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RESUMO

Subprodutos da hidrélise do amido, de diferentes equivalente de dextrose (ED), que é
uma medida do seu poder redutor, tém sido largamente utilizados pela industria de
alimentos devido as suas propriedades. Embora o amido seja considerado ndo cariogénico
ou levemente cariogénico, os hidrolisados de amido sdo capazes de levar a uma
substancial queda no pH do biofilme dental, sugerindo desta forma um potencial
cariogénico. No entanto, nenhum estudo comparou o efeito de hidrolisados de amido de
diferentes EDs na desmineralizacdao dental. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito de hidrolisados de amido de diferentes EDs na desmineralizacdo do esmalte e
dentina in situ, assim como na acidogenicidade do biofilme dental formado in vivo e in
situ. O estudo in vivo teve delineamento cruzado, com 6 fases experimentais e 12
voluntdrios. Os voluntdrios interromperam a higiene nos dentes posteriores por 3 dias,
enquanto realizaram 5 bochechos didrios com um dos seguintes tratamentos: agua
purificada (controle negativo); sacarose; glicose; hidrolisado de amido ED 5; hidrolisado de
amido ED 20; hidrolisado de amido ED 40. As solucdes de tratamento foram preparadas na
concentragao de 20%. No quarto dia de cada fase, o pH do biofilme dental formado in vivo
foi avaliado no tempo zero (baseline) e apds 5, 15, 30 e 60 min da realizacdo de bochecho
com a respectiva solucdo de tratamento. O experimento in situ teve delineamento
cruzado e boca-dividida quanto aos tratamentos e foi conduzido em 3 fases experimentais
de 14 dias. Quatorze voluntdrios adultos usaram dispositivo palatino contendo 8 blocos
dentais, sendo 2 blocos de esmalte e 2 blocos de dentina de cada lado do dispositivo. Os
voluntarios foram submetidos aos seguintes tratamentos: dgua purificada (controle
negativo), amido 2%, sacarose 10%, hidrolisado de amido ED 5 10%, hidrolisado de amido
ED 20 10% e hidrolisado de amido ED 40 10%. As solucbes foram extra-oralmente
gotejadas sobre os blocos 8 x/dia. No 15° dia, a acidogenicidade do biofilme foi
determinada (no tempo zero e 5 min apds exposicdo as respectivas solu¢des daquela fase)

e os blocos dentais foram coletados para analise da dureza de superficie e do bloco



seccionado longitudinalmente. No experimento in vivo, todos os tratamentos, com
excecdo da dgua, causaram significativa queda de pH apds 5 minutos de bochecho, sem
diferenga estatistica entre os hidrolisado de amido. Aos 30 min, ndo foram encontradas
diferencas estatisticas entre os tratamentos contendo carboidratos, os quais alcangaram
os niveis basais aos 60 min. No experimento in situ, todos os hidrolisados de amido
levaram a quedas no pH do biofilme. Quanto a perda mineral, os hidrolisados de ED 20 e
40 causaram perdas significativamente maiores que os grupos dgua e amido, tanto em
esmalte quanto em dentina, no entanto menores que as da sacarose. Concluindo, os
hidrolisado de amido sdo capazes de induzir desmineralizacdo dental em esmalte e

dentina, efeito este que depende do seu equivalente de dextrose.

Palavras-chave: cérie dentaria, placa dentaria, carie radicular.
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ABSTRACT

Byproducts of starch hydrolysis, with different dextrose equivalent (DE) numbers, which is
a measure of its reducing power, have been widely employed by food industry due to
their properties. Even though starch is considered non or slightly cariogenic, starch
hydrolysates are able to lead to a substantial drop in the biofilm pH, suggesting a
cariogenic potential. However, no study compared the effect of starch hydrolysates with
different DEs on dental demineralization. Thus, the objective of this work was to evaluate
the effect of starch hydrolysates with different DEs on enamel and dentin
demineralization in situ, as well as the acidogenicity of dental biofilm formed in vivo and in
situ. The in vivo study had a crossover design, with 6 experimental phases and 12
volunteers. The volunteers refrained from oral hygiene of the posterior teeth for 3 days,
while rinsed 5 x/day with one of the following treatments: purified water (negative
control); sucrose , glucose, starch hydrolysate DE 5, starch hydrolysate DE 20, starch
hydrolysate DE 40. The solutions were prepared at 20%. On the 4" day of each phase, the
pH of the biofilm formed in vivo was evaluated at time zero (baseline) and after 5, 15, 30
and 60 min of the rinsing with the respective treatment solution. The in situ experiment
had a crossover and split-mouth design, regarding the treatments, and was carried out in
3 experimental phases of 14 days. Fourteen volunteers wore a palatal device containing 8
dental slabs, 2 enamel and 2 dentine slabs on each side of the device. The volunteers were
submitted to the following treatments: purified water (negative control), 2% starch, 10%
sucrose, 10% starch hydrolysate DE 5, 10% starch hydrolysate DE 20 and 10% starch
hydrolysate DE 40. The solutions were extra-orally dripped over the slabs 8 x/day. On the
155 day, the biofilm acidogenicity was measured (baseline and 5 min after exposure to
the respective solutions of that phase) and the dental slabs were collected for
determination of surface and cross-sectional hardness. In the in vivo experiment, all
treatments, except water, caused significant pH drops 5 min after rinsing, with no

statistical difference among the starch hydrolysates. At 30 min, no statistically significant
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differences were found among the carbohydrate-containing treatments, which reached
baseline pH values at 60 min. In the in situ experiment, all starch hydrolysates lowered the
biofilm pH. Regarding mineral loss, the starch hydrolysates DEs 20 and 40 caused
significantly higher losses than water and starch, either to enamel or dentine, however
lower than sucrose. In conclusion, the starch hydrolysates are capable of inducing enamel

and dentine demineralization, which depends on their dextrose equivalent.

Key-words: dental caries, dental plaque, root caries.
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1. INTRODUGAO

O amido é o principal carboidrato na dieta humana e durante o preparo dos
alimentos, a sua molécula pode sofrer alteracdes pelo calor e forca mecanica, o que
permitiria maior acdo da a-amilase salivar, iniciando a digestdo deste carboidrato ainda na
cavidade oral e disponibilizando moléculas menores para a metabolizagdo pelos
microrganismos do biofilme dental (Grenby, 1997; Lingstrom et al., 2000; Ettinger, 2005).
Em relacdo a cdrie dental, o amido é considerado ndo-cariogénico para esmalte (Firestone
et al., 1982; Ribeiro et al., 2005; Thurnheer et al., 2008) ou levemente cariogénico para
dentina (Lingstrom et al., 1994; Aires et al., 2008) quando consumido como a Unica fonte
de carboidrato da dieta. Por outro lado, Grenby (1997) relatou aumento do risco de cérie
no individuo quando o amido consumido sofreu algum tipo de processamento, como

cozimento.

Os hidrolisados de amido, como as maltodextrinas e xaropes de glicose, resultam
da hidrélise enzimatica ou acida do amido (Moynihan, 1998; Moore et al., 2005), processo
gue pode ser controlado, permitindo prever a proporcao de glicose (dextrose), maltose,
maltotriose, oligossacarideos e polissacarideos no produto final (Grenby & Mistry, 2000).
Desta forma, o equivalente de dextrose (ED) destes produtos é a medida de seu poder
redutor, usado para distinguir entre os diferentes hidrolisados gerados. Entretanto, ndo ha
ainda um consenso quanto a classificacdao dos produtos da hidrélise do amido; Kearsley &
Dziedzic (1995) denominam de maltodextrinas os hidrolisados de ED inferior a 20, xarope
de glicose aqueles de ED entre 20 e 75 e simplesmente hidrolisados de amido aqueles com
ED superiores a 75. Jd4 na Legislacdo Brasileira de alimentos, maltodextrina é uma
subclassificacdo de oligossacarideos com grau de polimerizacdo maior que 10 (Henriques,

2007).

Hidrolisados de amido de diferentes EDs tém sido largamente utilizados pela

industria de alimentos, devido as diferentes caracteristicas que estes produtos adquirem



com o processo. Eles inibem a cristalizagao, controlando o ponto de congelamento, agem
na viscosidade, consisténcia, estabilidade e volume, facilitam a reconstituicdo de
alimentos desidratados (Levine, 1998, Moore et al., 2005) e servem de substitutos das
gorduras (Cummings & Stephen, 2007). Ndo sdo utilizados como adocgantes, pois sdo
virtualmente insipidos e inodoros, mas podem ser utilizados no incremento calérico de
alimentos, sem alteracdo das caracteristicas sensoriais (Levine, 1998). Podem fazer parte
de alimentos, como por exemplo, férmulas infantis, bebidas esportivas, refrigerantes,
sobremesas, suplementos para condi¢des especiais, como diabetes, desnutri¢dao, entre

outros (Moynihan, 1998, Cummings & Stephen, 2007).

A acidogenicidade de hidrolisados de amido de forma isolada ou presente em
alimentos tem sido relatada (Abelson, 1989; Moynihan et al., 1996a; Moynihan et al.,
1996b; Al-Khatib et al., 2001) e foi observado que estes produtos podem ser
metabolizados no biofilme dental, levando a quedas de pH. Em relacdo a carie dental,
trabalho prévio (Papa et al., 2010) mostrou que férmula infantil a base de soja contendo
apenas hidrolisado de amido como fonte de carboidrato levou a significativa
desmineralizacdo do esmalte dental deciduo, assim como resultou em queda de pH do
biofiime semelhante aquela do grupo controle positivo (sacarose). No entanto, o
hidrolisado de amido presente ndo estava identificado quanto ao seu ED e a fédrmula
infantil avaliada continha varios outros ingredientes, os quais poderiam interferir nos
resultados obtidos. Em acréscimo, considerando a maior expectativa de vida da populagdo
e também um maior numero de dentes e superficies de dentina radicular expostas na
cavidade bucal destes individuos (Jones, 1995; Curzon & Preston, 2004), torna-se
importante também avaliar a acdo dos hidrolisados em dentina, substrato dental com
mineral mais soluvel que o do esmalte e desta forma mais susceptivel a desmineralizacdo
(Hoppenbrouwers et al., 1987). Assim, o presente estudo tem como objetivo avaliar a
cariogenicidade de hidrolisados de amido de diferentes EDs na desmineralizagdo do
esmalte e dentina, assim como a acidogenicidade do biofilme dental formado in vivo e in

situ.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. AMIDO E HIDROLISADOS DE AMIDO

A principal fonte de energia para o metabolismo celular humano é o amido
(Whistler & BeMiller, 1999; Ettinger, 2005). Entretanto, raramente ele é consumido cru,
necessitando de alguma modificacdo fisica e/ou quimica que permita sua digestibilidade,
como por exemplo, o cozimento, gelatinizacdo ou a hidrélise. As fontes vegetais mais
comumente utilizadas para extracdo do amido sdo o milho, batata, trigo, arroz e mandioca
(Kearsley & Dziedzic, 1995; Marchal et al., 1999). O processamento do amido, além de
atender a demanda da industria de alimentos e farmacéutica, também confere valor
agregado as fontes vegetais, aumentando seu valor comercial. Nos Estados Unidos, por
exemplo, o processo de hidrélise é o destino de cerca de 50% do amido produzido no pais
(Surmely et al., 2003). A hidrdlise do amido pode ser enzimdatica ou acida. O processo
enzimatico permite a producdo de varios subprodutos numa mesma linha de producao,
entre polimeros de alto peso molecular e pequenas unidades de glicose, devido a
caracteristica das enzimas de quebrar ligacGes especificas, permitindo a producdo de
hidrolisados com perfil de aglcares desejado. Ha disponivel comercialmente uma grande
variedade de enzimas, sendo necessario entdo, avaliar a fonte vegetal do amido para
escolher a enzima mais adequada devido ao custo elevado do processo (Surmely et al.,
2003). J& a hidrélise acida tem como maior vantagem o seu baixo custo quando
comparada a hidrdlise enzimatica. Entretanto, a qualidade do hidrolisado é inferior, pois a
guebra do amido ocorre em pontos aleatdrios da molécula, produzindo polimeros de
tamanhos variados, impossibilitando um controle fino do processo (Palmer, 1970; Surmely
et al., 2003). Também ha significativa formacdo de sal durante a neutralizacdo da reacao,
além do maior gasto de energia, pois a solucdo deve ser aquecida sob alta pressdo. Se o
processo de hidroélise for completo, ou seja, se todas as ligacdes glicosidicas da molécula
de amido forem rompidas, resulta em uma solucdo contendo apenas monémeros de

glicose, produto conhecido como xarope de glicose (Surmely et al., 2003).



