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RESUMO

Este trabalhoe teve como objetive verificar a
influéncia de carboidratos frequentemente consumidos na dieta,
como glicose, sacarose, frutose e dextrina, na fermentag¢do e
na sintese de polissacarideos extracelulares insoliveis pela
placa dentaria in vifro e a intbigdo  destas atividades

metabolicas promovida pelo ion citratoe.

Para tal, foi wutilizada wuma suspensfio de placa
dentaria ( 10 mg / ml de tampdoe fosfate 0,01 pH 7,01}, que
foi incubada na presenga dos substratos a 37°C, durante 2
horas para fermentagdo e 18  horas para 2 sintese de

polissacarideos extracelulares insolaveis (PEL}.

A farmentacio foi medida por titulagdo com
solugdo de NaQOH 0,05N A avaliagdo da sintese de PE! fou
realizada pela dosagem de carboidratos totais, O citrato de
sodio foi acrescentado aos meios de ingubacgio, nas

soncentragdes de 50 e 100 mM.

0s resultados demonstraram gue a glicose produziu
2 maior guantidade de acidoes e a sacarese sintetizow a maior

quantidade de polissacarideos extracelulares insolaveis, quando



xii

comparados com os outros carboidratos. O  ion citrato fol
capaz de inibir significativamente a fermentagdo ¢ a sintese de

~polissacarideos extracelulares insoliveis.

PALAVRAS-CHAVE:

Placa dental - Fermentagdao - Sintese de

polissacarideos insolaveis - Carboidratos - Citrato



I1- INTRODUCAO



Tt

A placa dentaria ¢ definida como uma agregacio
heterogénea de microrganismos sobre a3 superficie dos denteas,
organizando-se em sitios, que possuem um ambiente dindmico

(THEILADEgsz 1977, LIST‘G:&R.TEN45, 1988, MORHART &

FITZGERALD >, 1976).

Sendo assim, tem despertade muito o interesseg dos
pesguisadores, nos ultimos anos, sobretudo por ser
considerada o prioncipal agente etioldgico das caries e doengas

periodontais.

0 papel da placa no desenvolvimento da doenga
periodontal for evidengiado pela  indugdo experimental de
gengivite por melo da elimina¢ic dos métodos de higiene
oral, permitindo acumulg de bactérias na superficie do dente

fLOE et ai46, 19653, quando ha o crescimento da microbiota

residente, podende ocorrer alteragdes inflamatoriaz dos tecidos
gengivais, em resposta a toxicidade dos produtos bacterianos
como enzimas, toxinas e metabdlitos finais, . gue causam
injuria ao tecido, desencadeando uma reagdo de defesa do
hospedsiro por meio de mecanismos mediadores inflamatorios

que tém como objetivo a neutralizagfo do agente injuriante.

¢ edema e as alteragdes proliferativas do tecido

gengival durante os estagios iniciats da reag¢do inflamatdria



causam uma hipertrofia gengival, que resultaria neo
recobrimento da placa dentaria anteriormente supra-genzival,
tornando-a subgengival, favorecendo 0 aparecimento de
gspectes bacteriamas anazerdbicas durante o desenvolvimento da

dognga (LISTG&RTEN44, 1976, LT{S’I‘GARTEN45 , 1988),

0 desenvolvimento da carie dental envolve ums
triade de fatores indispensdveis, que se interagem em  uma
refaco dindmica de forma gue: a microbiota da placa, os
carboidratos da dieta e a suceptibilidade do dente constituem

) . ] . 34
0s componentes desse  sistema integrade (HOUTE |, 1984,

?[NHEIRDﬁS, 1983a, I’iNHE’[ROéﬁ, 1983%, P.[NHBIROé?, 1983¢).

O processo carioso provoca a desmingralizagio do
esmalte do dente por Acides orgdnices, produzidos a partir
da fermenta¢io de carboidratos pelos microrganismos da placa

dentaria {HOUTE33, ie80; HUANG at 3135, 1981,

FEATHERSTONE et ailg, 1081).

Como essas doengas atingem uma grande parcela da
populagdo, varias medidas tém sido tomadas, com o objetivo
de prevenir seuw aparecimento.

Com referéncia a placa bacteriana, deve-se
salientar gue o seu desenvolvimento ¢ © seu metabolismo sdo

dois fatores fundamentais que podem ser relacionados.



ADp s¢ considerar 0 desenvolvimento da placa,
sabemos gque o inicie de sua formacioc ocorre coem a
colonizagdo da camada acelular amorfa chamada pelicula
adguirida, que & formada pela adsorgdo seletiva de
glicoproteinas  salivares a superficie do esmalte. O inicio
desta colonizag8o ocorre pela adsorgde da  bactéria do
ambiente oral na superficie da pelicula, aderindo-se de modo
reversivel, porem ¢ertos mi¢rorganismoes tornam-se Tirmemente
aderidos e comecam a proliferar. Durante a fase de
multipticagdo, ocorre uma interagfo entre células bacterianas
mediadas por polimeros extraceluiares sintetizados pelas
préprias baciérias ¢ também ocorre aposigdo de novos
microrganismos, promovendo 0 desenvolvimentao da placa

iviet! 1977, GiBBONS & VAN HOUTESY 1973,

A persisténcia desses colonizadores originais em
seus respectivos nichos dependera de acessibilidade a
nutrientes e de sua capacidade de adaptagio ao meio. A
atividade metabodlica dessa massa de micgrorganismos exercera
gfeitos seletives na flora da placa, de forma que o
microrganismo gue pode adaptar-se permanece ¢ se desenvolve,
enquanto outro gue ndo ses adapta € rapidamente eliminado,
promovendo mudangas guantitativas e gualitativas na

composigio microbiana. Em sete dias, ¢ processo leva ao

estabelecimento da placa madura, onde a microbiota alcanga



um balanceado equilibrio dindmico {(MORHART &

FITSGERALDSB, 1976; L{STG'ARTEN4S 1988; THEI’LADESg,

S

1977, SOCRANSKY & MANGANIELLO °, 1971).

Mo que diz respeito ao metabolismo, consideramos
que a fermentacgdo & a sintese de polissacarideos
extracelulares insolivels sdo de importincia relevante ¢ estdo

relacionadas com a viruléncia da placa.

Durante o processo de colonizagie da superficie
dentaria pelos microrganismoes, a sintese de polissacarideos
extracelulares por diversas espécies de  Streprococcus e
Actinomyvees ¢ de grande 1mportiancia para sua adesividade, A
habilidade dessas bactértas se aderirem deve-se & presenca de
gnzimas denominadas glicosiltransferases em suas membranas,
as gquais utilizam a sacarose para formar polimeros de
slicose 1nsoliuveis chamados glicanas com altas proporgdes de
ligagdes «-{1->3) que servem como componentes estruturaigs da
matriz da placa. Estas glicanas permitem aglutinagide ds
bactérias gspecificas que possuam, em suas superficies
celulares, sitios recepiores, possibilitando que varias bactérias
sé¢ liguem a3 mesma meolécula de polimero, promovendo o
aumento da massa microbiana. A  matriz formada pelos
polissacarideos serve cormo protegde e reorganizagdo desses

microrganismos sobre o dente, podendo concentrar substidancias



necessarias para o crescimento da placa ¢ também agir como
barreira para a difusio dos 3cidos e entrada de tampdes da

28 |
2% 1970. SONIU & ROLLAS! 1973.

3

- galiva (GUGGENHEIN

ROLLA?G, 19893,

A outra caracteristica importante é a fermentacdo.
As bactérias utilizam o3 carboidratos da dieta e aqueles
fibsrados de gii'coproteinas salivares, para produzir ATP 2
obter energia através da via glicolitica, devido ao ambiente
da placa serl anasrébico. O principal produto final desss
processe ¢ o acido lactico, embora outros acidos orgédnicos
possam s$e formar como acectato, propionato € formato,
determinando uma rapida diminuig¢do do pH da placa dentaria

22

{GUEDES™ ", 1973, VAN DER HOVEN & F.RANKENQG {982

71
ROLLA ¢t al ~, 1983},
Por ser a nplaca dentaria um sistema aberto, esta
exposta ao ambiente oral, ficando sujeita a4 entrada de

componentes, que geralmente sfdo constituintes da dieta e tém

a habilidade de influenciar o metabolismo  da placa

(KLEINBERG ', 1970).

Muitos estudos ja demonstraram que os habitos

dietéticos e a «composigdce dos alimentos podem afetar a



compoesigdo gquimica da placa, o tipo de bactérias encontradas

¢ a atividade metabdlica dessas bhactérias {'MENAKERS{}, P984,

®

ﬁEWBRUNSé-, 19943,

Carboidratos de residucs alimentares que
permanscem n.a. cavidade oral, guando entram em contato com
a placa, sdc utilizados pelas bactérias para obtenclo de
energia, necessaria a manutengdoc de sua integridade, tende
como resultado dessa degradacio a formagdo de acidos, que
causam a redugic do pH, promovendo a desmineralizacio do
gsmalte do dente, afetande a atividade de carie. A existéncia
de uma grande wvariedade de carboidratos promowve, na placa,
respostas diferentes; geralmente, monossacarideos sdo capazes
de produzir alteragdes bruscas de pH, devido a sua rapida
metabolizagdo, enguanto os dissagarideos ¢ polissacarideons
necessitam ser hidrolisados por enzimas, antes de serem
catabolizados, a retentividade ¢ um fator capaz de influenciar
a produgio de acidos, pois prolonga a utilizagio dos

agucares o que aumentaria a duragdo da resposta do pH

(KLEINBERG" . 1970 ).

Dos carboidratos normalmente consumidos, a
sacarose € conhecida por possuir o mais alfto potencial
indutor de carte, apssar de estimular uma produgdo acida

semelhante & de outros monossacarideos - como glicose e



frutose. A cariogenicidade da gsacarose esta associada a sua
utilizagdo pelas bactérias para sintese de polissacarideos
extracelulares 1insoluveis, pois esse agdcar possui uma alta

engrgia de ligagde entre o8 carbonos anoméricos C, da
glicese e €, da frutose, que ¢ utilizada pelas enzimas

glicosiltransferases na sintese de glicanas que promovem a
adesividade, resultando em um pesado acamulo de placa

(NEWBRUN'. 1972 . ROLLA ot al *, 108%).

Evidéncias relacionandoe ¢onsumo de sacarose 8

prevaléncia de carie sdo amplamente encontradas na literatura.

A carie ocorria com pouca freqiéncia no homem
primitive e comprovagdes arqueolégicas mostraram que ela
existiu em todas as idades do homem civilizado, porém, a
partir de 1850, coincidinde com o comércio do aguacar de
gcana e farinhas refinadas, houve um aumento da incidéncia
de caries. Estudos demonstraram que em tribos
primitivas, & proporgdo gue distas nativas njo contendo
sacarose mudaram para incluir produtos ceontendoe acidcar, a

prevaléncia de cdarie aumentou (PINHEIR{)éﬁ, 1983).

