 £0,79 A (8) 6,40 £ 1,85 A (8)

Sacarose 8 x /dia:

Intervalo 15 min 2,75+1,54 A(13) 2,00+1,54 AB (12) 8,69 +4,72 A (13)

Intervalo de 45 min 2,82+ 1,69 A(11) 1,99+ 1,36 AB (11) 9,24 +5,15 A (10)

Intervalo de 90 min 227 +2,15A (14) 324 +208B(13) 9,00 +5,58 A (14)

Tratamentos cujas médias sdo seguidas por letras distintas diferem estatisticamente

(p<0,05).

Concentracdo de Ca, P; e F na parte solida do biofilme dental
Os resultados da tabela 2 mostram que houve para a parte s6lida do biofilme
diferenca estatistica para a concentragcdo do fon fldor, cdlcio e fésforo entre o grupo

controle e os grupos de intervalos testados, mas nao houve diferenca entre eles.
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Tabela 2. Médias, desvios padrdo e n da concentragdo do fon fldor (F), célcio

(Ca) e fosforo (P;) na parte solida do biofilme dental de acordo com os grupos de

tratamentos.
Grupos de
Tratamentos F (nmol/g) Ca (pmol/g) P; (umol/g)
Controle 44,58 +£ 32,03 A (8) 82,06 £ 66,89 A (8) 45,49 40,08 A (8)

Sacarose 8 x /dia:

Intervalo de 15 min 12,32 £6,76 B (12) 8,96 +4,98 B (12) 8,67 +3,66 B (12)

Intervalo de 45 min 12,05 + 10,06 B (11) 7,48 +3,15B (11) 8,18 +3,72 B (11)

Intervalo de 90 min 15,99+ 16,17 B (14) 11,71 £ 10,53 B (14) 10,01 +4,27 B (14)

Tratamentos cujas médias sdo seguidas por letras distintas diferem estatisticamente

(p<0,05).

Concentracdo de polissacarideos do biofilme dental

Os resultados da tabela 3 apresentam as concentragdes de polissacarideos nos
biofilmes de acordo com os grupos de tratamentos. Para a concentra¢do de polissacarideos
extracelulares soluveis (PECS) houve diferenca estatistica entre os grupos de menor
intervalo, controle e para o grupo com intervalo de 15 minutos, e para o grupo de maior
intervalo de 90 minutos. A concentracdo de PECS foi maior para o grupo de intervalo de
exposicdo a sacarose a cada 90 min., a qual diferiu estatisticamente dos grupos controle e
do grupo de intervalo a cada 15 min. Com relag@o a concentra¢do de PECI, a diferenca foi
significativamente maior para todos os grupos de exposi¢do a sacarose a0 comparar com o
controle, mas eles ndo diferem entre si. Para PIC, foi encontrada maior concentragcdo para o
grupo de exposi¢do a sacrose a cada 90 min., o qual diferiu estatisticamente do grupo

controle, mas ndo em relacdo aos demais grupos de exposi¢cdo a sacarose.
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Tabela 3. Médias, desvios padrdo e n da concentracdo de polissacarideos (mg/g)
em funcdo dos grupos de intervalos de tempo testados entre as exposi¢Oes a sacarose € para

0 grupo controle.

Grupos de Concentracio de Polissacarideos (mg/g)
Tratamentos PECS* PECI* PIC*
Controle 2,80+3,17 A (8) 1,99 + 1,57 A (8) 1,35+ 1,24 A (8)

Sacarose 8 x /dia:

Intervalo de 15 min 4,65 +5,73AB (12) 10,21 + 11,07 B (12) 2,43 + 1,52 AB (12)

Intervalo de 45 min 6,97 £5,60 BC (12) 18,22 +14,72B (11) 4,01 +£3,35 AB (12)

Intervalo de 90 min 9,87 +£6,36 C (13) 17,46 +10,93B (13) 5,69 +5,75B (13)

*PECS = Polissacarideo Extracelular Solavel; PECI = Polissacarideo Extracelular

Insolivel; PIC = Polissacarideo Intracelular
Tratamentos cujas médias sdo seguidas por letras distintas diferem estatisticamente

(p<0,05).