Os sub-produtos da hidrélise do amido sdo classificados quanto ao valor de ED, que
representa o seu poder redutor. Essa classificacdo considera a porcentagem de poder
redutor comparado com a glicose (dextrose), portanto, o amido nao hidrolisado tem valor
de ED préximo de zero. Em contraste, se a hidrélise do amido for completa, 100% das
moléculas estardo na forma monomérica, portanto, o ED serd 100. O equivalente de
dextrose é um valor que também se relaciona com o grau de polimerizacdo (GP) das
moléculas, segundo a equacdo: ED = 100 / GP, considerando que tanto o ED quanto o GP
sao valores médios das moléculas produzidas (Whistler & BeMiller, 1999). O GP é uma
forma simplificada de descrever o conteudo dos agucares dos hidrolisados, que considera
o numero de unidades de glicose de cada polimero (Kearsley & Dziedzic, 1995).
Entretanto, vale ressaltar que a fonte vegetal do amido e também o tipo de hidrdlise
empregada, acida ou enzimdtica, vai influenciar nas caracteristicas dos hidrolisados ao
ponto de dois ou até trés produtos com o mesmo valor de ED apresentarem perfil de
acucares completamente diferentes, e consequentemente, diferentes propriedades
(Palmer, 1970; Kearsley & Dziedzic, 1995; Marchal et al., 1999; Whistler & BeMiller, 1999).
Hidrolisados de amido produzidos por hidrélise acida, por exemplo, apresentam maior
proporcao de polissacarideos de alto peso molecular que hidrolisados de amido de
mesmo ED, mas hidrolisado enzimaticamente. A hidrélise enzimdtica, por sua vez, produz
cadeias de menor peso molecular, contribuindo para a maior solubilidade (Kennedy et al.,

1995).

N3o ha consenso quanto a classificacdo, mas hidrolisados com ED de até 20 sao
comumente chamados de maltodextrinas, produtos de ED entre 20 e 75 sdo os xaropes de
glicose, enquanto os produtos de maior ED s3do denominados simplesmente como
hidrolisados de amido. Os produtos com ED de até 30 sdo mais comuns na forma de
“spray dried”, processo que transforma o xarope de glicose em um pdé branco. Produtos
com ED entre 30 e 45 podem ser encontrados das duas formas (xarope ou em pd),
enquanto que produtos com ED superior a 45 sdo mais comumente, mas nao

exclusivamente, comercializados na forma de xarope (Kearsley & Dziedzic, 1995). Para



determinagdo do valor de ED, ha diferentes técnicas descritas, desde métodos que
avaliam a viscosidade do hidrolisado (Dokic et al., 2004), o ponto de congelamento (Rong
et al., 2009), a quantidade de pontas redutoras disponiveis (Moore et al, 2005), pelo

método da cromatografia liquida de alta performance (Kennedy et al., 1995), entre outros.

A industria explora as caracteristicas fisico-quimicas dos subprodutos da hidrdlise
do amido, de acordo com sua necessidade. A sua auséncia virtual de odor e sabor muito
suave é muito Util na inddstria farmacéutica como veiculo para as substancias ativas e na
industria de alimentos, pois ndo altera o sabor dos alimentos processados. A industria
alimenticia faz uso dos hidrolisados de amidos de diversas maneiras: utilizando-a como
substituto para ingredientes mais caros, como a lactose; diminuir a compactagao (perda
de volume) que ocorre naturalmente nos alimentos durante o armazenamento; favorecer
a reconstituicdo (solubilizacdo) de alimentos desidratados; elevar o valor calérico; diminuir
a docura, melhorando a palatabilidade, adequar a viscosidade, coloracado, atingir ponto de
congelamento, aumentar o tempo de armazenamento, a estabilidade ao calor, entre
outros (Whistler & BeMiller, 1999). Sua utilizacdo estd relacionada a extensado da hidrélise,
pois hidrolisados de amido com ED préximo a 20 sdao levemente adocicados e mais
soluveis, e aqueles de menor ED apresentam maior viscosidade, menor tendéncia de
absorver a umidade do ar (higroscopia), o que permite sua utilizacdo também como

substituto de 6leos e gorduras, diminuindo em até 96% o valor caldrico dos alimentos.

A utilizagao dos hidrolisados de amido pela industria de alimentos leva em
consideracdao o ED, o GP e o peso molecular médio dos polimeros, pois todas essas
caracteristicas influenciam nas propriedades quimicas e fisicas dos produtos finais. Com
intuito de diminuir a quantidade de sacarose, melhorando a palatabilidade dos
refrigerantes, xarope de glicose tem sido utilizado nos EUA, preferencialmente aqueles de
baixo ED. Ja para o preparo de caldas para frutas enlatadas, xaropes de maiores ED sdo
mais indicados, devido a sua maior dogura. O ponto de fervura depende diretamente do

peso molecular. Xaropes de alto ED (e baixo peso molecular médio) sdo utilizados para



elevar o ponto de fervura e diminuir o ponto de congelamento. Sorvetes cremosos, por
exemplo, necessitam de grande diminuicdo do ponto de congelamento. A viscosidade dos
xaropes vai depender do conteldo de sélidos e da temperatura de armazenamento, por
isso € comum que o xarope cristalize quando mantido em temperatura ambiente,

podendo voltar a forma liquida por simples aquecimento (Kearsley & Dziedzic, 1995).

Em geral, tanto para maltodextrinas, xaropes de glicose e hidrolisados, quanto
maior o ED, menor serd o peso molecular médio das cadeias de polissacarideos;
entretanto, outros fatores devem ser avaliados, como a fonte vegetal e processo de
hidrdlise. Mesmo assim, hidrolisados produzidos da mesma maneira, mas em épocas
diferentes também podem diferir ligeiramente no valor de ED, por isso os fabricantes
indicam uma margem de ED, por exemplo, se o ED deve ser 42, no rétulo constard ED

entre 40 e 44 (Kearsley & Dziedzic, 1995).

2.2. CARIOGENICIDADE DO AMIDO E SEUS DERIVADOS

A relacdo entre o consumo de amido e o seu papel no desenvolvimento de lesdes
cariosas ainda ndo estd totalmente elucidado (Lingstrom et al, 2000). O amido é
considerado ndo cariogénico ou pouco cariogénico (Grenby, 1997; Lingstrom et al., 2000).
Esta afirmacdo é suportada por estudos epidemiolégicos em jovens de 12 anos em
diferentes paises cuja alimentagao se baseia no amido, demonstram que este carboidrato
ndo é cariogénico, ou pouco cariogénico, guando o amido é consumido em 3 refeicdes por
dia (Sreebny, 1983; van-Palenstein-Helderman et al., 1996), em estudos em ratos
(Thurnheer et al., 2008), in vitro (Thurnheer et al., 2008), e in situ em esmalte (Lingstrom
et al., 1994; Ribeiro et al., 2005) e dentina (Lingstrom et al., 1994; Aires et al., 2008).
Entretanto, devido as diferentes metodologias utilizadas por estes estudos e diferentes
interpretacdes dos dados, ainda é possivel questionar se esta afirmacdo é totalmente

verdadeira. Durante a alimentacdo, o amido presente nos alimentos entra em contato



com a saliva, onde a enzima a-amilase salivar inicia a digestao dos carboidratos ainda na
cavidade oral (Ettinger, 2005). Desta forma, amidos e polimeros de glicose podem ser
rapidamente quebrados em di e trissacarideos, ficando disponiveis para bactérias orais
que utilizam maltose como fonte energética (Lingstrom et al., 2000). Grenby (1997) e
Lingstrom et al. (2000) afirmam também que os amidos processados, ou seja, aqueles que
sofreram cozimento ou gelatinizacdo, comuns na dieta atual, tém maior potencial
cariogénico devido a diminuicdo das cadeias de polissacarideos a tamanhos que podem
ser mais facilmente degradados. Ainda que trabalhos anteriores indiquem a nao
cariogenicidade do amido em esmalte, Aires et al. (2008) mostrou in situ, que para a
dentina, essa afirmag¢do nao é verdadeira, encontrando perdas de 20% na dureza mineral

de superficie provocadas pelo amido soluvel.

Atualmente, devido os avancos da industria de alimentos, o consumo do amido
processado se dd muitas vezes junto a sacarose (Lingstrom et al., 2000). A sacarose é um
dissacarideo, formado por uma molécula de glicose unida a uma molécula de frutose
(Nelson & Cox, 2002). A cariogenicidade da sacarose tem sido largamente estudada
(Marsh, 1991; Cury et al., 1997; 2000, Zero, 2004; Aires et al., 2006; Paes Leme et al.,
2006), e é considerada o carboidrato mais cariogénico, servindo como referéncia aos
trabalhos que visam identificar o potencial de causar desmineralizacdo dental de outras
substancias. Ja o potencial cariogénico dos hidrolisados de amido foi estudado
indiretamente, pela acidogenicidade destes carboidratos no biofilme dental. O potencial
acidogénico de solugdes a 10% de hidrolisados de amido de variados valores de ED foi
avaliado in vitro por Al-Khatib et al. (2001), que encontraram que todos os hidrolisados
provocaram queda de pH no biofilme, porém a valores significativamente menores que a
sacarose. Solucbes a 10% de hidrolisados de amido em d&gua, leite ou um substituto de
leite a base de coldgeno nao diferiram no potencial cariogénico entre si, entretanto, todas
foram capazes de provocar queda de pH da placa dental a valores abaixo de 5,5 (valor
aproximado do pH critico do esmalte), mostrando que ndo ha diferenca no que diz

respeito ao veiculo para consumo deste hidrolisado (Moynihan et al., 1996a).



Em um trabalho in vitro utilizando biofilme monoespécie de S. mutans, Duarte et
al. (2008) apontam a influéncia do amido quando adicionado a sacarose na composi¢ado e
estrutura da matriz de polissacarideos do biofilme dental, além de modificar a expressdo
genética bacteriana, podendo aumentar o potencial cariogénico do biofilme. Ainda, o
efeito in situ da associacdao de amido e sacarose na desmineralizagdo de esmalte deciduo
foi avaliado por Ribeiro et al. (2005), sendo que o amido isolado nado foi cariogénico,
entretanto, a associacdo deste com a sacarose provocou maior perda mineral que a

sacarose isoladamente, mostrando efeito sinérgico da associa¢ao.

Aires et al. (2008) demonstraram in situ que para a dentina, o amido soluvel é
capaz de provocar perdas minerais, mesmo que menores que a sacarose, porém ainda
importantes, considerando uma dieta baseada neste carboidrato. Entretanto, neste
trabalho ndo foi encontrado efeito sinérgico da associacdo de amido com a sacarose,
assim como ndo foi encontrado por Thurnheer et al. (2008) ao avaliar em biofilme multi-
espécie aderidos em discos de esmalte e em modelo animal, com utilizacdo de ratos, o
papel do amido associado a glicose e sacarose. Ja Ribeiro et al. (2005) haviam encontrado
in situ, um aumento na cariogenicidade da sacarose quando adicionado amido, em
esmalte. Aires et al. (2008) apontam as diferengas na evolucdo das lesdes cariosas como
principal causa desses resultados conflitantes, pois a desmineralizagao do esmalte se da
de forma proporcional ao tempo, enquanto que a dentina desmineraliza rapidamente na
primeira semana, com diminuicdo da velocidade da progressdao da lesdo apds 7 dias

(Ogaard et al., 1988).