{ consumo freqiiente de sacarose favorece a

aderéncia de bactérias nas superficies dos dentes i1nduziado a

.. . . 7
um aumento de caries de superficies lisas {ROLLA 0, 1989},



também pode causar um aumento da acidogénese, produzindo
freqiientes rtedug¢des no pH da placa. Este fator ambiental
favoreceria o desenvolvimente de Dbactérias com potencial
acidirico, promovendo a estas uma vantagem de crescimento
sobre espécies mats sensiveis aos acidos . Ocorreria entdo
uma mudanga gqualitativa na microbiota da placa com o
aumento nas proporgdes de Streptoceccus mutans 5
facirobacillus, gue 880 organismos capazes de crescer e
produzir sebstancial quantidade de adcidos em baixos niveis de

pH, promovendo maiores redug¢des do pH, gue ¢ um fator

i , N : g 33
requerido para desmineralizagio do esmalte (HOUTE™ ~, 19890,
HOL"-TE34, 19943,
Existem componentes na dieta, c¢omo compostos

gquimicos, vitaminas & aminoidcidos gque possuem propriedades
cariostaticas ou podem inibir processos wmefaboélicos na placa
comp & o caso das  proteinas ricas em arginina, 4acidos

. N
graxos, piroxidina & o cobre { BOWEN | 1994),

Alguns produtos naturais como O cacau

(paoLino®® 1982), queijo (SILVA et al'>, 1986) e o

guarang {'PINHEIROéS, 1987) demeonstraram  capacidade

anticariogénica em animgais de laboratorio.



i

Entre estes componsnies encontra-se o c¢ifrato, que
£ um elemento comum a dieta, presente nas frutas citricas,
de baixa toxicidade & gue apresenta propriedades

anticariogénicas, quando acrescentado a dieta cariogénica ou

injetado: am ratos {MC CLURE & RUZICKA49, [946:

MOREIRAsz, 1982, PAVARI’NIM', 1680).

Por outre lade, o citrato, além de ser um
metabélito intermediario, gque passa vpele ciclo de Krebs,
resultando no  aumenio de ATP do tecido, faz  parte

integrante da estrutura dos tecidos mineralizados, inclusive

dos  dentes {HARTLESZQ, 1964, HARTLES & L—EAVERBO ,

2

X

1960, SORTINO et aig 1971},
A confirmacio de que o citrate age como um
intbider enzimatico da  via  glicelitica, c¢com 3s¢do mais

especifica sobre a fogfofrutoquinass (S.RERESB, 1865), podsria

relacionar seu efeito anticariogénico com a inibigdo do

metabolismo bacteriano.

Considerando a importidncia da dieta scbre o
metabolismo da placa dentaria, decidiu-se fazer uma analise
comparativa da influéncia de ag¢técares cemumente sencontrados

na dieta, na fermentagdo e na sintese de polissacarideos



extracelulares insolaveis

verificar o possivel
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Para mailor facilidade da Revisio da literatura e
melhor compreensdo dos trabalhos, dividimos este capitulo em

topicos,

2.1 - Metabolismo bacteriano

. 51
MILLER et al. { 1940 } observaram que in vifro,

amostras contendo suspensde de placa dentaria produziam
acido lactico a partir de sacarose e maltose tdo rapidamente,

como de glicose e frutose, porém menos de lactose e amids.

STEPHAN & HBMMEN885 {1947 observaram
marcantes diferengas na curva de pH produzida por culturas
puras de microrganismoes orais, quando diferentes carboidratos
foram utiiizados como substrato. Foi notado, ne geral, gue
os monossacarideos glicose, frutose ¢ galactose produziram as
mais rapidas mudangas de pH, seguidas de sacarose e
maltose, com lactose G amido, mostrande - as mencres

alteragbes.

1““:‘.1-’1755 {1967), comparando a producio de acidos

a partir de diferentes substratos pela placa dentaria in vive,
verificou gue a queda do pH, ocorrida poucos minutes apos

aplicagdo das solugbes de sacarose, maltose, frutose e glicose
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tinha caracteristicas similares e alcangava um pH final por
volta de 5.0; manose e galactose nfo c¢ausaram reducdoc de
pH tio pronunciada e mais Aacido fo1 formade de amido

cozido e maltose do que de amido ndoc cozide.

KLEIE‘%BERG?’? {1970} caracterizou a placa dentaria
oMo um ambignte aberto, ponde agorre entrada de
componentes metabolicos, principalmente carboidratos da dieta,
o8 quals 530 degradados a acidos pelas bactérias,
acumufando~se e causando quesda do pH. <Considerou gue
fermentabilidade, retentividade ¢ a incapacidade de aumentar o
fluxo salivar seriam fatores gque poderiam  aumentar a

produgdo de acido pela placa.

MAKINEN ¢ SCHEININ®' (1072) rolataram que o

consume de sacarose assoclado a reducgdo da  higiene oral
causoun  aunmento na  atividade das enzimas invertase e
dextranase. Maior atividade da aldolase foi observada nos
grupos que consumiram frutose e a lactate desidrogenase
aumentou nos grupos gue utilizaram agucares rapidamente

fermentaveis como sacarose e glicose.

FR.OSTELLZO (1973) gconstatoun que in viva,

bochechos com solugdes de sacarose, glicose e frutose

induziram mudancas ne pH que foram da mesma magnitude



para os trés ag¢Gcares, porém, a solucgio de lactose causou

redugdc do pH que foi significativamente menos pronunciada,

CARLSSOKN % GRIF?ITHS (1974) descreveram qoue,
guando culturas de Streptococcus cresciam anasrobicamente,
em um meio contendo excesso de glicose havia formacgdo de
lactato, ¢omo principal produato de fermentagdo; gquando o
meio era limitado em glicose, os principais produtos de
fermentacdo formados por 5 sanguis e S muiensy  foram
gtanol, acetato e formato, emquanio os & sglivarius e N
bovis formaram principalmente lactato com quantidades
xzariada‘s de etanol, acetatoc e formato. A difersnga entre os
produtos de fermentagdo das culturas, provavelmente deve-se
3 concentracio intraceiular de frutose-1;6-difosfato: em
cultura de limitagdo em glicose, a concentragdo pode nioc ser
alta suficientemente para ativar a desidrogenase lactato {que
converte o piruvato em lactate) e, assim, o piruvate é
convertido em etanol, acetate e formato pela reac¢do piruvato-

formato liase.

GEDDESzz (1975), estudando o pH da placa
dentaria, relatou a presenga de acetato, opropionato, n.
butirato & os isémeros lactate L{(+} e D{-} em todas as
amostras. Qs radicais acidos volateis eram . predominantes na

placa em repouse e, ap6és a exposigdc ao agugar, ecorria o
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aumento  da congentragdo de lactato, principalmente do
isémero L{+) ¢ diminuia a concentragdo dos acidos voliteis.
Decorridos 60 minutos Apos a gxposigdo, embora a
concentragdo de todos os  Adcidos estivesse mais alta, o3
acidos volateis veltavam a predominar na placa. Estes dcidos
produzidos pela placa na presenga de sacarose e glicose

foram similares em quantidade e gualidade.

O amido causa menor redugdo do pH na placa que
moncgsacarideos, por ser uma meolécula maior, ele ndo pode
ser transportado através da membrana celular bacteriana,

devendo ser degradado por enzimas a carboidratos de baixo

peso  molecular, antes de ser metabolizado., BIRKHED &

SKUDES (1978) mostraram que a atividade da amilase na
placa dentaria é de importincia para o metabolismo do amido
e 25% dos microrganismos cuilfivaveis sdo capazes de
produzir essa enzima extracelular, porem, a atividade da
amilase bacteriana ¢ baixa quando comparada com a atividade

da amilase salivar.

BIRKHED®  (1978), pele método de  titulagio
automéatica, wverificou a produgdo de 4acidos em suspensdes de
placa a partir de wvarios carboidratos e concluin gue =2
formentagioc com frutese foi 21% mener que com glicose e

sacaross; essa menor acidogenicidade da frutose poderia ser
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explicada  por uma combinagdo de fatores, <como alguns
microrganismos ndo fermentarem frutose e o transporte e
fosforila¢do desse monossacarideo serem mais lentos que o da

glicose.

DRUCKER & 'VERRANM {1980) relataram  que 5.
mutans, im  vitroe promovia 08 mais  baixos niveis de pH
gquando eram utilizados glicose e sacarose c¢omo substrato;
nivets mais altos foram obtidos com sorbitel, triclorosacarose
e xtlitol, respectivamente; quando foram incubados juntos, a
caripgentcidade da sacarose foi diminnida pela presenga de
triciorosacarose, pois ocerre inibicio da atividade enzimatica

extracelular por competigde com o mesmo sitio.

MORMANN % MUHLEMANNSd (1981} observaram
gue s hidrolise enzimatica do amido peila o amilase salivar
produzia principal:ﬁente maltose, maltotricse e dextrina de
baixo peso molscular ¢ a degradagdo do amido, s vive, era
capaz de causar, na placa bacteriana i(nterdental. uma redugio
de¢ pH para 4,75, medida por meic de eletrodos de pH
infraorals, muite provavelmente como resultade da fermentagio

das maltodextrinas.

G-R()BLER27 {1882) investigou " gray de

fermentagio de baixas concentragdes de carboidratos pela



placa dentaria in vitro, por meic de mensuragcio de pH, na

zuséncia de Ci)z, e concluiu gue glicose, frutose, manose,

‘galactoge, sacarose, lactose e maltose foram fermentados,
promovendo redu¢dc de pH para 35,5 e que trealose =&
melibiose, também foram degradados porém em menor

extenslo,

VAN DER HOEVEN &  FRANKEN'? (1982)

avaliaram a produgdo de acidos na placa dental de ratos
com & sem LS'z'}ep{ococcus mutans, observando gue os adcidos
formico, acético e lactico normalmente predominavam nos dois
grupos, porém, com a administragio de sacarose havia uma
mudanga para fermentagio homolactica. No grupe inoculado
com . mutans, o pice do acido lactico, 5 minutes apds
exposigde 4 sacarose, foi significantemente maior, sugerindo
que a rapida produgdo de dcido tltactico seguida a sacarose

seja o principal fator na cariogénicidade do S murans.

Varias enzimas extracelulares existemm na placa,
capazes de hidrelisar carboidratos que entram em contato com
e¢la durante as refei¢gdes, promovendo uma qguebra enzimitica
que resulta na liberagdo de produtos mais facilmente
difusiveis e metabolizaveis pelos MICFOTZANISMOs.

'I"ATEVOSSIAN8‘}r {1982) testou a capacidade das enzimas

hidrolisarem o3 <carboidrates na placa dentaria, observande



gue substancial  hidrdlise de sacarose, maltose e amido
ocorreun, com liberacio de monossacarideos fermentiveis e que
a taxa de degradagio de amido e maltose foi mais lenta que
da sacarose. Foi observadas atividade de B fructosidase,
comprovada pela hidrélise de rafinose e também atividade de
« glicosidase devido 2a  hidrolise de maltose, trealoss e
melezitose, identificando duas enzimas que hidrolisam sacarose

O amido foi degradado a dextrima, maltose ¢ glicose, sende
que a hidrélise do amido & cerca de cinco wvezes mais rapida
na saliva gue na placa. Devido a difusde do amide ser mais
lenta, quando compérada 4 sacarose, a amilase salivar assume
importancia fundamental para a libera¢cfo de oligossacarideos
solaveis e difusiveis; uma vez na placa, a degradacio desss
carboidrato ¢ garantida pela combina¢io da amilase de

origem bacteriana, « glicosidase e amiloglicesidase.