Andlise microbiologica do biofilme dental

Os resultados da tabela 4 mostram que s6 houve diferenca significativa na
contagem de lactobacilos entre o grupo controle e 0s grupos expostos a sacarose, mas nao
houve diferencas em relacdo aos intervalos testados. Quanto aos demais microrganismos
analisados nao houve diferencga estatistisca entre os grupos de intervalo, nem destes para o

grupo controle.
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Tabela 4. Médias, desvios padrdo e n da contagem (UFC/mg de peso imido de biofilme) de microrganismos totais,

estreptococos do grupo mutans, lactobacilos e Actinomyces viscosus em fungdo dos grupos de tratamentos testados.

Grupos de Contagem de microrganismos (UFC/mg de peso iimido de biofilme)
Tratamentos Totais (X108) Mutans (X102) Lactobacilos (X104) Actinomyces (x103)
Controle 1,85 £2,29 A (8) 1,48 £2,21 A (8) 0,036 0,101 A (8) 22,5 +63,6 A (8)

Sacarose 8 x /dia:

Intervalo 15 min 1,00 £ 1,05 A (12) 4,01 +7,53 A (12) 71,7 +210B (12) 68,8 =149 A (12)
Intervalo 45 min 1,20 £2,02 A (12) 10,2 +£29,1 A (12) 592 £ 1430 B (12) 144 £ 356 A (12)
Intervalo 90 min 1,28 £2,54 A (13) 3950 £ 12900 A (13) 21,8 25,2 B (13) 7,26 £26,2 A (13)

Tratamentos cujas médias sdo seguidas por letras distintas diferem estatisticamente (p<0,05).
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Desmineralizacdo do esmalte

A maior desmineralizag¢do da superficie do esmalte foi encontrada para o grupo
de exposicdo a sacarose com intervalo de 90 min., o qual diferiu estatisticamente do grupo
controle e do grupo de exposi¢do a cada 15 min. (Tabela 5). Todos os grupos expostos a
sacarose diferiram estatisticamente do controle (p < 0,05). Com relagdo a drea da lesdo de
carie (AS) a maior desmineralizacdo também foi observada para o grupo exposto a sacarose
a cada 90 min., o qual do mesmo modo diferiu estatisticamente ( p < 0,05) do grupo
controle e do grupo de menor intervalo exposto a sacarose entretanto, o grupo de intervalo

de exposicdo a sacarose a cada 15 min. ndo diferiu estatisticamente (p > 0,05) do controle

(Tabela 5).

Tabela 5. Médias, desvios padrdo e n da porcentagem de perda de dureza de
superficie (% PDS) e éarea da lesdo de cérie (AS) em funcdo dos grupos de tratamentos

testados.

Desmineralizacao do esmalte

Grupos de Delta S
Tratamentos % PDS (kg/mm?” x pum)
Controle -54+3,6 A(15) 1669,9 +879,9 A (15)

Sacarose 8 x /dia:

Intervalo 15 min  -37,2+25,1 B(15) 2716,8 +1510,2 A (15)

Intervalo 45 min  -56,5£23,3C(13) 5232,3 +3024,1 B (13)

Intervalo 90 min  -71,1 £ 12,7 C (14) 7388,9 +3184,6 B (14)

Tratamentos cujas médias sdo seguidas por letras distintas diferem estatisticamente