Produtos da hidrdlise do amido s3ao mais comumente consumidos como
ingredientes de alimentos industrializados, o que motivou pesquisas a respeito do
potencial cariogénico de férmulas infantis (Moynihan et al., 1996b; Danchaivijitr et al.,
2006), que compararam féormulas com lactose ou com hidrolisados de amido como fonte
de carboidratos, e encontraram maior queda de pH em biofilmes expostos as féormulas

com hidrolisados de amido. Esses resultados estdo de acordo com aqueles encontrados



por Papa et al. (2010), que avaliaram in situ, o potencial de queda de pH de férmulas
infantis e a influéncia na composicdo microbiolégica e bioquimica do biofilme dental
formado sobre esmalte deciduo. A férmula contendo apenas hidrolisado de amido
provocou maior desmineralizacdo, devido a queda de pH provocada, que também
aumentou as contagens de lactobacilos, quando comparada com a férmula contendo

lactose como fonte de carboidrato.

Além das duvidas que ainda existem em relacdo a cariogenicidade do amido, pouco
se conhece sobre o papel dos seus hidrolisados no desenvolvimento da cdrie, pois os
poucos trabalhos disponiveis que avaliaram os hidrolisados de amido isoladamente, sem
outros ingredientes, testaram somente a acidogenicidade destes carboidratos (Grenby &
Mistry, 2000; Al-Khatib et al., 2001). Para avaliar o efeito de hidrolisados de amido in situ
no presente trabalho, optou-se por utilizar substratos dentais extraidos de incisivos
bovinos. A substituicdo de substratos dentais humanos em estudos de progressao e
inibicdo da carie tem ocorrido, principalmente devido a dificuldade de se obter dentes
humanos, assim como pela maior homogeneidade de resposta do dente bovino. Estudos
demonstraram que a progressao e inibicdo da carie em esmalte e dentina humana é
similar a do esmalte e dentina bovinos, permitindo a utilizagdo do substrato bovino na
predicdo do efeito in vivo (Mellberg 1992, Hara et al., 2003, Rehder-Neto et al., 2010).
Ainda, é importante ressaltar que com o aumento da expectativa de vida e maior retencao
dos dentes pelos individuos, ha consequentemente um aumento na prevaléncia de cérie
radicular. Desta forma, torna-se importante estudar o papel dos hidrolisados de amido
também neste substrato dental. O efeito destes carboidratos na cariogenicidade tanto em
esmalte quanto em dentina ainda nao foi verificado na literatura, fazendo-se necessario o

desenvolvimento deste trabalho.



3. PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a cariogenicidade de hidrolisados de amido de
diferentes EDs (ou graus de hidrdlise). Para tal, foram realizados 2 estudos, o primeiro in
vivo, para avaliar o potencial acidogénico dos hidrolisados de amido em biofilme formado
sob exposicdo a estes carboidratos e o segundo in situ, para avaliar a desmineraliza¢ao do

esmalte e dentina e acidogenicidade do biofilme dental formado nestas condigdes.
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4. MATERIAL E METODOS

A presente descricdo de Material e Métodos esta dividida entre os dois estudos

realizados: Experimento in vivo e Experimento in situ.

4.1. EXPERIMENTO in vivo

4.1.1. Delineamento Experimental

Foi conduzido um estudo in vivo, com desenho cruzado e cego em relacdo ao
examinador. Doze voluntarios adultos participaram neste estudo e foram submetidos aos
seguintes tratamentos: agua purificada (controle negativo); solucdes de sacarose, glicose,
hidrolisado de amido ED 5, hidrolisado de amido ED 20 e hidrolisado de amido ED 40
(Figura 1), todas na concentracao de 20%. As solugdes de sacarose e glicose tiveram a
funcdo de controles neste estudo. O experimento teve a duragao de 6 fases experimentais
de 4 dias cada, sendo que nos trés primeiros dias, foi solicitado aos voluntarios que
bochechassem 15 mL da solucdao de tratamento cinco vezes ao dia, em horarios pré-
determinados, para estimular a formagado do biofilme dental, e que nao escovassem os
dentes molares e pré-molares superior e inferior. No quarto dia, apds jejum de 2 h, o pH
do biofilme dental formado foi determinado (pH baseline) com um microeletrodo de
contato acoplado a um eletrodo de referéncia e a um peagébmetro. Logo em seguida os
voluntarios fizeram bochecho com a solug¢dao de tratamento da respectiva fase em que se
encontravam e apds 5, 15, 30 e 60 min do bochecho, o pH do biofilme foi novamente
medido para avaliacdo da curva de queda de pH resultante de cada tratamento. Durante
as fases experimentais e os intervalos de wash-out, os voluntarios fizeram uso de

dentifricio fluoretado fornecido pelos pesquisadores e nao utilizaram fio dental.
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FASE 1 FASE 2 FASE 3 FASE 4 FASE 5 FASE 6

VOLUNTARIOS 4 dias 4 dias 4 dias 4 dias 4 dias 4 dias
GRUPO| - ; Agua
GRUPOIl ® » B Sacarose
GRUPO Il Glicose
Hidrolisado de
GRUPO IV amido ED 5
Hidrolisado de
GRUPOV amido ED 20
Hidrelisado de
GRUPO VI > B amido ED 40
Dias 1-3 bochecho Dias 1-3 bochecho Dias 1-3 bochecho Dias 1-3 bochecho Dias 1-3 Bochecho Dias 1-3 Bochecho
Dia4 pH Dia4 pH Dia4 pH Dia4 pH Dia4 pH Dia4 pH
— & & 4 > >
Lead-in Wash-out Wash-out Wash-out Wash-out Wash-out
7 dias 7 dias 7 dias 7 dias 7 dias 7 dias

Figura 1. Esquema ilustrativo do delineamento cruzado do experimento in vivo.

4.1.2. Selegdo dos Voluntdrios

Para o experimento in vivo, foram selecionados 12 voluntdrios, adultos saudaveis,
de 21 a 39 anos, de ambos os géneros (3 homens e 9 mulheres) com boa saude geral e
oral (CPOD médio de 2,9 + 3,3), sem lesGes de carie ativas, gengivite e periodontite, que
ndo faziam uso de aparelho ortoddntico, ndo fumantes e que nao tinham consumido
antibidticos ou medicamentos que pudessem afetar o fluxo salivar, pelo menos 1 més
antes do inicio da fase experimental e durante todo o experimento. Os voluntdrios eram
residentes de Piracicaba, SP, cidade com agua de abastecimento otimamente fluoretada

(0,6 20,8 ppm F).

Atendendo as consideracdes éticas, os voluntdrios receberam esclarecimento
verbal e por escrito sobre os objetivos e procedimentos da pesquisa (Apéndice 1). Uma
reunido entre os pesquisadores e voluntarios foi realizada para melhor explanacdo sobre a

pesquisa e sanar as duvidas. Aqueles que estavam de acordo, assinaram um Termo de
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Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice 2), aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba - FOP-UNICAMP (Anexo) e atendendo

a Resolugdo n? 196/96 do Conselho Nacional da Saude.

4.1.3. Preparo das Solugbes de Tratamento

As solucdes de sacarose e glicose foram preparadas utilizando reagentes puros da
marca Merck. As solucbes de hidrolisados de amido foram preparadas a partir de
produtos gentilmente cedidos pela industria Corn Products, sendo que foram escolhidos
hidrolisados de amido com diferentes aplicacdes industriais, portanto, de ED igual a 5, 20
e 40. Para o preparo das solucdes de hidrolisados, dgua purificada foi aquecida para

facilitar a dissolucdo dos mesmos.

4.1.4. Fase Clinica

Na primeira fase experimental, os voluntdrios foram casualizados em relagdo aos
grupos de tratamentos descritos abaixo e depois seguiram a ordem dos tratamentos

conforme o delineamento descrito na Figura 1.
- Agua purificada (controle negativo)
- Solugdo de sacarose 20%
- Solugao de glicose 20%
- Solugdo de hidrolisado de amido ED 5 20%
- Solugao de hidrolisado de amido ED 20 20%

- Solugdo de hidrolisado de amido ED 40 20%
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No estudo in vivo, foram realizadas 6 fases experimentais, cada uma com duragao
de 4 dias cada. Neste periodo, os voluntarios interromperam a escovacdo dos dentes
posteriores (molares e pré-molares) superiores e inferiores. Durante os trés primeiros
dias, os voluntdrios fizeram 5 bochechos didrios em horarios pré-determinados (8 h, 10 h,
14 h, 16 h e 18 h) com as soluges de tratamento e duragao de 15 s (Del Bel Cury et al.,
1994; Rebelo Vieira et al., 2002). Diariamente foram entregues frascos com 15 mL da
solucdo de tratamento da respectiva fase. Em cada hordrio de bochecho era utilizada uma
solugdo de tratamento nova, que era descartada apds o bochecho. No quarto dia, pela
manha, apds aproximadamente 12 h do ultimo bochecho, e em jejum de pelo menos 2
horas (Rebelo Vieira et al., 2002), o pH do biofilme no tempo zero (baseline) foi
determinado e logo em seguida os voluntarios realizaram bochecho durante 1 min com a
solugdo de tratamento da respectiva fase experimental, aguardaram mais 4 min, sendo
qgue o pH do biofilme foi novamente determinado apds 5, 15, 30 e 60 min do bochecho. O
pH foi mensurado nos mesmos locais em cada intervalo de tempo. Para isso, foi utilizado
microeletrodo de contato (Beetrode® MEPH3L, WPI, USA) acoplado a um eletrodo de
referéncia (Orion Res Inc, modelo 900100) e a um peagdmetro (Procyon Inst Cient SA
720). Uma ponte salina foi estabelecida entre o eletrodo de referéncia e o dedo do
voluntdrio, usando uma solug¢do de KCl 3 M (Lingstrom et al., 1994). O microeletrodo foi
calibrado com soluc¢des padrdes de pH 4,0 e 7,0 antes da avaliacdo de cada voluntario,
assim como entre as medidas, quando necessario. A média de pH dos dois locais de
avaliacdo, superior e inferior, foi calculada para todos os voluntarios e tempos. Com esses

dados, foi possivel determinar a curva de pH para cada solucdo testada.

4.1.5. Andlise Estatistica

Os tratamentos foram comparados em cada tempo que o pH foi determinado pela

Andlise de Variancia, e as diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste de Tukey HSD.
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Os voluntarios foram considerados blocos estatisticos. Foi adotado neste estudo o nivel de
significancia o = 0,05 e utilizado o Software STATISTICA, Version 10. StatSoft, Inc (2011),
USA.

4.2. EXPERIMENTO in situ
4.2.1. Delineamento Experimental

Foi realizado um estudo in situ, com delineamento cruzado, cego em relagdo ao
examinador e boca-dividida em relacdo aos tratamentos. O estudo foi conduzido em 3
fases experimentais de 14 dias de duracdo cada e 14 voluntdrios adultos utilizaram um
dispositivo intra-oral palatino contendo 8 blocos dentais bovinos (de cada lado do
dispositivo havia 4 blocos, sendo 2 de esmalte e 2 de dentina) com dureza de superficie
pré-determinada. No inicio do experimento, os voluntarios foram divididos
aleatoriamente em 3 grupos (Figura 2), com os seguintes tratamentos combinados na
mesma fase: dgua (controle negativo) e sacarose (controle positivo); hidrolisado de amido
ED 5 e hidrolisado de amido ED 20; amido (controle ativo) e hidrolisado de amido ED 40.
As solugdes de sacarose e hidrolisados de amido foram preparadas na concentracao de
10%, e a de amido a 2%. Os tratamentos foram realizados pelo gotejamento das solucdes
sobre os blocos dentais 8 x/dia, em hordérios pré-determinados. Apds 5 min, os voluntarios
recolocaram o dispositivo na cavidade oral. A higienizacdo oral durante todo o
experimento foi realizada com dentifricio n3o fluoretado. No 15° dia da fase experimental,
apos aproximadamente 12 h do ultimo tratamento, o pH do biofilme foi determinado no
tempo zero (baseline) e apds 5 min do gotejamento com as solu¢cbes daquela respectiva
fase. Os blocos dentais foram coletados e analisados por dureza de superficie e do bloco
seccionado transversalmente. Os resultados foram analisados estatisticamente,

considerando os voluntarios como unidade experimental.
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VOLUNTARIOS  FASE1 FASE 2 FASE 3

14 dias 14 dias 14 dias
' O Agua
GRUPO | @2
e | Sacarose
GRUPO Il H!droh.sado de am!do ED5
W Hidrolisadode amido ED 20
D "
GRUPO 11l Afmdo. =
W Hidrolisado de amido ED 40
—_—
Lead-in Wash-out Wash-out
7 dias 7 dias 7 dias

Figura 2. Esquema ilustrativo do delineamento cruzado do experimento in situ.