DISTLER & KRONCKE'! (1983) estimaram  a

guantidade de acidos ldctico ¢ volateis em amostras de
placa, antes ¢ depois de exposigdo a sacaross _in vive., Na
placa em repouso foram encontrades acidogs lactico e acético
numa quantidade que correspondia aproximadamente a 70% do
total de acidos; propidnico e formico em uma quantidade de
10% cada e tragos de butiricoe, valérico e succinice. Apédés o
bochecho <com sacarose, o lactato aumenta imediaiamente

gnguanto ocorre diminuigdo na percentagem dos outros icidos



¢ a medida que o tempo passa um lento padrio metabdlico

causa a diminuigdo do Acido lactico.

3 .
HAYES ¢t al.l {1983) <compararam amostras de

placa demtdaria obtidas de individuos livres de <carie @
propensos, observando gque Actinomyces e Streptococcus foram
isolados de todas as ameostras; uma alta taxa acidogénica foi
encontrada em individuos c¢om lesdes ativas, enguanto baixas
taxas foram encontradas em individuos livres de caries,
embora o total de microrganismos fosse similar; repetidos
bochechos com sacarose causaram um aumento significativo na

taxa acidogénica de amostras de pesgsoas propensas a carie.

LAGERLOF et ai,39 {1983) estudaram o5 efeitos

de diferentes concentracgdes de sacarose, glicose e fruiose nas
mudancas de pH causadas por Streprococcus midior sm boca
artificial, que simulava o processo de depuragdo do agucar
oral, verificande que cencentragdes tnicials de 20% nio
provocaram diferengas significativas entre os_ agucares e
quando a bactéria era constantemenie exposta 3§ sacarose em
concentracdes entre 0,5 - 35% , o pH minime alcangava 4,03 ,
porém caiu bem menos com uma depuragdo de agucar mormal,
o gque sugere que um método mais apropriado para reduzir a

formacgido de 4cido seria ¢ consumo de estimulante de saliva,
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como  chicletes, que dumentaria o fluxo salivar 2 a

capacidade tampdo.

DUGUID}'? (1985) vrelatou que & murans, gquando
submetidos a baixas concentragdes de glicose, frutose o
BACATOSE in vifro posswem um padrio de fermentagio
acido-heterolactica onde acidos lactico., acético e formico sao
produzidos em quantidades similares ¢ apds a gqueda inicial
do pH, houve higeira <e¢levagdo, sendo notado consumo de
acido lactico; isso ndo aconteceu quando foir adicionada
sacarose a bactéria. Em altas concentragdes, os rtesultados da
fermentag¢do dos agucares sdo .sir_niiares, tom ¢ acido lactice

como principal produto final e o pH cainde de 7 para 4.

12

DODDS & EDGAR {(1986) verificaram
clinicamentes que o amido, apesar de apresentar um baixo
grau de cariogenicidade, pode ter esse potencial cariogéni;:-o
afetado pelo nivel de sacarose na  dieta. Placas de
voluntarios gque consumiram mals sacarose demoenstraram um
pH menor ¢ wuma maior concentragdo de lactato , apos
bochecho c¢om amido do que placas dagueles gque consumiram
mancs sacarose. Resultades semelhantes foram obtidos in vifro,
demonstrande gque o amido foi mails <cariogénico quando

consumido como parte de uwma dieta rica em sacarese.
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DODDS & .’EI}(}J‘-&R13 (1988} determinaram o
potencial cariogénico de sste tipos de alimsntos utilizando o
métode de mensuracdo do pH da placa apés seu consumo e,
em seguida, cléssificaram esses alimentos de acorde com a
sgeveridade da resposta do pH. Comparade a outros métodos,
05 pesquisadores o consitderaram valido para confirmar o
potenctal cariogénico dos alimentos e notaram gue existia
wma significativa relagdoc entre a severidade da alteracio do
pH da placa e a concentragdo de lactato & acetato no seu
fluido ., porém a correlagfo entre os dados do pH e 2

retengdo de carboidratos nfo foi significante.

SERPENTING et 3175 {1988) wverificaram que o
agucar mascavo apresentava uma atividade acidogénica e de
formagio de placa comparavel a do agtcar refinado e que
issce s¢ devia ao seu alto teor de sacarose.

SGAN-COHEN, et al.?é {1988y observaram que
apés uma dieta prévia de 48  horas, rica em agucares, a
resposta imediata do pH da placa para alimestos doces
gspecificos era significantemente mais dcida do gue apdés uma
dieta com pouco agucar, levando a concluir que o habite de
consumir c¢arboidratos rapidamente fermentaveis favorece um
tipe de florz acidirica e acidogénica, aumentando o potencial

actdogénico da placa.
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SOET et al. (1989 mostraram em um estudo
que eoxistem diferengas nas propriedades acidogénicas dos
diferentes Strepfococcus orals e que embora todas as espécies
investigadas fossem capazes de produzir acidos, Streptococcus
sobrinusy foi capaz de sustentar a2 produgdo acida a partir de
glicose em niveis de pH abaixe de 6.0, enguante outras
espécies cessaram ou foram fortemente inibidas, indicando o

alto potencial acidogénico desse microrganismo.

LINGSTROM et alﬁ12 {1991} avaliaram os efeitos

dos amidos gquimicamente modificados na redug¢fo do pH da
placa dentaria humana; $e1s produtos comercialmente
disponiveis foram analisades e comparados c¢om o amido
solivel, Os resultados mostraram que in  vifre, 05 amidos
modificades eram menos hidrolisades pela o amilase que o
amido soluvel, porém, in vive, oz dois tipos de amidos
reduziram o pH da placa na mesma proporgdo, possuindo

propriedades cariogénicas similares.

SALAKO & KLEINBERG ° (1992} conclniram que
tanto im vivo quanto im vitro, a galactese produz menor
reducio do .pH do que a glicose, sugerindo que
mMiCTorganismos residentes na  cavidade oral tém menor

capacidade galactolitica que glicolitica. Esta variagdo na
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capacidade fol  atribuida a  diferemgas no  processo de
transporte de membrana ¢ ao padrfo metabdlico para
_ galactose, que normalmente resulta de uma fermentacio tipo
heteroldctice, com formacgde de mais Acidos fracos, c¢omo
acético, resuitando em menor queda do pH comparada &

glicose.

MATEE er al 48 {1993}, tentando encontrar uyma

gxplicacgio para a abundancia de Streptococcus mutans
encontradas na - placa dentaria de criangas da Tanzania que
consumiam uma dieta rica em amido e contendo gquantidades
minimas de sacarose, testaram in vitre a fermentagio de
carboidratos em diferentes farinhas 4 base de amido por
Streptococcus muians, observando que a quantidade de 4cido
produzida pelas bactérias poderia indicar que estas se
adegquaram ao substrato e seriam capazes de metabolizi-lo,
causando uma subseguente gueda do pH gque poderia ter uma
consegiiéncia ecalégica, promovendo o crescimento de bactérias

aciduricas na placa dental,

GEDD5323 (1994) evidenciou ) sfeito da
combinacdo e segiiéncia da ingestio de alimentos e bebidas
sobre o pH da placa dentaria im vive. Os estudos sobre
gventos bioldgicos intra-orais, durante 1ingestdc de alimentos,

mostraram que se¢ uma refei¢fo incluir um 1tem que contenha
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carboidrato como $3CArose, glicose ou frutose, que &
rapidamente fermentado por microrganismos da placa, ocorrerd
queda do pH. Se outre componente for ingeride imediataments
antes, duranie o depois, podera influenciar esta alteracdo do
pH. De grande importincia seria o ultimo item da refeicio,
pots se ele consistir de um alimentoe que ndo contenha
carboidrato e for estimulante do fluxo salivar, promovera um
rapido “clearance” ¢ sumento da capacidade tampdo, levando 2
um aumento do pH da placa e com 1550, protegendo o©s

dentes.

LINGSTROM et al®> (1994} concluiram que o

consumo fregiente de alimentos & base de amido e sacarose
provocava desmineralizagdo de esmalte e dentina, porém, o
amido promovia uma desmineralizagdo significantemente menor,

como também foi menor a gqueda do pH.

GIBBONS & NYGAAR.DZS (1968) estudaram &
sinfese de polissacarideos extracelulares em  Streptococcus
conhecidos por inducdo & formagdo de placa e wverificaram
que gsies microrganismos, na presenga de sacarose, se
aderiam as paredes dos tubos de ensaio, formando depédsitos
gelatinasas. e que este fendmeno parecia depender da sintese

de polissacarideos imsoluvels, gune posswiam maier peso
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molecular e relativa viscosidade em relagio aos polimeros

soluvels.

‘CRI'I"CIriEi_,EY9 (1969} analisou a placa formada em
macacos abimentados por meio de tubos estomacais e que
receberam glicose em pé ad [ibitum por via oral. A analise
demonstron que polissacarideos intra e extracelulares foram
formados de glicose e a degradagfo quimica e cromatografia
desses polissacarideos extracelulares extraidos sugerem que
elgs ndo eram dextranas, contendo outros aghcares, além de

glicose.

LEACH et 3140 {1969} verificaram que

microrganismos da placa bumana foram capazes de produzir
polissacarideos extracelulares im vivo e in vitro a partir de
glicose, frutose maltose e sacarose, Exposi¢gBes prolongadas
dessss mncrorgantsmos a3 cada agucar respective produziram
polissacarideos extracelulares que eram uniformemente
compostos de glicose e rapidas ex.posig,ée:s produziam
polissacarideos gue eram caracteristices de cada ag¢ulcar

individual.

GUGGENHEIM28 (19703} relatou que 08

polissacarideos extracelulares produzidos por grande namero

de bactérias orals sdoc os principais constituintes da matriz
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da placa. Por mero de analise, foi observade que estes
polissacarideos ndo eram compostos homogéneos sob o ponto
de wvista guimico e morfologico e apresentavam diferencas de
solubilidade, posswindo uma fragdo solavel em Aagua, de facil
hidrélise por enzimas da placa, sendo considerados
carboidratos de reserva e uma fragdc de polissacarideos
insoluvels que revelou apresentar dominio da ligagio w (1-3)
¢ registéncia a hidrolise enzimdtica, sendo considerados pegas
de resisténcia na mafriz da placa. Além das glicanas, que
sd0 homopolissacarideos extracelulares especificos, sintetizados
por Sireptacoccus e Aciinomyces, a partir da sacaross, outros
importantes componentes  da matriz sio oS
heterubolissacaridees capsulares, sintetizades por bacterias,
por meio de diferentes padrdes metabdélicos utilizando wvarios
agicares, sendo observada, através de eletromicrografia,
formagdo de capsula de glicose em Srreptococcus crescidos

em melo contendoe este agucar.