(p<0,05).
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6. DISCUSSAO

A importancia da frequéncia de exposi¢ao a sacarose e da sua concentracdo na
desmineralizacdo do esmalte tem sido comprovada experimentalmente (Cury et al., 1997,
2000, 2001; Aires et al., 2006; Ccahauna-Vasquez et al. 2007). Também o efeito entre a
concentracdo e frequéncia de exposicdo a sacarose na composi¢do do biofilme tem sido
estudada, dando contribuicio para o entendimento de maior cariogenicidade da sacarose em
comparagdo com os demais carboidratos da dieta (Cury et al., 2000; Tenuta et al,. 2006a;
Tenuta et al., 2006b; Ribeiro et al., 2005; Aires et al., 2008; De Mazer Papa et al., 2010).
Entretanto, a importincia dos intervalos de tempo entre as exposi¢Oes a sacarose na
composi¢do do biofilme dental e na desmineralizagcdo do esmalte ainda ndo havia sido
extensivamente estudada.

Os dados do presente trabalho mostram claramente que o intervalo de tempo
entre as exposi¢coes didrias a sacarose € relevante em termos da desmineralizagdo provocada
no esmalte. Uma maior desmineralizagdo, seja considerando a perda de dureza de superficie
como a drea de lesdo de cdrie, foi observada quanto maior o intervalo de tempo entre as oito
exposicoes didrias a sacarose (Tabela 5), havendo diferenca estatistica entre a exposi¢ao a
cada 90 minutos comparada com 15 minutos. Essa associacdo entre intervalos maiores de
tempo de exposi¢do a sacarose € desmineralizagdo do esmalte poderia ter sido melhor
explorada estaticamente através de andlise de regressdo, do que o teste de comparagdes
multiplas entre tratamentos ora realizados.

Os resultados do presente trabalho usando modelo in situ de longa duragdao
estdo de acordo com resultados obtidos com ratos (Bowen et al., 1983) e in situ com
modelo de placa-teste (Kashket and Yaskell, 1992b), os quais mostraram que um menor
tempo de intervalo entre as exposi¢des didrias da sacarose seria menos cariogénico que se
ela fosse consumida na mesma frequéncia, porém em intervalos maiores.

Esses resultados podem ser explicados com relacao a composicao do biofilme,
o desequilibrio entre periodos de des- e remineralizacdo do esmalte e fisico-quimicamente
pelo grau de saturacdo de Ca e P; do fluido do biofilme, inibindo a desmineralizacdo

mesmo estando o biofilme sob baixo pH. Quando o biofilme € exposto a agucar, ha
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producdo de dcidos e dissolu¢do de minerais do dente para o biofilme. O pH e
concentracdes de Ca e Pi no fluido do biofilme determinam a saturacio desse fluido em
relagdo aos minerais do dente. Portanto com a queda de pH o meio torna-se subsaturado em
relacdo aos fons Ca e P; devido a alta concentracdo hidrogeniOnica e assim ocorre a
desmineralizacio do esmalte. Com o aumento de Ca e P;, o meio tende a ficar
supersaturado em relagdo a estes fons minerais e assim mesmo estando o pH abaixo do
nivel critico a perda de mineral pelo esmalte € paralisada, pois a reacdo tende a ocorrer no
sentido de precipitagcdo no sélido.