4.2.2. Obtengdo dos Blocos Dentais

Blocos de esmalte e dentina foram obtidos a partir de incisivos bovinos, os quais
permaneceram armazenados em solucdo de formol 2% pH 7,0 por pelo menos 30 dias
para desinfeccdo antes de qualquer experimento (White, 1987). Em seguida, a fim de
excluir os dentes que apresentassem algum defeito, os mesmos foram examinados
visualmente com auxilio de lupa (aumento de 10 X) e aqueles que apresentaram fraturas,

trincas ou hipoplasias nao foram utilizados.

Para a confeccdo dos blocos dentais, foi utilizada cortadeira elétrica (Buehler-
Isomet) e dois discos diamantados de dupla face (Buehler® Diamond Wafering Blade n°
11-4243 da série 15 HC) afastados por um separador de 4 mm. Os dentes foram
seccionados na porcao cervical, separando coroa e raiz e, em seguida, as porc¢des
coronarias foram seccionadas no sentido vertical e mésio-distal, para obtencdo de blocos
do centro da face vestibular. As raizes foram seccionadas no mesmo sentido, e o primeiro

terco foi utilizado para confeccdo dos blocos de dentina. Os cortes foram feitos sob
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refrigeracdo com agua purificada para evitar trincas, obtendo-se blocos com dimensdes de
4 x 4 mm. A altura dos blocos foi reduzida para 2 mm pela planificacdo da porcao
dentinaria interna do dente. Para isso, a face externa do bloco de esmalte e dentina foi
fixada com cera pegajosa contra a superficie de um disco de resina acrilica pré-fabricada
(3 cm x 8 mm), sendo a porgao interna de dentina planificada com lixa de granulagdao 400
(Carbimet® Paper Discs — n2 30-5108-320 Buehler’) e politriz APL-4 Arotec’, verificando-se
a espessura do bloco com auxilio de um paquimetro. Depois da planificacdo da dentina
interna, o bloco de dente foi fixado no disco de resina acrilica com a superficie planificada
para baixo e a superficie de esmalte/dentina externa para cima. Para os blocos de
esmalte, foi utilizada lixa de granulagao 400 por 5 s, seguida da lixa de granulagao 600 por
5 s para possibilitar maior planificacdo da superficie de esmalte. Para os blocos de dentina,
devido a sua menor dureza, a lixa de granulagao 600 por 5 s foi suficiente para planificar a
porgao central dos blocos. Posteriormente, foi utilizada lixa de granulagdao 1200 por 2 min,
para o polimento das superficies de esmalte e dentina. A cada mudanca de granulagao da
lixa, os blocos dentais foram lavados em ultra-som para remoc¢do dos residuos da lixa
anterior. O ultra-polimento foi realizado com panos auto-adesivos, previamente banhados
com suspensao diamantada de 1 um por 2 min. Em seguida, os blocos dentais foram
lavados em solucdo detergente (Ultramet®) diluida na proporcdo de 20:1 em 3agua
purificada, em ultra-som por 2 min. Os blocos dentais obtidos foram entdo armazenados
em geladeira a 4°C em potes devidamente vedados, cobertos com papel absorvente,
umedecido com agua purificada, para evitar o ressecamento da superficie dos blocos e a

ocorréncia de rachaduras.

Para selecdo de uma amostra homogénea de blocos de esmalte e dentina, a dureza
de superficie dos blocos dentais foi determinada utilizando-se o durémetro Future Tech
modelo FM-7 acoplado a um software FM-ARS e penetrador tipo Knoop, com carga de 50
g por 5 s para o esmalte (Fushida & Cury, 1999) e 5 g por 5 s para a dentina (Hara et al.,
2003). Foram realizadas 3 endentac¢des na porc¢do central dos blocos dentais, com 100 um

de distancia entre as mesmas. Devido a maior porosidade da dentina, padronizou-se que
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antes da realizagdo das endentagdes, os blocos permanecessem por, pelo menos, 30 min
ao ar livre, para adequada secagem (Vale et al., 2011). Os critérios de selecdo foram
baseados na média e desvio padrdo de dureza de cada bloco. Foram excluidos os blocos
dentais que apresentaram desvio padrdo maior que 10% de sua média de dureza
individual (variabilidade intra-blocos) e aqueles que apresentaram sua média individual de
dureza maior ou menor do que 10% (para esmalte) ou 8% (para dentina) da média de
dureza calculada para todos os blocos inicialmente obtidos (variabilidade entre blocos). Ao
todo, foram confeccionados 400 blocos de esmalte e 600 de dentina, dos quais foram
selecionados 288 blocos de esmalte e 288 de dentina. A média da dureza dos blocos de
esmalte e dentina para cada tratamento é apresentada no apéndice 3. Os blocos dentais
selecionados pela dureza de superficie foram aleatoriamente alocados dentre os
tratamentos e voluntarios, de forma que as médias de dureza dos blocos entre os

tratamentos ndo diferisse estatisticamente.

4.2.3. Caracterizagdo dos voluntdrios

O critério de sele¢do dos voluntarios foi a ndo utilizagcdao de antibidticos sistémicos
um més antes do inicio do experimento e fluxo salivar normal. Também foi realizado
exame clinico nos voluntarios para verificacdo do CPOD. Para avaliacdo do fluxo salivar, os
voluntarios vieram ao laboratério numa manh3, em jejum e sem escovar os dentes, e
mastigaram Parafilm (goma inerte) por 30 s e a saliva formada neste tempo foi deglutida.
Nos 3 min seguintes, ainda mastigando a goma, toda a saliva formada foi coletada em um
copo plastico previamente pesado para determinacdo do fluxo salivar estimulado. Todos
os voluntarios apresentaram fluxo salivar estimulado igual ou maior que 1 mL/min,
considerado valor normal (Edgar et al., 2004). Foram selecionados 14 voluntarios adultos
sauddveis, de 23 a 39 anos (média 26,4 + 4,0 anos), de ambos os géneros(2 homens e 12
mulheres) com fluxo salivar normal (média 1,54 + 0,4 mL/min), boa saude geral e oral

(CPOD médio 3,5 + 3,6), ndo fumantes e que ndo tinham utilizado antibidticos ou
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medicamentos que pudessem afetar o fluxo salivar, pelo menos 1 més antes do inicio da
fase de lead in. Os voluntdrios residiam em Piracicaba, SP, cidade com dgua de

abastecimento otimamente fluoretada (0,6 a 0,8 ppm F).

De acordo com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba - FOP-UNICAMP (Anexo) e atendendo a Resolugdo n2 196/96 do Conselho
Nacional da Saude, foi realizada uma reunido entre os pesquisadores e voluntarios para
melhor explanacdo sobre a pesquisa, seus objetivos, procedimentos e a fim de sanar as
duvidas. Aqueles de acordo, foi entregue um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Apéndice 4), que foi assinado e devolvido aos pesquisadores. Os voluntarios receberam

também esclarecimento verbal e por escrito (Apéndice 5) durante todo o experimento.

4.2.4. Preparo do Dispositivo Oral Palatino

Foram confeccionados dispositivos em resina acrilica autopolimerizavel, contendo
quatro cavidades de cada lado, medindo cada uma 5 x 5 x 3 mm. Os dispositivos foram
polidos quimicamente pela imersdo, por alguns segundos, em monémero de resina
acrilica aquecido. Nas cavidades foram fixados os blocos de esmalte e dentina,

intercalados, totalizando 8 blocos dentais por dispositivo.

Os blocos dentais foram fixados no dispositivo intra-oral com cera pegajosa. Em
seguida foram cobertos com uma tela plastica recortada e colada no dispositivo com
resina acrilica incolor de um lado, e vermelha do outro, para identificar e diferenciar os
tratamentos (Paes Leme et al., 2004; Pecharki et al., 2005; Ribeiro et al., 2005). Foi

deixado um espaco de 1 mm entre os blocos e a tela para permitir o acimulo do biofilme.
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4.2.5. Preparo das Solugbes de Tratamento

A solucdo de sacarose foi preparada utilizando reagente da marca Merck, e a
solugdo de amido, a partir de reagente da marca Sigma. As solu¢des dos hidrolisados de
amido foram preparadas a partir de produtos gentilmente cedidos pela industria Corn
Products, sendo que foram escolhidos hidrolisados de amido que possuem diferentes
utilidades na industria de alimentos, de equivalente de dextrose igual a 5, 20 e 40. As
solucdes foram preparadas no inicio de cada fase experimental, da mesma forma como
descrito para o experimento in vivo, foram esterilizadas em autoclave (1 atm por 15 min) e

entregues em frasco conta-gotas aos voluntdrios a cada dois dias.

4.2.6. Fase Clinica

Antes da primeira fase experimental, os voluntdrios foram aleatorizados entre os
grupos de tratamentos descritos abaixo e entdo seguiram os tratamentos conforme o

delineamento descrito na Figura 2:
- Agua purificada (controle negativo)
- Solugdo de sacarose 10% (controle positivo)
- Solucdo de amido 2% (controle ativo)
- Solugdo de hidrolisado de amido ED 5 10%
- Solugao de hidrolisado de amido ED 20 10%
- Solugdo de hidrolisado de amido ED 40 10%

As fases experimentais tiveram duracdo de 14 dias cada. Os voluntarios utilizaram

o dispositivo intra-oral palatino durante todo o tempo, inclusive para dormir. O dispositivo
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intra-oral foi removido somente durante as refeicbes e higienizacdo oral, enquanto
permaneciam em recipiente com gaze Umida, para que as bactérias do biofilme
permanecessem viaveis. Oito vezes ao dia, em hordrios pré-determinados (as 8 h, 9:30 h,
11 h, 12:30 h, 14 h, 15:30 h, 17 h, 18:30 h), os voluntdrios removeram os dispositivos,
gotejaram 1 gota das solugdes de tratamento sobre cada bloco dental e recolocaram os
dispositivos na boca apds 5 min. O excesso de fluido foi removido com auxilio de uma
haste flexivel de algodao, evitando assim, contaminacdo cruzada entre os tratamentos, ja
qgue foram realizados dois tratamentos concomitantemente em cada fase, um em cada
lado do dispositivo. Trabalhos in situ anteriores dao suporte a auséncia de efeito cruzado
guando utilizada metodologia boca-dividida (Hara et al,, 2003; Paes Leme et al., 2004;
Pecharki et al., 2005; Ribeiro et al., 2005; Aires et al., 2006). Entre as fases experimentais

houve um periodo de wash-out de pelo menos 7 dias.

Durante os periodos de lead in, wash-out e todo o experimento, os voluntdrios
utilizaram dentifricio ndo fluoretado cedido pelos pesquisadores. Foi enfatizado aos
voluntdrios para que ndo escovassem os dispositivos na regido onde os blocos estavam
localizados, ou seja, poderiam apenas escovar a superficie em contato com o palato e que,
durante o enxdgue, ndao deixassem a regido com os blocos em contato direto agua

corrente, a fim de ndo perturbar o biofilme.