NEWBRUN &t al,gg (1971} verificaram que

polissacarideos extracelulares de & salivarius, S wmutans @
S. sanguis possuniam particulas elipsoidais e que as moléculas,
principaimente as glicanas, tinham tendéncia & agregagdo e se
aglutinavam, sendo que essa propriedade poderia ser

importante para a formagdo da placa.



SCHEININ & MF*.I(I'I’\a'l*‘ﬂw‘f—ML {1971} observaram ag
mudancas na formacgde e composigdo guimica da placa
dentaria, ocasionadas pelo consumo de carboidratos, em 46
voluntaries, concluinde gque o5 mails baixos indices de placa
¢ as menores quantidades foram encontrados no grupo xilitol
seguido por frutose, glicose e os malores valores foram
encontrades no grupo sacarcss, sendo que as diferengas
encontradas entre o©s grupos glicose e sacarose ndo eram
significantes. Estudos quimicos da composigdo revelaram alto
contendo de pelissacarideos no grupo sacarose g a
concentragio de 4acido lactico aumentoun na seguints ordem:

xttitol, frutose, glicose e sacarose.

As glicanas que recobrem as células de bactérias,
crescidas em sacarose, se aderem a superficie celular, por
meio de sitios receptores especificos e promovem aglutinagio

dos  microrganismos. KELSTRUP &  FUNDER-NIELSEN’®

{1972} sugeriram que a agregagdo de células de § muians,
que foram recobertas por polissacarideos extracelulares,
ocorria por meio de ligagdes intermoleculares de hidrogénio
entre grupos hidroxil livres, sendo gque os vpolissacarideos
estavam negativamente carregados em rede, de forma que a
agregagio sé ocorria na presenga de citions que

neutralizavam as cargas.
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. .. 57
NEWBRUN {1972) relatou que os polissacarideos

extracelulares sintetizados por glicosiltransfarases obtidas de
Streptocooccos orais eram homopolimeros de glicose, contendo
apenas tragos de frutose e  nitrogénico e testando algomas
enzimas dispeniveis comercialmente mostraram que
amileglicosidases foram praticamente inefetivas na hidrolise,
porém, as dextranases promoveram uma degradagido das
glicanas bacterianas com taxas variando entre 28 a 90%. Os
polissacarideos sintetizados por Streptococeus sanguis,
considerada espécie néo cariogénica, foram rapida e
gxtensivamente degradados enquanto agueles sintetizados por
Strepiocecens mulans, apresentaram grande variabilidade no
gravw de quebra enzimatica, notando-se similanidade na taxa
de hidrélise para glicanas ebtidas de microrganismaos

pertencentes 2o mesmo grupo imunolégico,

HOTZ, et al32 {1972) demonstraram guwe do peso

seco da placa, ceolhida de 3,500 criangas, 29% dos
carboidratos presentes eram solaveis ¢ contisham 6,9% de
carboidratos, 1,2% de nitrogénic ¢ 4% de proteina, 2 porgdo
insoluvel correspondia a 67,.1%, cantendo 11,3% da
carboidratos ¢ 7,4% de nitrogénio. A composigio de agicar
das  hidrélises mostrou que glicose era o principal agdcar
constituinte e que a matriz de polissacarideos insolivels

continha predominantemente ligacgdes o {1-3), sendo calculada
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corresponder a 1,35% da placa; 35,6% do peso seco
consistiam de peguenas moléculas de carboidratos soluveis

formados de glicose e oligossacaridees com ligagdes o {1-6).

SCHEININ & MAKINEN'?3 {1972) avaliaram o

efeito do consumo de aglcares na formagdo e composigéo
quimica da placa de 72 voluntarios divididos em seis grupos:
l-sacarose, 2-frutose-sorbitol, J-frutose-glicose, 4-frutose-
silitol, S-xilitol, 6-sacarose-maltose. O estudo foi realizado
em dois periodos testes de cinco dias, com intervale de
quatro semanas para normalizagio, sende que no primeiro
periodo, a dieta dos grupos foi suplementada com sacarose e
no segundo periodo com as misturas de agucares
correspondentes e revelou que nos grupos frutose-xilitol,
xilitol e sacarose-maltose o indice de placa e o peso da
placa fresca foram significantemente menores e gue nido houve
diferenga significativa entre os grupos sacarese e frutose-
glicose .A analise quimica demonstrou que houve redugdo dos
carboidratos da placa quando foram wutilizadas as misturas de

aglicares e a sacarosgz promoveu crescimente dos Lactobacillos.

VAN DER HOEV’E’NSQ {1974) verificou que a

adminigtragio de dietas ricas em glicose ou sacarose produzia
o desenvolvimento de uma massiva gquantidade de placa, com

profundas mudangas na flora oral. Fei observade que a
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sacarose estimulava o aumento do nimero de Sireplfococcus e
a glicose, v} crescimento da populacgdo de Adctinomyces
VISCOSHY, gue eram capazes de produzir um muco

gxtraceinlar.

g4 )
STAAT, et al (1973} examinsram os egfeitos da

sacarnse sobre a gquantidade e composigio microbiana da
placa de quatro e doze dias formada em oite voluntarios,
nidn sendo notada relagdo entre o nivel de sacarpse e a
quantidade de placa acumulada, porém foi observade que a
sacarose preduziu .significa.nres mudangas na populagdo de
microrganismos, c¢om aumento da densidade de organismos
viaveis e das populagdes de Laciohacilios e Streptoceccns

MEIAnsy.

BIRKHED & IE"{OSEI.J_.-4 {1975) demonstraram gque a

estrutura dos polissacarideos sintetizados por enzimas solavels
na placa dentaria, gquando incubada com sacarose, consistia
de ¢glicanas de cadeias lineares de ligagdo o (1-6) com
ramificagdes o (1-3) e frutanas com figagdbes [ {(2-6) com

ramificacdes na posicdo 1.

DEWAR & WAL’K’EKIO {1975) concluiram gue
varias especiss de Strepltococcus sdo capazes de siptetizar

polissacarideos  extiracelulares insclaveis 2 mutias destas
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espécies sintetizam a enzima dextranase que hidrolisa as
ligagbes o-{1-6) na dextrana, porém nenhuma foi capaz de

hidrolisar as glicanas a-{(1-3}.

MORHART & FITZGERALDSS (1876) relataram que

os carboidratos da dieta sdo de grande importancia ecologica,

proporcionando substrato para os MICTOFZanismos, que
dependem desse nutriente como fonte de energia. 0
metabolismo da  sacarose pelos Streptococcus muians e

sanguis, com produgdo de acidos e polissacarideos intra e
extraceluiares, tem influéncia na quantidade de placa

acumulada e na composicdo microbiana.

PEAR.CE63 {1976) demonstrou que a gquantfidade

total de polissacarideos extracelulares adsorvidos na
hidroxiapatita estava relacionada com o tamanho da molécula
enquanto a intensidade de¢ adsorgdc se relacionava <c¢om a
proporgda de ligagdo (133} na molécula; microrganismos
capazes de produzir glicanas com maiores proporgdes deste

tipo de ligacdo, se aderem mais a superficie dentaria.

ASHLEY & Wl’LSON’l {1977} mostraram gque &

placa dentaria de dois dias formada em adultos durante wvwma
dieta rica em agacar, além de ter pesc seco maior, possuia

concentragdo significantemente menor de cdicio e fosfato



inorganico e concentragdo maior de carboidratos solfiveis e
dfcali-insolivers gue a placa formada na dista livre de

agucar.

_ .58 _ )
NEWBRUN {1980) evidencios que a concentragio

de sacarose dos alimentos € importante na determinacdo de
sua ¢ariogenicidade. Quando o alimento contém baixes niveis
de sacarose, esta & wutilizada pelas bactérias, exclusivamente
para propdsitos energétices e formagdo de 4cido; como nde
scorre sintese de glicanas, os Streprococers nie sfo capazes
de aderir, sendo tevados pela saliva, Quando altas
concentragdes de sacarose estﬁﬁ presentes nos alimentos, asg
bactérias passam a sintetizar polissacarideos extracelulares
insoluvers, por meto das enzimas glicosiltransferases, que
utilizam s alta energia de ligagdo entre o5 carbonos

anoméricos C,; da glicose ¢ €, da frutose presente na

sacarose. Este fendmeno promove aderéncia de grande niamero
d¢e  bactérias, causando aiém do acuamule de placa, uma
resposta adaptativa da flora normal, dando lugar a uma flora

acidogénica com alte percentual de Streptococcus mutans.

BRECX et 3.1‘7 (1981} demonstraram atraveés de

andlise de depésitos dentais formados sobre filmes pléasticos
fixados aos dentes, gue freqiientes bocheches com agua,

glicose 5  sacarese ndo  tém influéncia detectavel na
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gquantidade e morfelogia da placa no estagic inicial de

atderéngia bacteriana,

. _ &
DUBOIS et al i {1984) demonstraram que a

suplementagdo da dieta de 118 voluntdarios com 80g de frutose
provocou uma pequena redugdo mensurdavel na formacio de

placa em relag8c a3 sacarose usada em 1igual gquantidade.

1".1151*{1\]'1 {1984) relatou que gxistem irés
importantes grupos de polissacarideos na placa: as glicanas,
que tém grande importidncia na estrutura ¢ desenvolvimento da
placa, sendo encontradas na pelicula adguirida; as frutanas
extracelniares e 0% polissacarideos intracelulares, ques
constityem a principal reserva de energia guando ocorre

deficiéncia no suprimento de carboidratos.

”

ROLLA et al” {(1985) sugeriram que ndo seria g
sintese de glicanas o© motivo principal de aciamulo de placa
induzido por sacarose, mas a produgio ¢ liberagéo de
glicosiltransferase, que promoveria a adesividade de glicanas
a superficies sélidas, assim como das glicanas entre si;, as
moléculas de glicosiltransferase livres seriam capazes de
aderir fortemente a materiais sd6lidos anidnicos, hidrofobicos 2
polissacarideos, provavelmente, devide & presen¢ga de alta

guantidade de residuos hidrofébicos carregados negativamente



e produzitr glicanas no estade adsorvide. Foi mostrado gque
glicosiltransferases sdo capazes de ligar-se firmemente 3
hidroxiapatita e a pelicula adquirida e produzir glicanas que
interagem com glicanas ricas em ligagdes rigidas o {I-3} da
superficie celular das  bactérias, promovende um forte

mecanismo de ligacdo.

PINHEIRO et 3158 {1987 avaliaram in viftro os
efetfos de alguns produtos naturais sobre a fermentagcio e
sintese de polissacarideos extracelulares insoliveis pela placa
dentaria, concluinde que o extrato de guarana estimulou
significantemente a fermentac8o mas pdo initbiuw a sintese de
polissacarideos insoldveis; o extrato de Stévia redaudianag
Bertoni estimulouw a fermentagdo e apresentow um  grande
efeito inibitdorio na sintese de polissacarideos & o esteviosideo
embora tivesse inibido a fermentacgio de forma ndo
significativa, inibiu significantemiente a sintese de

pelissacarideos extracelulares insoluveis.