Os dados do presente trabalho ndo mostraram diferencas entre a composi¢ao
microbiolégica do biofilme dental e os diferentes intervalos de tempo testados entre as
exposi¢coes a sacarose (Tabela 4), contrariando os dados encontrados em ratos (Bowen et
al., 1983). A diferenca do presente trabalho e em ratos € que avaliamos o efeito na
microbiota natural da cavidade bucal de humanos enquanto em ratos foi avaliado o grau de
infeccdo por bactéria do grupo mutans inoculada na boca dos animais. Assim, € possivel
que os intervalos de tempo de exposicdo a sacarose nao interfiram com a formacdo de uma
microbiota mais complexa que € aquela formada nos biofilmes dentais em compara¢do com
mono-espécie de mutans testado em ratos. Por outro lado, o presente trabalho confirma
nossos resultados anteriores mostrando que sacarose provoca desequilibrio de microbiota
do biofilme formado com aumento de lactobacilos (Aires et al., 2005; Ribeiro et al., 2005;
Tenuta et al., 2006a; Vale et al., 2007; Ccahuana-Véasquez et al., 2007). Lactobacilos e
bactérias do grupo mutans sdo selecionadas no biofilme por serem acidiricas e
sobreviverem melhor em pH 4cido que outras espécies bacterianas do biofilme. O intervalo
de tempo entre as exposi¢des didrias a sacarose poderia contribuir para mudar a microbiota
considerando que quando o biofilme foi exposto a sacarose 8x/dia em intervalos de 15
minutos o pH hipoteticamente ficou baixo por 2 h porque quando ele comegou novamente a
se elevar foi feita outra exposicdo a sacarose. Ao contrdrio, quando o biofilme € exposto
8x/dia, mas a intervalos de 90 minutos o pH fica baixo por um maior periodo de tempo
considerando a curva de Stephan que demora 30 minutos para voltar ao normal (8 x 30 =

240 minutos = 4 horas). Entretanto parece que a frequéncia de exposicao a sacarose € mais
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importante que o intervalo de tempo entre as mesmas exposi¢des para a formacdo de um
biofilme dental cariogénico.

Entretanto, os dados do presente trabalho mostram que diferentes intervalos de
tempo para uma mesma frequéncia de exposi¢do a sacarose mudam a composi¢do do
biofilme em termos de polissacarideos (Tabela 3). Assim, hd uma tendéncia para maior
concentragdo de PECS, PECI e PIC quanto maior o intervalo de tempo para as mesmas
frequéncias de exposicao a sacarose. Do ponto de vista estatistico, o grupo de exposi¢ao ao
maior intervalo de tempo (90 min.) foi o tUnico que diferiu do controle, assim como ele
diferiu do grupo de menor intervalo quanto a PECS e PIC. Tanto os polissacarideos
extracelulares (Russel, 2009) como os intracelulares (Tanzer et al., 1976) sdo considerados
fatores de viruléncia dos biofilmes cariogénicos e os dados do presente trabalho mostram
que um maior intervalo entre as exposicdes didrias a sacarose pode contribuir para formar
um biofilme mais cariogénico, mudando a matriz do biofilme e intracelulramente as
bactérias em termos de polissacarideos extra e intracelulares, respectivamente. Enquanto
os PEC sdo produzidos exclusivamente a partir da sacarose, os PIC sdo produzidos
intracelularmente quando qualquer agucar fermentdvel em excesso (fartura) é fornecido
para as bactérias do biofilme dental. Assim o intervalo de exposicdo a outros agucares da
dieta, como glicose e frutose, deve ser considerado na cariogenicidade do biofilme dental
quanto a formagdo de PIC dada sua importancia no desenvolvimento da cérie dentdria
(Tanzer et al., 1976).

Com relacdo a concentracdo de Ca, Pi e F nos biofilmes, o grau de saturacio
desses minerais no fluido dos biofilmes determinam se o esmalte vai sofrer ou ndo
desmineralizacdo quando o pH abaixa apds a exposi¢cdo a agucar. Os dados do presente
trabalho ndo mostram diferencas entre os intervalos de exposicdo a sacarose € as
concentragdes desses com fons, seja no fluido ou parte sélida dos biofilmes (Tabelas 1 e 2).
A nio diferenca entre os intervalos de tempo de exposi¢c@o a sacarose para as concentracoes
de Ca no fluido do biofilme podem ser explicadas pelo fato que os biofilmes foram
coletados aproximadamente depois de 20, 17 e 13 horas da ultima exposi¢do a sacarose,
respectivamente para os grupos de intervalo a cada 15, 45 e 90 minutos. Se os biofilmes

tivessem sido coletados imediatamente apds a ultima exposi¢@o a sacarose para cada grupo,
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provavelmente seriam encontradas diferengas, pois o grupo de intervalo de 90 minutos foi o
unico que diferenciou estatisticamente do controle (Tabela 3). Por outro lado, os dados do
presente trabalho mostrando menores concentracdes de Ca, Pi e F na parte sélida dos
biofilmes expostos a sacarose em comparagdo ao controle confirmam nossos estudos
prévios (Ccahuana-Vasquez et al., 2007).