4.2.7. Andlise da Acidogenicidade do Biofilme Dental

No 15° e ultimo dia do experimento, aproximadamente 12 h apds a ultima
exposicdo as solugdes de tratamento, em jejum e sem escovar os dentes, os voluntarios
foram ao laboratério de Bioquimica Oral da FOP para determinacdo do pH do biofilme
dental formado sobre os blocos. Para isso, as telas plasticas sobre os 2 blocos centrais de
cada lado do dispositivo (1 de esmalte e 1 de dentina) foram removidas com auxilio de

uma lamina de bisturi n2 15. O pH do biofilme formado sobre cada bloco dental foi
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determinado no tempo zero (baseline). Logo em seguida, o dispositivo foi retirado da
cavidade oral e foi dispensada uma gota das solucdes de tratamento de acordo com a fase
experimental sobre os blocos dentais. Apds 1 min, o voluntario voltou o dispositivo intra-
oral na boca e aguardou mais 4 min, quando o pH do biofilme foi novamente
determinado, 5 minutos apds a exposi¢ao (pHsmin). O pH do biofilme foi determinado
utilizando-se um microeletrodo de contato (Beetrode® MEPH3L, WPI, USA) acoplado a um
eletrodo de referéncia (Orion Res Inc, modelo 900100) e a um peagémetro (Procyon Inst
Cient SA 720). Uma ponte salina foi estabelecida entre o eletrodo de referéncia e o dedo
do voluntario usando uma solugao de KCl 3 M (Lingstrom et al., 1994). O microeletrodo foi
calibrado com soluc¢des padrdes de pH 4,0 e 7,0 antes da avaliacdo de cada voluntario,

assim como entre as medidas, quando necessdrio.

4.2.8. Determinacdo da Dureza da Superficie e do Bloco Seccionado Longitudinalmente

Ao final de cada fase experimental, a dureza de superficie dos blocos dentais de
esmalte e dentina foi determinada novamente e uma média por voluntdrio e por
substrato dental foi obtida. Trés endenta¢des foram feitas a 100 um de distancia das
iniciais e os valores médios das 3 impressdes foram entdo calculados para cada grupo de
tratamento. Estas andlises foram realizadas de acordo com Cury et al. (2000) e a
porcentagem de perda de dureza de superficie (%PDS) foi calculada. Foi utilizado o
durémetro Future-Tech FM acoplado a um software FM-ARS e penetrador tipo Knoop com

carga de 50 g por 5 s para o esmalte e 5 g por 5 s para a dentina.

A perda mineral resultante dos tratamentos também foi avaliada pela dureza dos
blocos transversalmente seccionados. Os blocos de esmalte e dentina foram cortados
transversalmente por corte longitudinal com uso de disco diamantado acoplado a
cortadeira elétrica. Uma metade de cada bloco foi embutida (embutidora Arotec Pre 30®)

com resina acrilica incolor, sendo a parte seccionada exposta. Para possibilitar as andlises
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da lesdo de carie, a superficie seccionada do esmalte e dentina foi lixada e polida com lixas
de granulagdo 400, 600, 1200 e feltro com suspensdo diamantada de 1 um; em seguida a
dureza foi determinada. Para tanto, foram realizadas 3 fileiras de impressdes, as distancias
de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 e 200 um de distancia da superficie
externa do bloco. As fileiras de endentacGes foram realizadas no centro dos blocos, a 100
um uma da outra, utilizando uma carga de 25 g por 5 s para o esmalte e 5 g por 5 s para a
dentina. Entdo, as médias das durezas nas trés posicoes a cada distancia da superficie do
bloco foram calculadas e os resultados foram convertidos na area de lesdo (AS) para cada
tratamento (Ana et al., 2012), como exemplificado na figura 3.
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Figura 3. Area da les3o do bloco em funcdo da profundidade do bloco (eixo y) e média da
dureza para cada distancia (eixo x).

4.2.9. ANALISE ESTATISTICA

Para as analises estatisticas do experimento in situ, foi utilizado software SAS
(SAS Institute Inc., versdo 8.02, Cary, NC, USA), e foi estabelecido nivel de significancia de
p<0,05. Os voluntdarios foram considerados blocos estatisticos. Os intervalos de confianga
e a homogeneidade foram checados, e as varidveis que ndo respeitavam esses principios

estatisticos foram transformadas (Box et al., 2005). Os dados de %PDS e pH baseline
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foram analisados pela Andlise de Variancia e em seguida pelo teste de Tukey sem
transformacgao. Os dados de AS de esmalte foram transformados no logaritmo na base 10
e os de dentina foram transformados em raiz quadrada. Os dados de pHsnmi, de esmalte
foram elevados ao quadrado e os de dentina foram transformados no logaritmo na base

10. Em seguida, esses dados foram analisados pela Andlise de Variancia e teste de Tukey.
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5. RESULTADOS

5.1. EXPERIMENTO in vivo

Na tabela 1, é possivel observar que os valores de pH medidos no tempo zero
(baseline) ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os tratamentos (p=0,6893),
mostrando homogeneidade no jejum dentre os biofilmes formados na presenca de
diferentes condicdes. Todos os tratamentos, com excecdo da agua, levaram a significativa
gueda de pH apds 5 minutos do bochecho (p<0,0001), sendo que os grupos de tratamento
hidrolisados de amido ED 5, 20 e 40 ndo diferiram entre si e também ndo diferiram da
glicose. A sacarose foi o tratamento que resultou na maior queda de pH aos 5 min, ndo
diferindo significativamente somente do hidrolisado de amido ED 40. Apds 15 min, o pH
dos biofilmes expostos aos hidrolisados de amido ED 20 e 40 ndo diferiram
estatisticamente entre si e da sacarose e glicose. O hidrolisado de amido ED 5 apresentou,
aos 15 min, pH do biofilme estatisticamente maior (p<0,0001) comparado com a sacarose,
mas significativamente menor quando comparado a 4gua. Trinta minutos apds a
exposicdo as solucbes de tratamento, nenhuma diferenca estatistica foi encontrada no pH
do biofilme expostos as solu¢des contendo carboidratos, mas estes ainda apresentavam
pH significativamente menor (p=0,0016) que o biofilme exposto a dgua. Apds 60 min, ndo
houve diferenca estatistica (p=0,4642) no valor do pH dos biofilmes expostos a todos os
tratamentos. As alteracbes no pH do biofilme dental apds exposicdo as solugdes de
tratamentos estao apresentadas na Figura 4, assim como a comparagdo entre os

tratamentos em cada tempo de avaliagao.
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Tabela 1. Média = DP (n=12) do pH do biofilme dental formado in vivo, segundo o

tratamento, em cada intervalo de tempo.

Tratamento PHo min PHs min PH15 min PH30 min PHeo min
Agua purificada 6,88+0,357 | 6,92+0,37° | 7,06+0,30° | 7,04+0,32% | 6,99+0,33°
Sacarose 6,78+0,317 | 5,03+0,46° | 5,60+0,43° | 6,30+0,42° | 6,70+0,37°
Glicose 6,97+0,37° | 5,6640,36° | 5,980,38" | 6,35+0,35" | 6,87+0,28"
Hidrolisado de amido ED 5 6,89+0,27° | 5,80+0,41° | 6,23+0,52° | 6,45+0,56° | 6,83+0,40°
Hidrolisado de amido ED 20 | 7,00+0,38% | 5,53+0,36" | 5,93+0,46* | 6,45+0,46" | 6,81+0,34°
Hidrolisado de amido ED 40 | 6,91+0,36° | 5,49+0,41™ | 5,91+0,38" | 6,42+0,49° | 6,86+0,32°

Letras distintas indicam diferenca estatistica entre os grupos de tratamento pelo teste de Tukey HSD.
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Figura 4. Curva de pH, calculada pela média do pH, segundo o tratamento, em cada
intervalo de tempo aferido (n=12). As barras indicam o DP. Os tratamentos, cujas médias
estdo seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si, em cada periodo de

avaliacdo.
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5.2. EXPERIMENTO in situ

Os resultados de porcentagem de perda de dureza de superficie (%PDS) e drea da
lesdo (AS) sdo apresentados na tabela 2. Os dados de %PDS dos blocos de esmalte e

dentina também s3o apresentados no apéndice 7.

Tabela 2. Porcentagem de perda de dureza da superficie (%PDS) e drea da lesdo cariosa
(AS) em esmalte e dentina submetidos aos tratamentos (médiazDP; n=14).

Tratamento %PDS ' AS (kg/mm? x pm) .
Esmalte Dentina Esmalte Dentina
Agua -1,1+4,9° -2,9+6,7° 1019,4 + 428,6%* ° 99,0 +60,1°
Amido 6,1+11,9%® 20,1+15,4° 1784,9 +731,5° 537,1+264,2°"
Sacarose 43,7+16,1°¢ 63,9+14,4° 12180,8 + 3477,8 ¢ 1803,7 +327,5
HAED 5 8,3+7,8%%® 22,3+18,8*°" 2939,9 +315,4* ¢ 550,2 +270,2*°
HA ED 20 13,4 +8,7* ™ 41,9 +14,3* ¢ 5802,5 + 1845,5* ¢ 974,8 + 268,7* ¢
HA ED 40 26,6 +20,1¢ 48,9 + 14,5 7571,1 +3038,1 ¢ 1202,2 +281,2 ¢

*n=13; **n=12 (2 outliers foram removidos: 234,1 e 63,5)
Letras distintas indicam diferenca estatistica entre os grupos de tratamento pelo teste de Tukey HSD.
HA — hidrolisado de amido.

Os dados de %PDS dos blocos de esmalte e dentina também sdo apresentados nos

graficos 5 e 6, respectivamente.
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Figura 5. Média da porcentagem de perda de dureza de superficie (%PDS) nos blocos de
esmalte de acordo com os tratamentos. Barras indicam DP. Letras distintas indicam
diferenca estatistica entre os tratamentos. HA — hidrolisado de amido.
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Figura 6. Média da porcentagem de perda de dureza de superficie (%PDS) nos blocos de
dentina de acordo com os tratamentos. Barras indicam DP. Letras distintas indicam
diferenca estatistica entre os tratamentos. HA — hidrolisado de amido.

Os grupos de tratamento hidrolisados ED 20 e 40 apresentaram valores de %PDS
significativamente maiores para esmalte e dentina quando comparados ao controle
negativo agua (Tabela 2 e Figuras 5 e 6). A maior %PDS, tanto nos blocos de esmalte
quanto de dentina, foi observada no grupo sacarose. Em esmalte, a exposicao a sacarose
causou perdas significativamente maiores que todos os outros tratamentos, inclusive os
hidrolisados, independente dos seus EDs (Tabela 2 e Figura 5). Os blocos de esmalte
tratados com hidrolisado ED 5 ndo diferiram significativamente do tratamento amido e
também do grupo agua quanto a %PDS. Para esmalte, os hidrolisados ED 20 e 40 nao
diferiram significativamente entre si, sendo que o hidrolisado ED 20 também ndo diferiu
estatisticamente dos grupos amido e ED 5. Nos blocos de dentina, apesar da sacarose ter
causado maior %PDS, ela ndo diferiu significativamente do hidrolisado ED 40 (Tabela 2 e
Figura 5). Ainda em dentina, a %PDS no grupo do hidrolisado ED 5 ndo diferiu
significativamente do grupo amido e o hidrolisado ED 20 nao apresentou diferencga
estatistica em relacdo ao hidrolisado ED 40, sendo que todos os hidrolisados

apresentaram perdas significativamente maiores que o grupo de tratamento agua.
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Em relagdo a area da lesdo de cérie (AS) nos blocos de esmalte, os hidrolisados de
amido ED 20 e 40 provocaram perdas minerais significativamente maiores que os grupos
agua, amido e hidrolisado ED 5 e estatisticamente menores que a sacarose (Tabela 2). O
hidrolisado ED 5 diferiu significativamente do grupo dgua e amido (p<0,05). Ja nos blocos
de dentina, o hidrolisado ED 5 levou a perdas minerais significativamente maiores que a
agua, mas que no entanto ndo diferiram estatisticamente do amido (Tabela 2). Os
hidrolisados ED 20 e 40 causaram perdas minerais estatisticamente maiores que a dgua,
amido e hidrolisado de amido ED 5, também nao diferindo entre si. No grupo sacarose foi

observado o maior valor de AS, o qual ndo diferiu significativamente do hidrolisado ED 40.

Nas figuras 7 e 8 foram plotadas as médias de dureza em fungao da profundidade

do bloco, nos blocos de esmalte e dentina, respectivamente.
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Figura 7. Média de dureza Knoop do esmalte (kg/mm?) de acordo com os tratamentos e a
distancia (um) da superficie (barras denotam o DP).
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Figura 8. Média de dureza Knoop da dentina (kg/mm?) de acordo com os tratamentos e a
distancia (um) da superficie (barras denotam o DP).