KRISTOFFERSSON & B'[RKHE_D38 (1987),
demonstraram gque mudancas nes habitos alimentares,
principalmerte reduc¢dc do consumo de aghcar podem resultar
em uma mudan¢a de composi¢do da microflora oral, com a
reducdo do ntmero de & mutans ¢ Lactobacillos, tanto na

saliva como nos espagos interproximais e quando GS
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voluntarios retornaram aos habitos alimentares normais, o

namearo das bactérias velton a crescer novamenfe.

69
PINHEIRO et al. (1989} testaram fatores qus

influenciavam a sintese de polissacarideos extracelulares in
vifre e councluiram gue tempo de incubag¢do, forga idnica e
pH sdc importantes. A maior guantidade produzida fol com
doze horas de incubaglo, o pH otimo foi por veolta de 6,8 e
a respeite da forga idnica, uma concentragdo de 0,23M de

MaCl promoveu uma inibigio de 50%.

GRENBY et al. 26 {1989) realizaram um estudo

para comparar as propriedades de dois agucares: glicose e
sacarose ¢ guatro polidis: sorbitol, manitol, xilitel e lactitol,
conciuindo  gue 08 agucares produziam maior crescimento
microbiano e mator formacdo de acidos e polissacarideos
insoldveis que os polidis, em vinte e quatro horas, mais
acides e mais polissacarideos inselaveis foram formados da

glicose que da sacarose pela placa dentaria.

BIJELLA et alz (1992) demonstraram que

dentifricios comerciais considerados antiplaca ndo foram
capazes de inibir significantemente a fermentagde e a sintese
de polissacarideos extracelulares nsoldveis in  vitro e 2

substidncia SDS ( dodecil sulfato de sdédio) presente na
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composigio dos dentifricios selecionados seria o ingrediente

de maior efeito antiplaca.

2.2 - Ocorréncia do citrato nos tecidos mineralizados

¢ sua relacdo com a carie.

MCCLURE & RUZICKA®® (1946) verificaram o
efeito dos ifons citrato e lactato na superficie de dentes de
rato e concluiram que scb condi¢gdes neutras, o iom <citrato
adicionade a 4Agua de beber teve uma ag¢io descalcificante
nas superficies lisas dos dentes e nenhuma agdo foi causadaz
pelos lons lactato. A acdo destrutiva do c¢itrato na dentina e
gsmalte sugere uma lesdo com aparéncia de erosiio, que pode
ser explicada pelo efeito solubilizante do  citrate sobre os

sais de calecic insoldveis.

SHULMAN & R.O}E’.INSi()t?a\i'?"I {1948) através de
analise, confirmaram que o <citrato € um constituinte da
saliva e ndo existia diferengas apreciaveis quanto aco conteldo
de citrato da saliva de individuos com e sem a presenga ds

erosio.
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ZIPKIN et al 92 (1957) para verificar a relacdo do
citrato salivar com a incidéncia de carie, fizeram um
estudo com 144 adolescentes. As criangas foram divididas por
sexo ¢ subdivididas segundo o nimero de CPOD, formando o
primeivro grupe com alto indice de CPOD (>14 para meninas
¢ »12 para meninos) e 0 segundo grupo c¢om baixo indice de
CPOD (<4)., Um exame <clinico para avaliar a quantidade de
cartes ¢ analise de saliva para determinar a concentragio de
citrate foram realizados ¢ repetidos novamente trés  anos
depois. Comparando os resultados chegou-se a conclusdo de
gque houwve aumento uniforme da concentragdo de citrato
salivar e que =nos dois péricdes, a concentragio de citrato
foi i.:zvar_sam.ente relacionads com a prevaléncia de carie em

MEntnas.

HARTLES & LI—IAV.ERBQ (1960} observaram gque o
citrato presente na dentina apresenta uma parte ligada a fase
mineral ous & maior porg¢do colagenma da matriz proteica e

outra parte assoclada a um peptideo.

i—.{z&fﬂt'i"l.;ESZg {1964) afirmou que o citrate faz parte
integrante dos tecidos mine_raiizados atuando como elemsnto
de ligagdo entre a matriz orglnica e o cristal de
hidroxiapatita, conferindoe uma maior estabilidade gquimica 2

gstrutura calcificada, o guwe aumentaria a sua resisténcia.
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Uma parte do citrato depositade nos ossoes encontra-se sob a
forma de um complexo altamente imsolivel denominado citrato
de calcio emquanto a outra parte do citrato Osseo 6
permutavel. Além de servir como elemento esirutural, o
sitrate tem grande 1mportdncia noe metabolismo intermedidrio,
sendo  que sua  concentragfio no  sangue &  estavel, A
manutengdo dessa concentragido se da pela remoc¢de do citrato
da circulagdo através de metabolizagdo pelo rim & é possivel
que a adi¢do seja pela agdc do paratormodnio que promoveria

a transferéncia do c¢itrate do osso para o sangus.

83 . :
SRERE {19635} considerou o citrate como um

componente organico muitifuncional responsavel pelo controls
e regulagdo de mulitas reag¢des gue s8c necessdrias para uma
gstabilidade metabdlica. Aléem de seu papel no ciclo de Krebs
e produgdo de ATP, é& uma substincia controladora {ativando
ou inibinde) de um grande ndmero de enzimas e constitui
uma fonte de grupos acetil para padrdes biossintéticos.

A implicagdo dos distarbios no  metabolismo de
citrato, atuando na patogénese da doencga periodontal ja foi
relatada em muitos estud:‘;s. Em alterag8es sistémicas, tanto
patolégicas { leucemia e escorbuto} como - hormanals
{hiperparatireoidismo e diabetes}, onde severa  destruigdo

periodontal é observada, foram encontrados niveis de citrate



40

significantemente aumentados nos tecidos. TANNER.SG £1967)

demonstrou gque a hipsercitricemia em ratos provocada por
administragdo de citrate por via subcutdnea e na ragioc fol
acompanhada de mielofibrose seguida de reabsercio &ssea,
porosidade ¢ hiperemia do tecido gengival cem sangramento

acasional.

O <citrate € um constitointe do esmalte, sendo
encontrado no percentual de 0,1%. Esta disposte ao longe do
¢spago interprismatice em contato com a superficie do c¢ristal

de hidroxiapatita, também podendo agir ns formag¢de e no

crescimento desses cristais. SORTINO et aigz (1971),
realizando um experimento com ratos, observaram gue @
administragdo de acido citrico em uma dieta cariogénica feve
uma ac¢do cartostatica, devido a redugdo da solubilidade do

cristal de hidroxiapatita.

PINHEIR064 {1279) confirmou que o citrato age
como inibidor enzimatico da via glicolitica, atuando
preferencialmente sobre a terceira enzima do ciclo que é a
fosfofrutoguinase e. esta agdo poderia causar um efeito
inibitério do metabolisme da placa bacteriana, modulando o

processo de carie.
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PAVARINI et 3162 {1981) <compararam a agdo
cariogénica do citrato de sddio e de cilcico administrado em
ratos por wvia subcutdnea e na ragdoc e do flaor por via
subcutdnea e counstataram gque os dois tiveram o mesmo
indice de redug¢do de caries, em torno de 50% e gque o

citrato, além de seu poder anticaripgénice, possuia a

vantagem de nfo apresentar nenhum sintoma de toxicidade.

21 .
GARROCHO gt al (1985) wverificaram a acic do

citrato de calcieo a 2%, associado com uma dieta cariogénica
gm ratos e concluiram gue se trata de uma substancia
anticariogénica, capaz de reduzir 50% a inciddncia de <caries
nos ratos, sende gue na maxila houve maior redugdo em

relagdo 2 mandibula.
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3.1 - Coleta de placa

A placa foit celetada de dez voluntiries {quatro do
sgxo feminino e seis do sexo masculino), entre dez e trezs
apos de 1dade, que foram instruidos a wnfo escovar seus

dentes durante trés dias antes da coleta.

A coleta foi1 realizada nos laboratorios da FOP
Unicamp, com a wutilizagdo de espatulas Hollembacks numeros
3 e 35, passadas sobre a superficie dentiria para remogdo da
placa, em saguida. feito um  pool, que foi armazenado
posteriormente em frasco esterilizado e i1mediatamente imerso
sm  gelo picado para, em seguida, serem efetuados os testes
¢ analises quimicas referentes a fermentagdio e 4 sintese de

polissacaridecs insoliveis.
3.2 - Preparo da suspensio de placa dentiria

A placa dentaria coletada era pesada em uma
balanga eletrénica digitat ACATE, modelo BCM 1100 ¢
homogeneizada em  tampio fosfato 0.01M pH 7.0 na
concentracio de Iml de tampfo para 10mg de placa por msio
de um pistilo de tefion, adaptado em um tubo de wvidro, com
cito  a dez movimentos no sentidoe vaivém, executados

manualmente.



44

Posteriormente, a suspensdoc obtida era colecada em

um béquer e armazenada em gelo picado.

3.3 - Fermentacao

O preparo do meio de incubagfo, para a analise
da fermentagdo, da placa bacteriana usado neste experimento,

sggue-se abaixo:

-tampio fosfato 0,0IM em pH 6,5 1,0 mi
-solugdo de carboidrato teste 3,5 mli
-suspensio de placa 1.0 mi
-agua destilada 2.5 ml

O meio de incubagdo perfazendoc um total de 35,0
ml, foi colocado &m frascos Erlenmever, previamente
estertlizados. Os frascos teste foram tesvados & estufa a 37°C,
por um periodo de tempo de duas horas, Os frascos tempo
Zero, apos a adigdo da suspensio de Lpiaca, foram
imediatamente tituiados com uma solugdo de NaOH ¢,05N, até
o ponto de viragem, utilizando comeo indicador uma solucio
slcodtica de vermelho de cresoel a 8.1%. 0 mesmo

procedimento  foi realizado c¢om os frascos teste, uma vez

decorrido o periodo de incubagido.
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Os resultados  sobre a gquantidade  dg acidos
formados vpela fermentagio da placa foram obtidos pela
diferenca entre a titulagdo dos frascos tempo zero e o dos

frascos testes levados & estufa.

3.4~ Sintese de polissacarideos extracelulares

inseldveis

O preparo do meto de incubagdo para a sintess de
polissacarideos extracelulares inscldveis {(PEl), wusado neste

gxperimento, segue-se abaixo

-tampag fosfate O,IM em pH 7.0 0,2 ml
-solugde de carboidrato teste 0,2 ml
-suspensdc de placa 0.5 ml
-agua destilada 0,1 mi

Este meio de incubacdo perfazendo um total de 1,0
mi, foi acondicionado em tubos de centrifugacdo para volume

de 1.5 ml.

Os tubos tempeo zero foram levados ao congelador,
imediatamente apds a colocagico da suspensfo de placa. Os

tubos testes foram levados a estufs a 37°C, por um periodo



46

de tempo de dezoite horas, tendo side devidamente fechados

para evitar contaminagdo.