Em resumo, o presente trabalho comprova em condi¢gdes proximas in vivo que
um intervalo de tempo menor entre frequéncias de exposicdo a sacarose deve ser
considerado na cariogenicidade de acicares. A maior desmineralizacio do esmalte
observada quanto maior o intervalo de exposi¢cdo as frequéncias didrias a sacarose também
mudou a composicdo do biofilme quanto aos polissacarideos extracelulares e intracelular,
explicando parcialmente os resultados obtidos. Entretanto os dados do presente trabalho
nao permitiram explicar se o efeito do menor intervalo de tempo entre as exposi¢oes didrias
a sacarose na menor desmineralizacdo do esmalte € devido ao maior periodo de tempo que
o esmalte ficou em condi¢des remineralizantes, como sugerido por Bowen et al. (1983), ou
devido ao grau de saturacdo do fluido do biofilme, como sugerido por Kashket e Yaskell
(1992b) quando apds a primeira exposi¢do se atingiria no fluido do biofilme uma
concentracdo supersaturada que evitaria a desmineralizacdo do esmalte quando das
exposicoes subsequentes em curtos periodos de tempo.

Em conclusdo, dada uma alta freqiiéncia de exposicao didria a agucar (8x/dia),
intervalos de consumo mais curtos (15 min) s3o menos cariogénicos do que intervalos

longos (90 min).
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7. CONCLUSAO

Conclui-se que o intervalo de tempo entre as exposi¢Oes didrias a sacarose
deve ser considerado em orientacdes dietéticas, pois em condi¢cdo de alta freqiiéncia de
exposicdo a esse agucar, intervalo mais longo mudou a composicdo do biofilme dental

formado e provocou maior desmineralizagdo do esmalte.
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Anexos

ANEXO 1-PARECER DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

2 COMITE DE ETICA EM PESQUISA
=5 FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA
O UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

CERTIFICADO

O Comité de Etica em Pesquisa da FOP-UNICAMP certifica que o projeto de pesquisa "Efeito dos intervalos de
exposicdo a sacarose na desmineralizacdo do esmalte e na composicdo do biofilme dental”, protocolo n©
194/2009, dos pesquisadores Jaime Aparecido Cury, Livia Helena Terra e Souza e Livia Maria Andalé Tenuta, satisfaz as
exigéncias do Conselho Nacional de Salde - Ministério da Salde para as pesquisas em seres humanos e foi aprovado por

este comité em 19/02/2010.

The Ethics Committee in Research of the School of Dentistry of Piracicaba - State University of Campinas, certify that the
project "Effect of intervals of sucrose exposure on enamel desmineralization and dental biofilm composition”,
register number 194/2009, of Jaime Aparecido Cury, Livia Helena Terra e Souza and Livia Maria Andalé Tenuta, comply with
the recommendations of the National Health Council - Ministry of Health of Brazil for research in human subjects and
therefore was approved by this committee at 02/19/2010. o

( ~= 1
Prof. Dr. Pablo Agustin Vargas Prof. Dr. Jacks Jorge Junior
Secretario Coordenador
CEP/FOP/UNICAMP CEP/FOP/UNICAMP

Nota: O titulo do protocolo aparece como fornecido peios pesquisadores, sem qualquer edigao.
Notice: The title of the project appears as provided by the authors, without editing.
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

&"’A UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
e

¥

UNICAMP

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Esta pesquisa intitulada “Efeito dos intervalos detempo entre as exposicdo a sacarose na desmineralizacdo do esmalte e na composicdo
do biofilme dental” tem como responsdvel o Prof. Jaime Aparecido Cury e a aluna de mestrado Livia Helena Terra e Souza que o
convidam para participar da mesma apés a apresentacdo do TCLE.