Os dados de acidogenicidade dos biofilmes formados sob exposicdo aos

tratamentos sdo apresentados na tabela 3 e apéndice 6.

Tabela 3. Analise do pH do biofilme dental formado in situ, de acordo com os tratamentos

(médiazDP; n=14).

PHo min (baseline) PHs nin
Tratamento Esmalte® Dentina® Esmalte Dentina

Agua 7,45 £ 0,53* 7,63 +£0,52 7,50+0,73° 7,50 +£0,73°
Amido 7,55 +0,77* 7,41 £0,79*%* 6,70 + 0,62** *° 7,29 +1,44%* €

Sacarose 6,90+ 0,84 7,11 +0,84 5,60+0,78 ¢ 5,62+0,74 b
HAED 5 7,24 +0,76* 7,26 +0,81** 6,43 + 1,05%* ™ 6,50 + 1,28* *°
HA ED 20 7,18 +0,57* 7,18 + 0,55* 6,10 + 0,63* ™ 6,13 +0,67* ™

HA ED 40 7,20 + 0,80 7,27 +0,74 6,08 + 0,69 ™ 6,23 +0,77 ™

*n=13; **n=12

Letras distintas indicam diferenca estatistica entre os grupos de tratamento pelo teste de Tukey HSD.

HA — hidrolisado de amido.
N30 ha diferenca entre os tratamentos (para esmalte

o valor de p = 0,24 e para dentina o valor de p = 0,46).

A andlise estatistica mostrou que os valores de pH baseline ndo diferiram entre os

tratamentos (p>0,05), tanto para o biofilme formado sobre esmalte quanto para aquele
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formado sobre a dentina (Tabela 3 e Apéndice 8). No biofilme formado sobre esmalte, 5
min apds a exposicao aos tratamentos, todos os hidrolisados de amido causaram
significativa queda de pH (p<0,0001), em relagdo ao grupo controle negativo agua, e para
a dentina, apenas o hidrolisado de amido ED 5 nao diferiu estatisticamente do grupo agua.
Tanto para esmalte quanto para dentina ndao houve diferenca estatistica entre os
hidrolisados de amido e estes também ndo diferiram significativamente da sacarose,

embora essa tenha levado a maior queda de pH.
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6. DISCUSSAO

6.1. EXPERIMENTO in vivo

Métodos de afericao do pH do biofilme dental sdo aceitos e largamente utilizados
em estudos do potencial cariogénico de alimentos (Lingstrom et al., 1993). Neste
experimento, foi utilizado microeletrodo de contato, cuja maior vantagem é a medicao do
pH no biofilme em seu ambiente in vivo, com todas as influéncias da cavidade oral e, em
especial, da saliva. Além disso, o microeletrodo de contato permite alcancar dareas
interproximais dos dentes e ainda permite um maior niumero de analises por periodo
experimental, pois tem capacidade de responder rapidamente, com boa reprodutibilidade

(Sonmez & Aras, 2007).

Os dados encontrados no presente estudo in vivo mostram que os valores de pH
baseline do biofilme em condicdo de jejum de pelo menos 2 horas ndo diferem
estatisticamente entre os tratamentos, demonstrando que ndo hd metabolizacdo na
auséncia de substrato energético, e que os Dbiofilmes dentais acumulados sao
homogéneos nestas condi¢des. Estes achados sdo suportados pelos dados encontrados
por Rebelo Vieira et al. (2002) e Sonmez & Aras (2007), que também ndo encontraram

diferencas no pH do biofilme in vivo em condicao de jejum.

Ainda, neste experimento in vivo, os carboidratos das solu¢des de tratamento,
incluindo os hidrolisados de amido, foram metabolizados pelos microrganismos presentes
no biofilme acumulado nos dentes dos voluntdrios e causaram significativa queda de pH,
comparados ao grupo controle negativo, até 30 min apds exposicdo aos mesmos. A queda
de pH numericamente mais acentuada foi observada no grupo sacarose. No grupo glicose,
a queda de pH do biofilme foi significativamente menor do que a do grupo sacarose aos 5
min. Este achado parece intrigante a principio, pois tanto a glicose quanto a sacarose

estdao imediatamente disponiveis para fermentacdo pelos microrganismos do biofilme. No
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entanto, é bem claro na literatura que os polissacarideos extracelulares sdao reconhecidos
como um fator de viruléncia para o biofilme (Koo et al., 2009) e uma hipdtese é que o
maior potencial acidogénico da sacarose, encontrado neste estudo, poderia ser devido a
diferenca estrutural entre os biofilmes formados sob exposicdo a sacarose e glicose, em
relacdo a composicdo dos polissacarideos, com maior quantidade de polissacarideos
extracelulares insollveis nos biofilmes formados sob exposicdo a sacarose, os quais
consequentemente apresentariam maior porosidade, facilitando a difusdo do agucar e sua
metabolizacdo pelos microrganismos (Rolla et al., 1985). A menor queda de pH provocada
pelos hidrolisados de amido aos 5 min em comparacdo com a sacarose pode ser explicada
pela préopria complexidade estrutural destas moléculas, com seu maior peso molecular,
qgue dificulta e torna mais lenta a metabolizacdo destes carboidratos pelo biofilme dental
(Moynihan et al., 1996a, Al-Khatib et al., 2001), pois é necessdria a a¢do prévia da amilase
salivar para hidrolisar as cadeias de polissacarideos dos hidrolisados de amido e entdo
liberar moléculas com tamanhos menores, capazes de difundir pelo biofilme e de ser
metabolizadas pelos microrganismos. Os hidrolisados de amido de ED 5, 20 e 40 e a
glicose provocaram, aos 5 min, quedas muito semelhantes no pH do biofilme.
Possivelmente estes produtos da hidrélise do amido aqui avaliados contém uma
guantidade de monossacarideos e dissacarideos de glicose ja suficiente para ser
imediatamente disponibilizada e metabolizada pelo biofilme (Russel et al., 1992),
produzindo quedas de pH semelhantes a solucdo de glicose. Outra possibilidade ainda a
ser considerada é de que, durante o tempo que os voluntarios fizeram bochecho com as
solucdes para a determinacdo do pH apds 5 min, os hidrolisados de amido ficaram
expostos a acdo da amilase salivar, que disponibilizou mais uma quantidade de
monossacarideos e dissacarideos, que puderam ser utilizados pelos microrganismos do
biofilme (Grenby & Mistry, 2000). Al-Khatib et al. (2001) também ndo encontraram
diferencgas significativas quando compararam o potencial acidogénico de solucdes de
maltodextrinas de ED 5,5, 14 e 18,5, concordando com o presente estudo, mesmo

considerando as diferencas no delineamento experimental dos dois trabalhos. Assim, os
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achados deste experimento in vivo sugerem que uma alta frequéncia de ingestao destes
carboidratos associada ao acumulo de biofilme poderia ter como consequéncia a
desmineralizagdo tanto do esmalte quanto da dentina, principalmente se for considerado
o hidrolisado de ED 40, que aos 5 min provocou queda de pH estatisticamente semelhante

a sacarose.

O hidrolisado de amido ED 5 é o produto que apresenta o menor grau de hidrdlise,
portanto, a menor propor¢cao de moléculas de glicose livre ou pontas redutoras para o
metabolismo bacteriano. Como consequéncia, é possivel observar que este produto ndo
abaixou o pH do biofilme a valores menores que 5,8 e também, aos 15 min, o valor de pH
do biofilme se manteve estatisticamente maior que o da sacarose, mas ainda mais baixo
gue o controle negativo. Seria assim possivel sugerir que o hidrolisado de amido com ED 5
é o produto com menor potencial cariogénico entre os hidrolisados avaliados, o que deve

ser confirmado em um estudo in situ ou in vivo.

Em acréscimo, com a acdo de lavagem da cavidade oral provocada pela saliva, e
diluicdo das solucdes de tratamento, além da sua capacidade de tamponar os acidos
produzidos pelo biofilme dental (Nauntofte et al., 2005), apds 30 min de exposi¢do aos
tratamentos, o pH dos biofilmes expostos aos carboidratos atingiu valores que nao

diferiram entre si, e aos 60 min, os valores de pH basais foram restaurados.

Ainda que os hidrolisados de amido avaliados neste experimento sejam menos
cariogénicos quando comparados a sacarose, € importante salientar que eles levaram a
significativa queda de pH no biofilme acumulado por 3 dias. Considerando a variedade de
alimentos industrializados da dieta que contém estes subprodutos da hidrélise do amido e
a frequéncia em que estes alimentos sdo consumidos, estudos s3do necessarios para
avaliar com mais detalhes os efeitos dos hidrolisados de amido sobre a desmineralizacao
dental, para que profissionais de salde e populacdo conhegam as implicagdes do consumo

constante destes carboidratos no processo da carie.
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6.2. EXPERIMENTO in situ

O papel do amido na cérie dental tem sido amplamente estudado (Grenby, 1997;
Lingstrom et al., 2000; Ribeiro et al., 2005; Aires et al., 2008; Duarte et al., 2008;
Thurnheer et al.,, 2008), no entanto, muito pouco se conhece sobre o papel dos
subprodutos da hidrélise do amido na desmineralizagdo dental. Atualmente os
hidrolisados de amido sdao largamente utilizados pela industria de alimentos devido as
suas diferentes caracteristicas, cada uma com fung¢des especificas, importantes na

producao de itens alimenticios.

Os dados de queda do pH do biofilme formado in situ podem ajudar a explicar os
resultados de perda mineral dos blocos dentais, pois o grupo sacarose apresentou as
maiores perdas minerais em esmalte e dentina e também foi responsavel pela maior
gueda de pH encontrada no biofilme formado in situ sobre os dois substratos dentais. Esta
maior cariogenicidade da sacarose esta de acordo com a literatura (Cury et al., 1997; Cury
et al., 2000; Aires et al., 2006; Aires et al., 2008). Quanto aos hidrolisados de amido de ED
20 e 40 testados, utilizados em alta frequéncia (8 x/dia) e concomitante ao uso de
dentifricio nao-fluoretado, estes provocaram perdas minerais significativas para esmalte e
para dentina, avaliadas tanto por dureza de superficie (%PDS) quanto pela drea da lesao
de carie (AS). Estas perdas minerais ndo atingiram os mesmos niveis do grupo sacarose,
mas os achados podem ser suportados pela queda de pH do biofilme exposto a estes
produtos, os quais foram significativamente maiores que o grupo controle negativo. Estes
dados de perda mineral estdo de acordo com os resultados de Papa et al. (2010), que
mostraram in situ que férmula infantil contendo apenas maltodextrina, um tipo de
hidrolisado de amido, como fonte de carboidrato, resultou em perda mineral significativa
em esmalte deciduo. No entanto, deve-se levar em consideracdo os demais componentes
destas férmulas, que podem interferir negativa ou positivamente com o potencial
cariogénico do hidrolisado de amido, o qual no presente estudo esta sendo avaliado sem

qualquer outra substancia ou componente. Em acréscimo, assim como os presentes
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resultados de %PDS e AS, Grenby & Mistry (2000) demonstraram em experimento com
ratos que quanto maior o ED do hidrolisado de amido, maior seu potencial cariogénico, o
que pode ser devido a maior propor¢ao de pequenas moléculas, rapidamente

metabolizaveis, disponibilizadas para o biofilme.