Apdés o periodo de incubag¢do, o5 tubos foram
centrifugados ém uma centrifuga, marca Ingibras, modelo
SPIN I, com poténcia de 300 W e 60 Hz, a 10.000 rpm, &
temperatura ambiente durante dez minutos, O sobrenadante foi
coletade em um  bequer € posteriormente descartado:; ©
precipitado lavade c¢om 1,0 mi de agua destitada ¢ levado
para centrifugag¢do, novamente por 10 minutos. Mais uma vez,
o sobrenadante foi descartado, o fubo adequadamente seco com
papel absorvente ¢ o precipitade suspenso em 0,5 ml de

solugdo de KOH s 1IN, homogeusizado por vibracdo e levado

a estufaa 37°C, durante uma hora.

Para dosagem dos carboidratos totais, segundo ©

meétado de DBUBOIS et all':’ {1936¢), retirou-se £,} mit da
suspensie alcalina, transferindo-a para um tubo de ensailo,

onde foram adicionados:

-dgua destilada 4,5 mi
~-sofucdo de fenol a 5% 0.5 mi

-acido sulfarico 5,0 mi
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A leitura espectrofotomeétrica foi realizada em um
gspectrofotometro digital, da marca Beckman, modelo DU-835,

em 480 nm, trinta minutos apds a adigde do dacido sulfurico.

Os resultados obtidos em absorbancia foram
convertidos em pg de carboirdratos utilizando-se¢ uma curva

padrao de glicose.

A avaliagdo da sintese de PE!l, foi realizada pela
dosagem dos carboidrates totais, considerande a diferenga

apresentada entre os tubos tempo zero e os tubos teste.

3.5 - Concentracies dos carboidratos

wtilizados na andlise da fermentacio

-glicose ¢,12ZM
~gacarose O,1ZM
-frutose 0.12M

-dextrina 0,5%

3.6 - Concentracdes dos carboidratos

utilizadoes na anialise da sintese de PEl

-glicose IM
~gacarose M

~frutose M
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-dextrina 5%

O ctfrato de sodio fol acrescentado aos meios de
incuba¢do de fermentacdc e sintese de PEI, na concentracio

final de 50 & 100 mM em substituigdio & agua destilada.

Foram preparadas 6 amostras de cada carboidrato
na auséncia de citrato e na presenaga de citrate 50 e 100€

mbM, totalizande 18 amestras.

A analise estatistica para os resultados obtidos da
fermentacdo 8 da sintese ds PEI pelos diferentes
carboldrates, na auséncia & na presenga de citrato, foir feitfa
pela analise de wvaridncia a dois critérios, expressos nasg
Tabelas 4 e 15, respectivamente, ¢ pelo teste de Tukey para
comparagdo das médias de fermentagdo, ao nivel de 5% de
significdneia, wmostradas nas Tabelas de numero 5 a 1 e
tambeém para comparag¢dc das medias de sintese de PEI,

mostrados nas Tabelas de ndmero {8 a 22,
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Os resultados da fermentacgido dos diferentes

carboidratos pela placa dentaria isn vifro , na ausénciaz e na

presenga do ion citrato, estfo expressos nas Tabelas 1, 2 e
I e Figuras I, 2 e 3.
Na auséncia de citrato, a fermentagio dos

carboidratoes variocu, com diferencgas significantes entre  si,

com excegdo entre frutose e dextrina {Tabela 33

Na presenga do citrate, nas conceniragdes de 50 e
100 mM, houve uma redugdo na fermentagdo de todos o3
carboidratos, contudo, ndo houve diferenca significativa entre
as duas concentragdes de citrato ( Tabelas 8, 9, 10 e 11 =&

Figura 4 ).

A diferenga de fermentagdo entre os carboidratos,
na auséncia ou na presenga do citrate, permaneceuy a mesma

(Tabelas 5, &, ¢ 7 ¢ Figuras 1, 2 e 3}.



TABELA 1- Fermentagdo de carboidratos pela placa dentaria

in  wifro, na auséncia de citrato.

m] de NaOH 9,05 N / 10 mg de placa

GLICOSE  SACAROSE FRUTOSE DEXTRINA

0.69 0.70 0.62 0.64
0.66 0.74 0.67 0.55
0.76 0.68 0.60 0.51
0.80 0.76 0.63 0.45
0.77 0.64 0.53 0.60
0.72 0.66 0.55 0.62
L MEDIA 0.73 0.70 0,60 - 0.56

I E. PADRAO 0.0215 0.018% 0.0213 0.0296

51
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TABELA 2 - Fermentacdo de carboidratos pela placa
dentaria imn viiro, na presenca de 50 mM de

citrato.

ml de NaOH 0,05 N / 10 mg de placa

GLICOSE SACAROSE FRUTOSE DEXTRINA

0.57 0.56 0.51 0.43
0.55 0.61 0.47 0.40

0.57 0.56 0.49 0.47

0.59 053 0.51 0.48

0.61 0.52 0.47 0.47

0.59 0.53 0.44 0.45

L MEDIA. 0.58 0.55 0.48 0.45

}E. PADRAO 0.0085 0.0135 0.0111 0.0124
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TABELA 3- Fermentacgio de carboidratos pela placa

dentaria in vifiro , na presenga de 100 mM de

citrato.
mi de NaOH 0,05 N / 10 mg de placa
GLICOSE SACAROSE FRUTOSE DEXTRINA
0.57 0.54 0.41 0.38
0.60 0.51 0.45 0.45
0.59 0.55 0.45 0.42
0.59 0.54 0.48 0.48
0.62 0.50 0.48 0.43
0.57 0.55 0.46 0.45
F MEDIA 0.59 0.53 0.45 0.43

LE PADRAC 00077 0.0087 0.0107 0.0138




Fermentagdo na auséncia de citrato

} ml de NaOH 0,05 N

FIGURA 1- Valores médios da fermentagdo (ml de NaOH
0,05N) da glicose, sacarose, frutose e dextrina
pela placa dentaria im vifro, na auséncia de

citrato.



Fermentagdo na preseng¢a de citrato 50 mM

I ml de NaOH 0,05 N

FIGURA 2- Valores médios

0,05N) da glicose,

da

pela placa dentaria

mM de citrato.

fermentagdo (ml

sacarose, frutose

e

de

in vitro, na presenca

55

NaOH

dextrina

de 50



Fermentagdo na presenga de citrato 100 mM

} ml de NaOH 0,05 N

08
0,7

FIGURA 3- Valores médios da fermentagdo (ml de NaOH
0,05N) da glicose, sacarose, frutose e dextrina
pela placa dentaria in vitro, na presenga de 100

mM de citrato.
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TABELA 4- Analise de variancia dos resultados de
fermentagdo na auséncia e na presen¢a do ion
citrato.

Causas variagao GL SQ QM F
Agucares 3 0268311 0.089437 5721
Citrato 2 0.301903 0.154551 08.97**
AcuxCit 6 0.005464 0.000911 058
Residuo 60 0.093700 0.001562
Total 71 0.676578




TABELA 5- Comparag¢dao dos valores médios de fermentacio

de carboidratos na auséncia de citrato.

Agucar Meédia Comparagdo
Glicose 0.733 a
Sacarose 0.697 b
Frutose 0.600 c
Dextrina 0.562 c

Nota: Lctras diferentes indicam diferenga significante entre médias 1o nivel de 3%

TABELA 6- Comparacgio dos valores médios de fermentagdo

de carboidratos na presenga de 50mM de citrato.

Agucar Média . Comparagdo
Glicose 0.580 a
Sacarose 0.552 b
Frutose 0.482 c
Dextrina 0.450 c

Nota: Letras diferentes indicam diferenga significante entre médias ao nivel de 5%
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TABELA 7- Comparagdo dos valores médios de fermentacgio

de carboidratos na presenga de 100mM de citrato.

Agucar Média Comparagao
Glicose 0.590 a
Sacarose 0.532 b
Frutose 0.455 c
Dextrina 0435 C

Nota: Letras diferentes indicam diferenga significante entre médias ao nivel de 3%

TABELA 8- Comparagdo

dos valores meédios de fermentacio

diferentes concentragoes de

de glicose em

citrato.
Citrato Média Comparagdo

0 0.733 a
S0mM 0.580 b
100mM 0.590 b

Nota: Letras diferentes indicam diferenca significante cntre médias ao nivel de 5%
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TABELA 9 - Comparagdo dos valores médios de fermentacio

da sacarose em diferentes concentragdes de

STLERED .
Citrato Média Comparagio
0 0.697 a
50mM 0.552 b
100mM 0.532 b

Nota: Letras diferentes indicam diferen¢a significante entre médias ao nivel de 3%

TABELA 10 - Comparagiao dos valores medios de

fermentagio da frutose em diferentes

concentragoes de citrato.

Citrato Medias - Comparagao
0 0.600 a
50mM 0482 b
100mM 0.455 b
indicam diferenca significante entre médias ao nivel de 3%

Nota: Letras diferentes
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TABELA 11 - Comparag3io dos valores médios de
fermentacio da dextrina em diferentes

concentragdes de citrato.

Citrato Médias Comparagdo
0 0.565 a

S50mM 0.450 b

100mM 0.435 b

MNota: Letras diferentes indicam diferenca significantc entre médias ao nivel de 5%

Fermentagio em fungdo da concentragdo de citrato

Fml de NaOH 0,05 N

08¢

06(

04/

GLICOSE SACAROSE FRUTOSE DEXTRINA

M Carboidratos na ¥ Caoidratos e Citrato W Carboidratos e Citrato ‘
Auséngia de Citrato 50 m 100 mM |

FIGURA 4 - Valores médios de fermentagio (ml de NaOH 0,05 N)

pela placa dentaria in vitro, segundo a concentragio

de citrato para cada carboidrato.



Os resultados da sintese de PEI pela placa
dentaria /n vifro, na auséncia e na presenga do ion citrato
estdao expressos nas Tabelas 12, 13 e 14 e Figuras 5, 6 ¢ 7.

Na auséncia de citrato houve uma diferenga
significante entre a sintese de PEl da glicose, sacarose e
dextrina e ndo significante entre frutose e dextrina e também

entre frutose e glicose ( Tabela 16 ).

Na presenga de citrato, os resultados da sintese de
PEI. diferentes dos observados na fermentagdo, apresentaram
diferengas significativas entre as duas concentragoes do
inibidor, isto &, a redugao da sintese de PEI foi
21 e

]

proporcional a concentragdo do inibidor ( Tabelas 19, 20

22 e Frgura 3 ).

Houve uma mudanga de comportamento na sintese
de PEIl entre os carboidratos na auséncia e na presenga de

citrato (Tabelas 16, 17 e 18 ).

A sintese de PEI pela glicose e sacarose
apresentou diferenga significante entre si, na auséncia e na
concentragdo de 100mM de citrato e nenhuma diferenga na
concentragdao de 50mM. Isto significa que a redugdo da
sintese de PEl pela sacarose foi mais sensivel a agdo do

citrato do que a da glicose. A sintese de PEI pela frutose



variou de forma diferente com relagdao aos outros
carboidratos, apresentando wuma grande redugao nestes valores,
na concentragdao de citrato a SO0mM ( Tabelas 16, 17 e
18 ). lIsto indica que a frutose foi mais sensivel a agdo do

citrato na sintese de PEI.

A sintese de PEI pela glicose e dextrina
apresentou sempre diferengas significativas tanto na auséncia

como na presenga de citrato.