Justificativa para a realizacio da pesquisa

O intervalo de exposicdo a agticar deve ser considerado na discussio do efeito da dieta no desenvolvimento de cdrie, sendo necessdria a
realizagdo de estudos que possam esclarecer qual o efeito dos intervalos de exposi¢do a sacarose na desmineralizacdo do esmalte e na
composicio do biofilme dental. Assim, recomendagdes dietéticas e acdes preventivas e terapéuticas poderdo ser estabelecidas para o
melhor controle da cdrie dental.

Objetivo da Pesquisa
Avaliar “in situ” o efeito do intervalo de exposigdo a sacarose na desmineralizagdo do esmalte dental, por meio de analises bioquimicas,
microbioldgicas, de microdureza.

Procedimentos

Serd realizado um estudo in situ, cruzado e boca-dividida, com 4 fases experimentais, do qual participardo voluntdrios adultos. Os
mesmos utilizardo dispositivo intra-bucal contendo blocos de esmalte pré-selecionados pela dureza de superficie, sendo 2 blocos de
esmalte permanente de um lado e 2 de esmalte permanente do outro lado. Os voluntdrios serdo casualizados em 4 grupos de tratamento:
Tratamento 1: Nio serd utilizada sacarose (controle);

Tratamento 2: Exposicdo a sacarose 20%, 8 vezes ao dia com intervalos de 15 minutos entre as exposigoes.

Tratamento 3: Exposigdo a sacarose 20%, 8 vezes ao dia com intervalos de 45 minutos entre as exposigoes;

Tratamento 4: Exposicdo a sacarose 20%, 8 vezes ao dia com intervalos de 90 minutos entre as exposi¢des

Os voluntdrios serdo orientados a utilizar o dispositivo diariamente, inclusive para dormir e solugido de sacarose a 20% serd gotejada
extra oralmente sobre todos os blocos 8 x/dia. A higienizac@o serd realizada com dentifricio ndo fluoretado durante o experimento e nos
periodos de lead-in e wash-out. Ao final de cada fase, serd feita a coleta do biofilme formado sobre os blocos para avaliacido
microbiolégica e bioquimica. Para avaliacdo da perda mineral sera determinada a dureza de superficie apds o tratamento, assim como a
do esmalte seccionado transversalmente.

Possibilidade de inclusdo em grupo controle ou placebo
Durante o periodo experimental, os voluntdrios fardo uso de dentifricio ndo fluoretado.

Métodos alternativos para a obtencdo da informacio ou tratamento

A pesquisa se propde a estudar a composi¢do microbiolégica e o fluido do biofilme dental formado in sifu na presenga de sacarose. Este
tipo de estudo tem se mostrado vélido para a andlise de propriedades do biofilme dental, bem como para o estudo da desmineralizacao do
esmalte. O acimulo de grande quantidade de placa dental, necessdria para a extracdo do fluido da placa a ser analisado, associado a
exposicdo a carboidratos fermentdveis, exige a utilizacdo de um estudo in situ, para propria prote¢do dos voluntdrios. Ou seja, ndo ha
métodos alternativos.

Descricao critica dos desconfortos e riscos previsiveis

Uma discreta halitose poderd ser observada durante o periodo experimental, eliminada por uma higiene bucal adequada. O uso das
solugdes de sacarose a 20% serd apenas em gotas sobre os blocos de esmalte, ndo implicando em qualquer risco de aumento de cdrie
dental. O dispositivo intra-bucal pode causar um leve desconforto, que é, entretanto, semelhante ao desconforto causado por um aparelho
ortodontico mével. O uso de dentifricio ndo fluoretado ndo traz risco aos voluntdrios pois estes realizardo a higiene dos seus dentes
normalmente, 3 vezes ao dia. Durante todo o periodo da pesquisa, acompanhamentos semanais serdo realizados, para verificar as
condigdes do aparelho e da saide bucal dos voluntarios.