Os dados de perda mineral encontrados para o grupo controle negativo agua
permitem afirmar que ndo houve efeito cruzado entre os tratamentos, pois este
tratamento foi utilizado concomitantemente com a sacarose, e tanto esmalte quanto
dentina ndo apresentaram perda mineral quando expostos ao mesmo, corroborando com
estudos anteriores (Hara et al., 2003, Paes Leme et al., 2004, Pecharki et al., 2005, Ribeiro
et al., 2005; Aires et al., 2006). Os dados de %PDS para esmalte bovino mostraram que o
amido ndo causou perda mineral significante, assim como foi encontrado em esmalte
permanente e deciduo, respectivamente, por Lingstrom et al. (1994) e Ribeiro et al.
(2005). Os dados de pH ajudam a explicar este resultado, pois mesmo causando uma leve
gueda de pH aos 5 min, a producgado 4cida a partir do amido nao foi suficiente para atingir
niveis abaixo do pH critico do esmalte (pH 5,5), portanto, ndo foi estabelecida uma
condicdo de subsaturacdo no biofilme dental em relagdo ao mineral dental, o que
permitiria a desmineralizacdao do dente. J4 para a dentina, com seu menor conteudo
mineral e consequente maior solubilidade, a quantidade de acido produzido devido ao
metabolismo do amido foi suficiente para causar perdas minerais capazes de serem
medidas pela andlise de dureza de superficie e da drea da lesdo de carie. Estes achados

em dentina estdo de acordo com os dados de Aires et al. (2008).

Ressalta-se que neste estudo in situ, os substratos dentais sdo de origem bovina,
gue sdo mais porosos que o substrato humano, mas ainda sdo uma d6tima opc¢do de
substituto para esmalte e dentina humanos, largamente aceito e utilizado em estudos in
vitro e in situ (Mellberg, 1992). Além disso, os blocos dentais tiveram parte de sua
superficie planificada e polida, e ao retirar a camada mais externa do mineral, associando

o uso de dentifricio ndo fluoretado, possivelmente acelerou-se a velocidade da lesdo.
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As quedas de pH provocadas pelos hidrolisados de amido de diferentes
equivalentes de dextrose, 5 min apds a exposicdo aos mesmos, ndo diferiram entre si nem
no biofilme dental formado in situ sobre blocos de esmalte, tampouco para aquele
formado sobre blocos de dentina, concordando com os resultados encontrados in vivo por
Grenby & Mistry (2000) e Al-Khatib et al. (2001). E importante ressaltar que no presente
estudo in situ, grande quantidade de biofilme foi acumulado sobre os blocos dentais sob
alta frequéncia de exposicdo as solucdo de tratamento e que durante as refei¢des, o
dispositivo era removido da cavidade bucal, situacdo distinta do biofilme dental
acumulado nos dentes dos voluntarios para teste de acidogenicidade como no estudo de
Al-Khatib et al. (2001), no qual os voluntarios foram instruidos para ndao escovarem os
dentes por 24 h apenas. Os resultados de acidogenicidade do experimento in vivo
previamente descrito corroboram com os dados do experimento in situ. No pH baseline,
ambos experimentos ndo demonstraram diferencas entre os tratamentos, e apds 5 min de
exposicado, todos os hidrolisados de amido provocaram quedas significativas em relagdao ao

controle negativo, sem diferencas estatisticas entre os eles.
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7. CONSIDERACOES GERAIS

Com base nos dados de potencial acidogénico do experimento in vivo e in situ e
nas perdas minerais encontradas no experimento in situ, surge a preocupagdao com a
frequéncia de consumo dos hidrolisados de amido, especialmente em individuos de maior
risco a cdrie dental, como os idosos. Esta populagdo muitas vezes encontra-se
institucionalizados para o tratamento de outras doencas e recebem suplementacdo
nutricional com hidrolisados de amido, que se associado a higienizacdo oral ineficiente e
presenca de raizes expostas, favorece o surgimento e progressdao de lesGes cariosas,

principalmente em dentina.

38



8. CONCLUSAO

Com base nos experimentos in vivo e in situ, conclui-se que os hidrolisados de
amido sdao fermentados pelo biofilme oral, provocando significativas quedas de pH, e
podem levar a desmineralizacdo tanto em esmalte quanto em dentina, quando

consumidos em alta frequéncia.
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APENDICES

APENDICE 1. Instrugdes do Experimento in vivo que foram entregues aos voluntarios

Universidade Estadual de Campinas
\") Faculdade de Odontologia de Piracicaba
§ A Programa de Pos-Graduagao em Odontologia
v, \" Area de concentracao — Cariologia
) Docente responséavel: Profa. Cinthia P. M.

UNICAMP Tabchoury
Mestranda: Karla Evelyn Cook

Titulo do Estudo: “Avaliagao in vivo do pH de biofilmes cariogénicos expostos a
diferentes hidrolisados de amido”

Orientagdes para as fases experimentais:

o Cada fase experimental tera duracao de 4 dias.

o Durante os quatro dias de experimento, vocé devera interromper a escovacao dos
dentes posteriores superiores e inferiores (dentes molares e pré-molares), assim
como o uso do fio dental também devera ser interrompido. Os dentes anteriores e a
lingua poderdo ser normalmente escovados, utilizando o dentifricio fornecido pelas
pesquisadoras.

oNo primeiro dia, ir ao laboratorio de Bioquimica Oral as 8 h para obter
orientacdes praticas quanto aos bochechos e receber os potes com as solugdes.

oNo primeiro dia, o primeiro bochecho sera realizado no laboratério, as 8 h. Vocé
recebera 5 doses da solucdo de tratamento, para as 10 h, 14 h, 16 h e 18 h do
mesmo dia, e a primeira dose do dia seguinte, as 8 h.

oNo segundo e terceiro dia, a aluna de mestrado sera responsavel por entregar as
solucdes de tratamento, pois estas devem ser preparadas diariamente.

o Os potes dos tratamentos estardo devidamente identificados com seu nome, o dia e
o horario para realizagdo dos bochechos.

o Atencao especial para o horario do ultimo bochecho no 32 dia, pois devera haver
um intervalo de 12 horas entre o ultimo bochecho e a afericao do pH no tempo 0 (ou
baseline).

oNo 4° dia, apresentar-se ao consultério (sala em frente ao laboratério da Bioquimica
Oral) no horario informado, com ao menos 2 horas de jejum.

o O bochecho nao deve ser realizado de forma vigorosa, atentar para que a solucao
entre em contato com todas as regioes da cavidade bucal.
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o Durante o bochecho, contar lentamente de 1 a 20.
o Apds cada bochecho, aguardar 15 min. para comer ou beber.
o Nao ha necessidade de mudar seus habitos alimentares, se alimente normalmente!

Qualquer problema ou duvidas nos comunicar pelo e-mail: karlacook@gmail.com ou
por telefone: (11) 8295-XXXX (pode ligar a cobrar).

Muito obrigada pela sua participagao!

Karla E. Cook
Profa. Dra. Cinthia P. M. Tabchoury
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APENDICE 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do Experimento in vivo

NG

(]
aY
UNICAMP TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: "Avaliacdo in vivo do pH de biofilmes cariogénicos expostos a diferentes
hidrolisados de amido”

Esta pesquisa tem como responsédvel a Profa. Cinthia P. M. Tabchoury e aluna de Mestrado Karla
Evelyn Cook, que fard o convite para participacdo na pesquisa, a apresentacdo do TCLE e a
obtencdo do consentimento pelo voluntério.

Pesquisadores: Karla Evelyn Cook, Cinthia Machado Pereira Tabchoury, Jaime Aparecido Cury.

Justificativa para a realizacao da pesquisa

E sabido que os indices de cérie na populacio tém diminuido, entretanto, a doenca ndo foi
erradicada, gerando a necessidade de estudar a agcdo dos componentes da dieta sobre os
microrganismos cariogé€nicos presentes na boca. Os hidrolisados de amido representam uma
ferramenta da industria para conferir determinadas caracteristicas a diversos alimentos e bebidas, e
apresentam diferentes valores de equivalente de dextrose (DE), dependendo da fonte vegetal do
amido e do processo de hidrélise utilizado. Pouco se sabe do efeito destes carboidratos no biofilme
formado sobre esmalte dental, tornando importante a avaliagdo do potencial de queda de pH e
consequente desmineralizagao.

Objetivos

Avaliar in vivo o efeito de queda de pH do biofilme provocado por hidrolisados de amido de
diferentes equivalentes de dextrose.

Procedimentos

O estudo sera realizado in vivo e cruzado, compreendendo 6 fases de 4 dias de duracdo, das quais
participardo voluntdrios adultos que interromperdo a higiene da face bucal dos dentes posteriores e
fardo bochecho com solucdo de tratamento 5x/dia. Os voluntérios serdo casualizados em 6 grupos
de tratamento: T1: dgua destilada e deionizada (controle negativo); T2: solucdo de sacarose 20%
(controle positivo); T3: solucdo de glicose 20%; T4: solugdo de hidrolisado de amido (ED 10) 20%;
T5: solugdo de hidrolisado de amido (ED 20) 20%; T6: solu¢do de hidrolisado de amido (ED 40)
20%. Na manha do quarto dia de cada fase, os voluntérios, em jejum de 2 horas, terdo aferidos o pH
do biofilme e logo em seguida bochecharao o respectivo tratamento, e serd novamente aferido o pH
do biofilme depois de 5, 15, 30 e 60 min. A higienizacdo dos demais dentes serd realizada com
dentifricio fluoretado durante o experimento e nos periodos de wash-out.

Possibilidade de inclusao em grupo controle ou placebo

Nao hd possibilidade do voluntdrio ser incluido em grupo controle ou placebo.
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Métodos alternativos para obtencio da informacao ou tratamento da condicio
Nio existem métodos alternativos.
Descricao critica dos desconfortos e riscos previsiveis

O acumulo de biofilme por 4 dias ndo oferece risco de cdrie ou de doenga periodontal. Mesmo
assim, dentifricio fluoretado podera ser utilizado na higieniza¢do dos dentes anteriores, e o fluoreto
se difundird para o biofilme, devido o gradiente de concentragdo do fon, minimizando a perda
mineral. Em acréscimo, ao final de cada fase experimental, os voluntdrios voltardo a escovar todos
os dentes com dentifricio fluoretado e serd recomendado que realizem adequada higiene bucal.

Descricao dos beneficios e vantagens diretas ao voluntario

Nao h4 beneficio e vantagem direta, entretanto o voluntdrio contribuird para a realizacdo deste
projeto, gerando e adquirindo conhecimento sobre o assunto estudado.

Forma de acompanhamento e assisténcia ao sujeito

Os pesquisadores envolvidos na pesquisa estardo a disposicdo do voluntdrio para esclarecer
quaisquer duvidas antes, durante e apds os tratamentos.

Forma de contato com os pesquisadores e com o CEP

O voluntério poderd encontrar os professores em suas salas ou ainda no laboratério de Bioquimica.
Também estdo disponiveis os seguintes telefones: (19) 2106-XXXX (Sala da Prof* Cinthia); (19)
2106-XXXX (Laboratério de Bioquimica); (11) 8295-XXXX (celular da Karla).

Em caso de duivida quanto aos seus direitos como voluntario de pesquisa escreva para o Comité de
Etica em Pesquisa da FOP-UNICAMP: Av. Limeira, 901 - caixa postal 52. Piracicaba - SP —
CEP: 13414-903. Tel/fax: (0xx19) 2106-5349. E-mail: cep@fop.unicamp.br. Website:
www.fop.unicamp.br/cep/index.htm

Garantia de esclarecimento

O voluntirio tem garantia de que recebera resposta ou esclarecimento de qualquer ddvida quanto
aos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados a pesquisa ainda que isso possa
afetar a vontade do individuo em continuar participando. Qualquer ddvida ou problema, por favor,
comunicar-nos o mais breve possivel.

Garantia de recusa a participacio ou de saida do estudo

A decisdo de fazer parte desta pesquisa € voluntdria. O voluntdrio pode escolher se quer ou ndo
participar, assim como poderd desistir de participar a qualquer momento, sem qualquer prejuizo ou
punicao.

Garantia de sigilo

Os pesquisadores asseguram a sua privacidade quanto aos dados confidenciais envolvidos na
pesquisa.

Garantia de ressarcimento
O voluntério serd ressarcido de eventuais despesas com o transporte e alimentagao.
Garantia de indenizacao e/ou reparacao de danos

Nao ha danos previsiveis decorrentes desta pesquisa, e desta forma nio ha previsdo de indenizagao.
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Garantia de entrega da cépia

O voluntério receberd uma cépia deste documento.

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

Nome do voluntario/ RG Assinatura do voluntario
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APENDICE 3. Valores médios (+ DP) de dureza de superficie iniciais dos blocos de

esmalte e dentina aleatorizados em cada tratamento (n=48).