A sintese de PEl para cada carboidrato mostrou-se
dependente da concentragdo do inibidor, com exce¢ao de
frutose, quando o citrato foi wutilizado na concentragao de
SOmM., embora tenha havido uma redugdo de 50% ( Tabelas

19, 20, 21 e 22 e Figura 5).
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TABELA 12 - Sintese de PEI pela placa dentaria in vitro,
na presenga de carboidratos e auséncia de

citrato.

ug de carboidrato / 10 mg de placa

GLICOSE SACAROSE FRUTOSE DEXTRINA

219,68 269,46 193,13 195,12
236,27 275,43 163,27 201,76
240,25 259,50 210,39 184,50
189,81 290,03 251,54 177,20
217,69 256,85 215,03 167,91
230,30 248,22 238,26 173,88
 MEDIA 222,33 266,58 21194 18340

I E. PADRAO 7.45 6.10 12,90 531
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TABELA 13 - Sintese de PEI pela placa dentaria in vitro,

na preseng¢a de carboidratos e citrato 50 mM.

ug de carboidrato / 10 mg de placa

GLICOSE SACAROSE FRUTOSE DEXTRINA

177,87 151.32 47,78 16061
153,97 168,57 35.17 155.30
205,08 161,27 59.06 14933
167,91 216.36 43,14 11415
188,49 223,66 37.83 163,93
183,84 199,77 53.75 130,08
F MEDIA 179,53 186,82 46,12 145,57

} E. PADRAO 7,17 12,44 3,77 7.9
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TABELA 14 - Sintese de PEI pela placa dentaria in viiro,

na presenc¢a de carboidratos e citrato 100 mM.

ug de carboidrato / 10 mg de placa

GLICOSE  SACAROSE FRUTOSE DEXTRINA

104,20 58.40 27,21 45,79
135,39 74.99 10,61 54,42
74,33 28,53 20,57 49,11
122,12 63,05 35,17 36,50
83,62 82,29 17,91 71,01
93,58 41,14 23,89 41.81
I MEDIA 102,21 58,07 22,56 49,77

| E. PADRAO 9.48 8.28 3,42 493




Sintese de PEIl na auséncia de citrato

I ng de carboidrato / 10 mg de placa

FIGURA 5 - Valores meédios de sintese de PEI

carboidrato) pela placa dentaria in

presenga de glicose, sacarose, frutose

dextrina e auséncia de citrato.
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Sintese de PEI na presenga de citrato 50 mM

I wug de carboidrato/ 10 mg de placa

300

250 |

FIGURA 6 - Valores médios de sintese de PElI (pg de
carboidrato) pela placa dentaria in vitro, na
presenga de glicose, sacarose, frutose e

dextrina e citrato 50 mM.
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Sintese de PEl na presenga de citrato 100 mM

' ng de carboidrato /10 mg de placa

300

250 |

20|

FIGURA 7 - Valores médios de sintese de PEI (pg de

carboidrato) pela placa dentaria in vifro, na
presencga de glicose, sacarose, frutose e

dextrina e citrato 100 mM.



TABELA 15 - Analise

sintese de PEI

de variancia

70

dos resultados de

na presenga de carboidratos e na

auséncia ¢ presenga do ion citrato.
Causas variagao GL SQ QM I
Agucar 3 73116,21 24372,07 63,06**
Citrato 2 318476.17 159238,08 415,94**
Agu < Cit 6 4359370 7265,62 18,98%**
Residuo 60 22970,10 382.83
Total 71 458156,17
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TABELA 16 - Comparagdo dos valores médios de sintese de

PEI na presenga de carboidratos e auséncia de

citrato.
Agucar Média Comparagao
Glicose 222,33 b
Sacarose 266.58 a
Frutose 211.94 be
Dextrina 183.40 c

Nota: Lctras difcrentes indicam diferenga entre medias ao nivel de significancia de 3%

TABELA 17 - Comparagd3o dos valores médios de sintese de

PEI na presenga de carboidratos e citrato 50mM

Agucar Meédia Comparagio
Glicose 179.53 a
Sacarose 186,82 a
Frutose 46,12 c
Dextrina 145,57 b

Nota: Letras diferentes indicam diferenga cntre médias ao nivel de significincia de 5%



TABELA 18 - Comparag¢dao dos valores médios de sintese de

PEI na presenga de carboidratos e citrato

100mM.
Agucar Média Comparagdo
Glicose 102,21 a
Sacarose 58.07 b
Frutose 22,56 be
Dextrina 49.77 C

Nota: Letras difcrentes indicam diferenga ¢ntre medias ao nivel de significancia de 5%

I'ABELA 19 - Comparagdo dos valores médios de sintese de
PEI, na presenga de glicose em diferentes

concentragdes de citrato.

Citrato Média Comparagao
0 222,33 a

50mM 179,53 b

100mM 102,21 C

Nota: Letras diferentes indicam diferenca significante entre médias ao nivel de 5%



ABELA 20 - Comparagdo dos valores médios de sintese de

PEI, na presenca de sacarose em diferentes

concentragdes de citrato.
Citrato Media Comparagdo
0 266,58 a
50mM 186,82 b
100mM 58,07 c

Nota: Letras diferentes indicam diferenga significante entre médias ao nivel de 3%

TABELA 21 - Comparagdo dos valores médios de sintese de
PEI, na presenga de frutose em diferentes

concentra¢des de citrato.

Citrato _ Média . Comparagao
0 211,94 a

50mM 46,12 b

100mM 22,56 b

Nota: Lectras diferentes indicam diferenga significante entre meédias ao nivel de 3%
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TABELA 22- Comparagdo dos valores médios de sintese de

PEI, na presenga de dextrina em diferentes

concentragdes de citrato.

Citrato Meédia Comparagdo
0 183,40 a

50mM 145,57 b

100mM 49,77 c

Nota: Letras diferentes indicam diferenga significantc entre médias ao nivel de 3%

Sintese de PEI em fungdo da concentragio de citrato

I ng de carboidrato / 10mg de placa

888888

GLCOSE SACAROSE FRUTCSE  DEXTRINA

i ] - o -
EC&Md‘e&osm W Caboidratos e Otrato B Carbdidratose Ofrato | |

Ausbrdade Girato 50mM 100 miv ]
T S B

FIGURA 8 - Valores médios de sintese de PEI (ug de carboidrato)

pela placa dentaria in vifro, segundo a concentragido

de citrato para cada carboidrato.
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Esta c¢laro que os componentes da dieta tém a
capacidade de influenciar as caracteristicas qualitativas e
quantitativas da placa bacteriana e ¢ seu metabolismo

&

S
('KLE.INBERGB? L1970, .M'ENAKER"O , 18980, NEWERU'NS .

1690).

No que se¢ refere ao metabolismo bactsriano, a
sintese de PEl e a fermentagdo  constituem  fatores  que
determinam 3 viruléncia da placa, sendoe gque o primeiro se
relaciona ao acumulo de placa sobre a superficie dos dentes
¢ o segundo a formag¢ido de acidos que causam a redugdo de
pH & conseguentemente, a desmineralizacdo das estruturas

dentais { ROLLA?O, 1989, KELSTRUP & FU'NDER.-NIELSEN}‘E’,

1672: NEFF°-, 1967. GEDDES®Z, 1975 ).

Portanto, ingredtentes da dieta, que tenham a
capacidade de estimular ou inibir estas atividades bacterianas

podem medular o desenvolvimente das principais doengas da

cavidade oral ( PINHEIR(}66, 1983; BOWEN 6, 1994 3.

Este trabalhe baseou-se na observagdo in vitro da
influéncia de carboidratos, fregiientemente consumidos e do
ion citrato sobre a atividade da placa dentdaria. Os dados
sobre  acgucares obtidos em nessa amestra permitem-nos

refacionar com resultados e observagdes, obtides de trabalhos
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semelhantes ou relacionados com o assunto. Ja a discussio
comparativa sobre os dados referentes ao  citrato  feoi
dificultada por ndo termos encontrado trabalhos rslacionando
citrato com fermentagio e sintese de polissacarideos na

{iteratura.

7 )
KLEENBERG3 , {1876} wverificou gque o© aumento da

disponibilidade de carboidratos no meio ambiente oral, em
contatoe c¢om as bactérias, intensifica as reacgdes metabdlicas
na placa. Os carboidratos dos alimentos sdo utilizados pelos
microrganismos através da via glicolitica, para produzir ATP,
preenchendo as necessidades energéticas, liberando, como

produto final desse processo, acidos organices .

GE.DI)ESZZ . {1973} observou gque varics Acidos
estdo presentes na placa bacteriana. Na placa em repouso ou
60 minutos apos exposicdo 30 agucar, radicais écid.os
volateis, como acetato, propionateo e n-butirato eram
dominantes e imadiatamente apds exposigio éL sacarose ou

glicose, aumentava a concentragcdo de lactato, diminuindo os

acidos volateis, promovendo uma redugdo de pH da placa.

Quanto a farmentagio, podemos considerar que

todos os carboidratos avaliados, apresentaram um petencial
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cariogénico, embora se verifique algumas diferencas entre eles

no que se refere 3 producgfio de dcidos.

Observamos que wua ausémcia de citratoe, © grupo
glicose produziu sigmificativamente mais acido que a sacarose,
iste ¢ acette ma  literatura pelo fato da glicose ser um

monossacaridec, podendo ser prontamente metabolizado, estando

de acordo <c¢com  STEPHAN & HEMMENSSS (1947} gque
trabalharam com culturas puras de microrganismos ¢ GRENBY

2 . - =
gt al 6 {1989) que utilizaram suspensdo de placa. Observamos

também que a proedugdo de acido com frutose, foi menor que

com glicose & sacarose, estando este resultado de acordo com

B{RKH.ED3 {19783, que justifica este fato por algumas
bactérias nio fermentarem frutose e 0 transporte e

fosforilagio deste carboidrato ser mais lento que da glicose.

Por outro lado, autcres como _l\iil'LLER51 (1940} ¢

GROBLER27 (1982), que trabalharam in vitro, NEFF:’S { 1967)

& FRGSTELLZO {1973), que trabalharam in vive eDUGUIDI?

{(1985) que  utilizou cuituras puras de  microrganismos
consideraram que estes trés carboidratos possugm a

capacidade de produzir adcidos em quantidades similares.
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Dos carboidratos avaliados, a dextrina foi o que -

produziz a menor quantidade de acidos e esta diferenga foi
gstatisticamente significante em relagio a sacarose e glicose,

estando em concorddncia com os rasultados apresentados por

VOLKER & PINKERTONQI ( 1947},

As dextrinas, <constituem ao lado da maltotriose e
mailtose, produtes da degradac¢do enzimatica do amido pela «a

amilase, apresentando, como produte final apds uma hidrolise

, . . . 5
completa, a glicose (MORMANN & MUHLEMANN 4 , 1981 ).

53 .
Pe acordo com NEFF {1967} e LIKGSTROM et

ai42 {1991y gue fizeram estudo in vivo, MILLERSI (1940},

gue fez estudo i# vifro ¢ STEPHAN & i-l'E_E*r»’I.I\/[Ei\i'SS5 {1947y,
que utilizaram colturas puras de bactérias, foi verificado que
o amido causa uma menor redugdo de pH na placa do gue

og monossacarideos.