Descricdo dos beneficios e vantagens diretas ao voluntario

Nido hé beneficios diretos para os sujeitos da pesquisa, entretanto considerando a prevaléncia de cdrie ainda observada atualmente,
principalmente em grupos vulnerdveis, justifica-se a realizacdo de mais estudos para que efeitos ainda ndo conhecidos que interferem
nesse processo possam ser investigados, buscando uma solu¢do para a doenga. Como jd descrito na Justificativa, este trabalho trard
resultados inéditos com relagdo a microbiologia e bioquimica de formacdo da cdrie, particularmente no estudo do biofilme dental
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formado na presenca de sacarose (mais cariogénico). Assim, os beneficios advindos da pesquisa estdo intimamente relacionados a busca
de conhecimentos para entender mais profundamente o processo de cdrie, visando sua prevencao.

Forma de acompanhamento e assisténcia ao sujeito
Os pesquisadores envolvidos na pesquisa estardo a disposicdo dos voluntdrios para ajuste no aparelho intra-bucal a fim de minimizar
qualquer desconforto, bem como para sanar quaisquer duvidas.

Forma de contato com os pesquisadores e com o CEP
O voluntdrio poderd encontrar os professores em suas salas ou ainda no Laboratério de Bioquimica. Também estdo disponiveis os
seguintes telefones: 19 2106-5303 (Laboratério de Bioquimica) 19-2106-5302 (Sala do Prof. Jaime).

Garantia de esclarecimento

O voluntdrio receberd resposta ou esclarecimento de qualquer divida quanto aos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos
relacionados a pesquisa. Além disso, os pesquisadores assumem o compromisso de proporcionar informagao atualizada obtida durante o
estudo, ainda que esta possa afetar a vontade do individuo em continuar participando. Qualquer divida ou problema com o dispositivo
intrabucal, o voluntdrio deverd comunicar aos pesquisadores responsaveis com a maior brevidade possivel.

Garantia de recusa a participacio ou de saida da pesquisa
A decisdo de fazer parte desta pesquisa é voluntdria. O voluntdrio pode escolher se quer ou nao participar, assim como poderd desistir de
participar qualquer momento, sem qualquer puni¢do ou prejuizo, inclusive do ponto de vista académico.

Garantia de sigilo
Os pesquisadores asseguram a privacidade quanto aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa.

Garantia de ressarcimento
Niao haverd despesas previstas aos voluntdrios causadas pela pesquisa, mas caso haja, os voluntdrios serdo ressarcidos, pelos
pesquisadores, de eventuais despesas com o transporte alimentacdo para a retirada das amostras de biofilme contidas nos dispositivos.

Formas de indenizacdo e/ou reparac¢io de danos
Nado hd danos previsiveis decorrentes desta pesquisa. Entretanto, eventuais danos resultantes da participac@o na pesquisa sdo passiveis de
reparagdo, mesmo que nao previstos.

Garantia de entrega da copia
O voluntdrio recebera uma copia deste documento.

SUA ASSINATURA INDICA QUE VOCE LEU E ENTENDEU TODAS AS INFOMACOES ACIMA E QUE DECIDIU
PARTICIPAR DA PESQUISA COMO VOLUNTARIO.

Nome do voluntério Assinatura do voluntério

Assinatura do pesquisador

Documento identidade:

ATENCAO: A SUA PARTICIPACAO EM QUALQUER TIPO DE PESQUISA E VOLUNTARIA. EM CASO DE DUVIDA QUANTO
AOS SEUS DIREITOS, ESCREVA PARA O COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA FOP-UNICAMP.