Substrato Tratamento Dureza de superficie
Agua® 344,1+11,0
Amido ® 342,0+12,1
Esmalte Sa.carctse a . ] 342,4+11,4
(p = 0.6646) Hidrolisado de amido ED 5 344,7 £ 12,5
Hidrolisado de amido ED 20 ? 344,5+12,7
Hidrolisado de amido ED 40 ® 341,4 +13,1
Média de todos os blocos de esmalte 343,2+12,1
Agua® 44,1+1,9
Amido * 43,4+2,1
Dentina S:;_\carqse A . . 43,8+2,4
(p = 0.0733) Hidrolisado de amido ED 5 . 43,7+1,8
Hidrolisado de amido ED 20 44,3+2,0
Hidrolisado de amido ED 40 * 43,2+1,8
Média de todos os blocos de dentina 43,8+2,0

Letras iguais indicam auséncia de diferengas estatisticas entre as linhas.
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APENDICE 4. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do Experimento in situ

N

¥

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNICAMP

Titulo da Pesquisa: "Efeito de hidrolisados de amido de diferentes equivalentes de dextrose na
acidogenicidade do biofilme e desmineraliza¢ao dental”

Esta pesquisa tem como responsavel a Profa. Cinthia P. M. Tabchoury e aluna de Mestrado Karla
Evelyn Cook que fard o convite para participacdo na pesquisa, a apresentacdo do TCLE e a
obtenc¢ao do consentimento pelo voluntario.

Pesquisadores: Karla Evelyn Cook, Profa. Dra. Cinthia Pereira Machado Tabchoury, Prof. Dr.
Jaime Aparecido Cury, Profa. Dra. Altair Antoninha Del Bel Cury, Prof. Dr. Wander José da Silva.

Justificativa para a realizacao da pesquisa

E sabido que os indices de cdrie na populagdo tém diminuido, principalmente quando passou-se a
adicionar fldor na 4gua de abastecimento publico e com a popularizacio do uso de dentifricios
fluoretados. Entretanto, a doenca nao foi extinguida, e hoje procura-se estudar os componentes
presentes na alimentacdo da populacdo e sua ac@o sobre os microrganismos cariogénicos
naturalmente presentes na boca. Os hidrolisados de amido representam uma ferramenta da industria
de alimentos para conferir determinadas caracteristicas a bebidas esportivas, refrigerantes, sopas em
po, achocolatados, férmulas infantis, entre outros. Os hidrolisados de amido podem apresentar
diferentes valores de equivalente de dextrose (ED), que depende da fonte vegetal do amido e do
processo de hidrélise que for aplicado. Entretanto, pouco se sabe do efeito destes carboidratos nos
substratos dentais (esmalte e dentina), tornando importante avaliar o potencial cariogénico de
hidrolisados de amido com diferentes ED, considerando tanto seu potencial de queda de pH, quanto
sua influéncia sobre os microrganismos orais e consequente desmineralizagdo dental.

Objetivos

Avaliar in situ o efeito de hidrolisados de amido de diferentes equivalentes de dextrose na
desmineralizacdo do esmalte e dentina, assim como na acidogenicidade e composi¢ao bioquimica e
microbiolégica do biofilme dental formado.

Procedimentos

Serd realizado um estudo in situ, cruzado e boca-dividida, com 3 fases experimentais, do qual
participardo voluntdrios adultos. Os mesmos utilizardo dispositivo palatino contendo blocos de
esmalte e dentina pré-selecionados pela dureza de superficie, sendo 2 blocos de esmalte e 2 de
dentina em cada lado do dispositivo. Os voluntdrios serdo casualizados em 3 combinagdes de
tratamentos: dgua destilada e deionizada - controle negativo + solucao de sacarose 10%; solucdo de
hidrolisado de amido ED 5, 10% + solugado de hidrolisado de amido ED 20, 10%; solugdo de
amido 2% + solug@o de hidrolisado de amido ED 40, 10%). Os voluntirios serdo orientados a
utilizar o dispositivo diariamente, inclusive para dormir e as solugdes de tratamento serdo gotejadas
extra oralmente sobre os blocos 8 x/dia. A higienizagdo serd realizada com dentifricio ndo
fluoretado durante o experimento e nos periodos de lead-in e wash-out. Ao final de cada fase, sera
feita andlise do pH dos biofilmes formados sobre os diferentes substratos e a coleta do biofilme
formado sobre os blocos para avaliacdo microbioldgica e bioquimica. Para avaliacdo da perda
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mineral serd determinada a dureza de superficie, assim como a do esmalte seccionado
transversalmente.

Possibilidade de inclusao em grupo controle ou placebo

Nao ha possibilidade do voluntario ser incluido em grupo controle ou placebo.

Métodos alternativos para obtencio da informacao ou tratamento da condicio

Naio existem métodos alternativos.

Descricio critica dos desconfortos e riscos previsiveis

Nao ha desconfortos e riscos previsiveis.

Descricao dos beneficios e vantagens diretas ao voluntario

Nao ha beneficio e vantagem direta, entretanto o voluntario contribuird para a realizacdo deste
projeto e ird adquirir conhecimento sobre a drea.

Forma de acompanhamento e assisténcia ao sujeito

Os pesquisadores envolvidos na pesquisa estardo a disposicdo do voluntirio para esclarecer
quaisquer dividas antes, durante e apds as fases experimentais.

Forma de contato com os pesquisadores e com o CEP

O voluntério podera encontrar os professores em suas salas ou ainda no laboratério de Bioquimica.
Também estdo disponiveis os seguintes telefones: 2106-XXXX (Sala da Prof* Cinthia); 2106-
XXXX (Laboratério de Bioquimica); (11) 8295-XXXX (celular Karla).

Em caso de duvida quanto aos seus direitos como voluntdrio de pesquisa escreva para o Comité de
Etica em Pesquisa da FOP-UNICAMP: Av. Limeira, 901 - caixa postal 52. Piracicaba - SP —
CEP: 13414-903. Tel/fax: (0xx19) 2106-5349. E-mail: cep@fop.unicamp.br. Website:

www.fop.unicamp.br/cep/index.htm

Garantia de esclarecimento

O voluntirio tem garantia de que receberd resposta ou esclarecimento de qualquer ddvida quanto
aos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados a pesquisa ainda que isso possa
afetar a vontade do individuo em continuar participando. Qualquer divida ou problema, por favor,

comunicar-nos o mais breve possivel.

Garantia de recusa a participacio ou de saida do estudo

A decis@o de fazer parte desta pesquisa ¢ voluntdria. O voluntdrio pode escolher se quer ou ndo
participar, assim como poderd desistir de participar a qualquer momento, sem qualquer prejuizo ou
punicio.

Garantia de sigilo

Os pesquisadores asseguram a sua privacidade quanto aos dados confidenciais envolvidos na

pesquisa.
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Garantia de ressarcimento

O voluntério serd ressarcido de eventuais despesas com o transporte e alimentacgao.
Garantia de indenizacao e/ou reparacao de danos

Nao h4 danos previsiveis decorrentes desta pesquisa, e desta forma ndo hé previsdo de indenizacao.
Garantia de entrega da copia

O voluntério receberd uma cépia deste documento.

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

Nome do voluntario/ RG Assinatura do voluntario
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APENDICE 5. Instrugbes do Experimento in situ que foram entregues aos voluntarios

/N UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
%..\“ FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA @

Projeto de Pesquisa: Efeito de hidrolisados de amido de diferentes equivalentes de dextrose
na acidogenicidade do biofilme e desmineralizacao dental

Aluna de Mestrado: Karla Evelyn Cook
Profa. Orientadora: Dra. Cinthia P. M. Tabchoury

INSTRUCOES AOS VOLUNTARIOS

Orientacoes Gerais
- O aparelho palatino deve permanecer na boca durante todo o dia e noite, devendo ser
removido apenas durante as refei¢cdes, para comer ou beber algo e para higienizacao oral.
- Quando o aparelho estiver fora da boca, ndo deve, em momento algum, ser deixado a
seco. Favor guardéd-lo sempre no porta-aparelho, em contato com gaze umedecida com
agua.
- Utilize apenas a pasta de dente fornecida. Se necessitar de outra pasta, € sé informar aos
pesquisadores.
- A higienizacdo oral poderd ser feita normalmente, 3 vezes ao dia.
- Favor ndo utilizar produtos de bochecho ou outros agentes topicos durante as fases
experimentais.
- Em geral, ndo haverd nenhuma mudanga na alimentacdo. Solicitamos, entretanto, que
nio consuma chd preto, verde e mate durante o experimento, pois estes contém
quantidades significativas de fldor.
- Procure evitar manter o dispositivo fora da boca por periodos prolongados, tentando
restringir aos periodos de alimentacao.

Uso do aparelho palatino
- Em cada fase experimental, dois tratamentos diferentes serdo utilizados, um sendo
gotejado nos blocos do lado direito, e outro tratamento nos blocos do lado esquerdo.
Considerar a cor da resina do dispositivo e a cor no frasco de tratamento.
- O gotejamento deve ser realizado 8 vezes ao dia. Os hordrios estdo pré-determinados e
estdo marcados na tampa do porta-aparelho.
- As solugdes de tratamento serdo entregues e devem permanecer a temperatura
ambiente. Eles foram esterilizados, portanto ndo h4 riscos de contaminacao.
- Para gotejar a solugdo de tratamento, remova o aparelho da boca, seque a regido da tela
com uma gaze, dobre a gaze e posicione entre as telas, para que os tratamentos nao
escorram e contaminem os blocos opostos. Goteje uma gota sobre cada bloco, evitando
tocar a ponta do conta-gotas na tela, para ndo contaminar as solugdes.
- Aguardar 5 minutos e recolocar o aparelho na boca.
- Se acordar tarde e precisar alterar os horarios de gotejamento, ndo hd problemas!
Iniciar o gotejamento mais tarde, mas mantenha os intervalos e o total de 8 exposi¢cdes!
- Nosso objetivo é a formagdo e acimulo de biofilme (placa dental) acima dos blocos,
por isso ndo tente remover o biofilme sob a tela plastica!
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Escovacao dos dentes e do aparelho

- Utilizar somente o dentifricio fornecido, que ndo contém fldor, nem substincias anti-

placa.

- A escovagdo poderd ser realizada normalmente, apds o café da manha, almoco e jantar.

I.

Modo de escovacao
Retirar o aparelho da boca.
Escovar os dentes normalmente e enxaguar a boca.
Colocar mais pasta de dente na escova e escovar o dispositivo, iniciando da parte
que entra em contato com o palato (oposta a tela plastica), para formacdo de
espuma.
Virar o dispositivo e escovar a regido central do aparelho e em torno da tela.
Tomar cuidado para ndo escovar sobre a tela plastica, para ndo remover o
biofilme que estd se formando. Arraste a espuma com a lateral da escova sobre a
tela.
Enxdgue o dispositivo, com cuidado para evitar jatos d’agua caindo sobre a tela
pléstica, para ndo remover o biofilme.

As solucoes de tratamento serao trocadas as segundas, quartas e sextas-feiras.
Nestes dias, durante as trés fases experimentais, solicitamos a gentileza de retirar as
solucoes no Laboratério de Bioquimica Oral. As solucoes serao identificadas,

cuidado para nao pegar as solucoes trocadas!

Qualquer ddvida ou problema, favor entrar em contato conosco!

Karla: (11) 8295-XXXX

Profa. Cinthia: 2106-XXXX
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APENDICE 6. Graficos dos dados de acidogenicidade nos blocos de esmalte e dentina,

pH

para cada tratamento.
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Figura 1. Analise do pH do biofilme formado sobre os blocos de esmalte, no tempo 0
(baseline) e apds 5 min. de exposicdao aos tratamentos (barras indicam DP; n=14). Letras
distintas indicam diferenca estatistica entre os tratamentos.
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Figura 2. Andlise do pH do biofilme formado sobre os blocos de dentina, no tempo 0
(baseline) e apds 5 min. de exposicdo aos tratamentos (barras indicam DP; n=14). Letras
distintas indicam diferenca estatistica entre os tratamentos.
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