Endereco: Av Limeira, 901 CEP — FOP, CEP 13.414-903 Piracicaba, SP. Fone: 19-2106-5349. e-mail: cep@fop.unicamp.br ; website:
www.fop.unicamp.br/cep
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ANEXO 3 - INSTRUCOES AOS VOLUNTARIOS
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HNIEAMP  FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA
INSTRUCOES AOS VOLUNTARIOS

OrientacoOes gerais

O aparelho intrabucal deve ser utilizado durante todo o dia e a noite, sendo removido da boca
apenas durante as refeicbes ou quando vocé for comer ou beber alguma coisa.

2. Quando estiver fora da boca, em nenhum momento o aparelho deve ser deixado a seco.
Guarde-o no porta-aparelho, com uma gaze umedecida em agua.

3. Procure evitar que o dispositivo fique fora da boca por um periodo prolongado, restringindo-se
ao tempo necessario para a alimentagao.

4. Utilize apenas o(s) dentifricio(s) fornecido(s).

5. Realize a higiene bucal normalmente

6. Nao utilize produtos para bochecho ou outros agentes tépicos de qualquer natureza na
cavidade bucal durante a fase experimental.

7. Nao beba cha preto e cha verde durante o experimento, pois eles contém grande quantidade
de flaor.

8. Quando o dentifricio (creme dental) estiver acabando, entre em contato com o pesquisador
responsavel para que seja reposta.

Uso do dispositivo intrabucal

1. Seu aparelho possui 4 blocos dentais.

2. O gotejamento da solugdo de sacarose devera ser realizada 8 vezes ao dia, respeitando
estritamente os intervalos de 15, 45 ou 90 min., de acordo com a fase experimental. Os
horarios de gotejamento estdo marcados na tampa do porta-aparelho.

3. A sacarose deve estar a temperatura ambiente.Para gotejar a solu¢do de sacarose, remova o
aparelho da boca, seque com gaze a regido da tela e goteje uma gota da solugcdo sobre cada
bloco, evitando tocar a ponta do conta-gotas no dispositivo para ndo contaminar a solugao.

4. Aguarde 5 minutos e entao recoloque o aparelho na boca.
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5. Se acordar tarde e precisar alterar os horarios de gotejamento, ndo ha problema. Inicie os
gotejamentos mais tarde, mas matenha os intervalos e o total de 8 exposicoes!
6. O objetivo é que ocorra formacao de grande quantidade de biofilme (biofilmebacteriana)

sob a tela plastica; nao tente remover o biofilme!

Escovacao:
1. Utilize somente creme dental fornecido.

2. Realize a escovagédo dos dentes 3 vezes ao dia (nem mais , nem menos) apos as principais
refeicbes: apos o café (entre 7:00 e 7:30h), apds o almoco (13:00h) e apds o jantar (entre
20:00 e 21:00h).

Modo de escovacgéo:

Retire o aparelho da boca.
— Escove seus dentes e enxaglie a boca do modo como esta habituado.

— Coloque mais creme dental na escova e escove o dispositivo, iniciando pela parte que

entra em contato com o palato.

— Vire o dispositivo e escove a regido entre os blocos e em torno da tela. Ndo escove sobre a
tela plastica para ndo remover o biofilme que esta se formando sob a tela. Apenas passe a
espuma do creme dental sobre a tela, com a lateral da escova de dente.

— Enxague o dispositivo, tomando cuidado para que os jatos de agua da torneira nao atinjam

a tela plastica de forma direta, o que pode deslocar o biofilme.

A solucao devera ser trocada as segundas, quartas e sextas-feiras. Nestes dias da
semana, solicitamos a gentileza de retirar a solucdo de sacarose no laboratério de

Bioquimica Oral.

Qualquer duvida ou problema entre em contato pelos telefones:
2106-5303 — Laboratério de Bioquimica
2106-5393 — Sala profa. Livia
2106-5294 — Sala profa. Altair
2106-5302 — Sala profa. Jaime
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