Este fatoe pode ser explicado pela necessidade dele
ser hidrolisade a carbotdratos de baixo peso molecular, antes

de ser transportado atraves da membrana da célula

hacteriana e utilizadoe {BIRKHED & SKUDES, i078 3.
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E aceito que moléeculas de monossacarideos e
dissacarideos sfo capazes de se difundir rapidamente e ser
metabolizadas na placa bacteriana, causando rapidas mudangas

de pH (KLE]’NBERG:;?g 1979) . Entretanto, o amido, por ser

tmia macromeiécula, tem a difusdo mais lenta na placa, de
forma que a o amilase salivar ¢ de fundamental importincia
na sua degradacio, promovendo a liberacdo de
oligossacarideos  mais soluveis ¢ difusiveis. Uma vez na
placa, sua subsequente hidrolise €& garantida pela o amilase,
o glicasidase\ ¢ a amiloglicosidase de origem bacteriana,
acorrendo, lentamente e liberando comoe produtos finas,
¢licose o maltose (TATEVOSSIAN® | 1982 ).

Qs PE!, sintetizados por bactérias da placa, servem

como  componentes sstruturais  da  matriz e  possuem uma

. 7
caracteristica adesiva, o0 gue, segundo ROLLA et al l, 1683

. 0 . . .
e MEN&KEI{S ,1980 , favorece a agregacfo microbiana sobre a

superficie do dente.

Notou-se, pela observagido dos resultados, que 2
sintese de PEI, a wpartir de sacarose, fot significantemente

maior que com o8 outros carboidratos.
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Estes dados estao de acordo com trabalbhos

realizados im  vive por ASHLEY & WILSON" {19773, que

verificaram, gque wuma dieta rica em gacarose produzin um

5
aumento do peso seco da placa e com o de 'NEWBRUN"S

(19803}, que os carboidratos da dieta, principalmente a

sacarose, tem grande influéncia nz massa de placa coronaria.

A  explicagdo para o grande acumulo de placa

observade com sacarose, segundo 'NEWBRUNS? {1972), deve-ss
a0 carboidrato  ser .utilizada como substirato pela enzima
glivcosiltransferase, presente nas membranas de Streptococcus e
Actinemyces, para sintetizar PEl. Estas enzimas mostram uma
especificidade para sacarose e duranie a sintese, as unidades
de glicose sdo transferidas da sacarose para uma Aarea ativa
da enzima e posteriormente, para a c¢adeia de polimero =am
desenvolvimente, de forma gque & enzima consome a alfa

energia de ligagio entre os dois carbonos anoméricos ¢, da

glicose e Cz da frutose, gencontrados na sacarose

{(NEWBRUNI® 1990 e ROLLA® . 1989).

Os PEIl sdo formados por residuos de glicose
ligados por grande nuimero de ligagbes o (1-3}. O relativo
alto namero de ligagdes o {1-3} em relagdo as higagdes o (1-

6}, wconfere a2 estes polimeros uma baixa sclubilidade e a
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conformagdo estruw'ral dessas moléculas permite interagdes
entre os residuos de glicose adjacentes com amplitude do
angule rotacional limitada, resultando em wuwma cadeia rigida
gue tem tendéncia a formar agregados fibrosos (ROLLA et

a?ﬂ , 1983),

O processo de aglutinagdo seria possivel segundo

: 5
GIBBONS & VAN HoUuTe>* (1973} ¢ MENAKER " (1980).

porgque esses polimeros extracelulares se ligam a sitios
receptores nz superficie celular de bactérias especificas,

formando um aglomerado. Entretanto KELSTRUP & FUNDER-

N’I.ELSEN36 (1972) supSem, que esta agregacdo seria mediada
por inte.ragées entre os polissacarideos que recobrem as
¢élulas  bacterianas, de forma gque os polissacarideos se
aderem devido a ligag¢des intermoleculares de hidrogénio entre

os grupos livres hidroxil.

Além de causar crescimentic bacteriano, o consumo

de sacarose , segundo KRISTOFFERSON & -BiRKEDBB {(ig87),

STAAT et alo?  (1975) o HOUTE > (1986) também pode

influenciar gualitativamente a composigdo da placa,

favorecendo ¢ crescimento de Streprococens e Lactobacillos.



s dados obtidos em nosse trabatho, demonstrando
in vitro, a sintese de PEl pela placa dentdria na presenga de
sacarose, como também na presenga dos substratos glicose,
frutose e dextrina, justificam o acamulo de placa in viva |
promovida pelo consumo desses carboidratos, estando de

acordo com o8 trabalhos realizados por SCHEININ &

R 7 )
'MAK[NEN4 {1971), onde foi observado que nio havia

diferenga significante do peso da placa ism vive, quando eram
sonsumidas glicose e sacarose & com um estudo subsequente,
o qual comprovou 4gue uma dieta contendo wuma mistura de
glicose-~frutose, guando comparada com SAaCarose, provocava um
aumento do peso da placa fresca, em proporgdes similares

(SCHEININ & MAKINEN. ° 19072). Ainda estio de acordo

. . 9
com VAN DER HGEVEN8 {1974}, que observou gque, tanto
em ratos mantidos <com uma dieta de sacarose como de

glicose, havia formagdo de grande quantidade de placa e

DUBOIS et allé (19843, que concluiram que a frutose
provocava pequena redugdc na formagdo de placa comparada a

FACETOEC.

Por meic desses trabalhos poOde-se notar que,
guando as pesquisas sdo realizadas in  vive, ndo sdo
observadas grandes diferengas no acimulo de placa com

consumo de sacarose, glicose e  frutose, levando-nos a
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concluir gue a sacarose nade deve ser o unico fator

responsavel pelo estabelecimento da placa dental.

Nio ha duvidas, obsgrvando 08 trabalhos de

GIBBONS & NYGAARDZS (1968, NEWBRUN st ai59 (1971),
GIBBONS & VAN .HOU'{‘Ez4 (1973), KELSTRUP & FUNDER-
NIELSEN36 (1972, ROLLA et aiﬂ” {1985) e R{)L—LA?O

{1989), que a sacarose seja o substrato especifico utilizado
pela glicosiltransferase na sintese de homopolissacarideos
extracelulares pelos Strepfococcus, mas devemos <considerar
gque para a realiza¢do dessas pesquisas, foram wutilizadas

culturas puras de microrganismos ou enzimas purificadas.

Em nossa metodologia, foi wtilizada uma suspensio
de placa que ¢ constituida por uma grande variedade de
bactérias, <carboidratos e proteinas.  Portanto, o que foi
observado €& que esta mistura heterogénea de microrganismos
promoveu um aumenfo na sintese de PEI, atilizando os
difersntes carboidratos como substratoe. A capacidade de outro

substrate, além da sacarose, ser utilizade na sintese de PEI

também fol demonstrada por GRENBY et al. 26 (1989}, que

tragbalharam com suspensio de placa ¢ metodolaogia

semelhante.



Esses dados sugerem gque poderia existir outro
mecanismo de formagdo de PEI, que ndo fosse dependente de
sacarose e que wutilizasse outro carboidrate como substrato.

Uma possivel evidéncia disso foi observada por

(TRITCHELEYQf {1969}, ao wverificar que a placa formada em
macacos alimentados através de tubo estomacal e que
receberam glicose em pd, como unico componente por  via
oral, continha peolissacaridecs extracelularss; gstes ndo aram
dextrana e eram formados por outros agucares, além de

glicose. Comprovagdo feita também  por GUG-GENHEIMES

{1970} que encontrou atraves de eletromicrografia,
heteropolissacarideos capsulares de diferentes espécies de

Streptocoocos crescides em glicose.

Qutra possibilidade seria 3 utilizagdc desses

carboidratos acrescentados ao meio de tncubacido para

promover o crescimento das cadetas de polissacarideos pré-
formadas pelas bactérias e que seria justificada pelo estudo

de LEACH et :;114{J (1969}, que obgervaram que

microrganismos orais, qguando submetidos a curtas exposigdes
a ag¢tcares <como glicose, frutose ¢ maltose produziam
polissacarideos extracelulares, os quais tinham a caracteristica

de cada acihcar individual.
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Observando-se o5 dados de fermentacio
nos grupos de glicose, sacarose, frutose e  dextrina,
_éncomirou-se que o citrato adicionado ao meio de cultura, na
concentragdo de 50 ou 100 mM, foi capaz de reduzir os
valores em todos os grupos de acucares. O resultado obtido
foi  estatisticamente  significante, permitinde  considerar o

citrato um inibidor da fermentagdo bacteriana.

A inibigdc da fermenta¢ldo pelo citrato, deve-se

provavelmente, segundo SR.EREg:J’ (1965) e PINl'-lEif{OS‘i (19%9)

ac citrate ser um inibidor da via glicolitica, agindo sobre a

fosfefrutoquinase, terceira enzima desta via.

Com relagdo aecs dades de sintese de PE!l nos
grupos de acgicares, podemos observar que a adigde de
citrato ao metn de cultura, na concentragdio de 50 mM,
reduziu os valores de sintese em torno de 20 a 30% nos
grupos sacarose, glicose e dextrina, porém, no grupo frutose,
a sintese foi intbida ¢erca de 80%. Com o aumenfg da
concentragdo para 100mM, houve uma inibig:‘io,‘em media, de
$0% para todes o©s grupos de aghcares. O resultado foil
estatisticamente significante, demeonstrando gque o citrato tem
também a capacidade de inibir a sintese de PEl pela placa

dentaria.
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Este achado poderia justificar a observacio de

I Cgs s .
PAVARINI (1980), de gque a incidéncia de caries de sulco

foi maior que a de caries de superficies lisas, quande os
ratos  eram tratados com  citrato e mantidos em dieta
cariogénica, embora tenhamos que considerar gue a espécie de
ratos utilizados apresente lesBes de  carie com estas

caracteristicas,

Pode-se observar que os resultados, demonstrando a
capacidade do citrato agir a nivel do metabolismo bactertano,

se¢ relacionam com agueles encontrados por I\/I()H.E].Rz’;.52 {1982)

- a2 , ,
¢ PAVARINI et al (1981}, nos gquais o citrate demonsiroun

ter uma acfo anticariogénica quando administrado a ratos em

associtagdo com uma dietz cariogénica

0O fato do citrate inibir deois dos fatores que
determinam a viruléncia da placa bacteriana, sem davida,
pode colaborar para o seu efeitoc anticaricogénico, sendo
considerado vastajose o consumo de alimentos gue apresentem
altas concentracdes de acido citrico, a eaxemplo das frutas
citricas, espectalmentse o limdo com wuma councentragdo que
varia de 5 a3 8%, constituindes uma forma naiurél no controle
da placa bacteriarna e conseguentemente, na prevengidoc da

caris.
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Com base nos resultados aobtidos, através da

metodologia empregada neste trabalho podemos concluir gue:

I- A glicose apresentou significante mator atividade

de produgdo acida em relagfo aos outros carboidratos.

2- 0 jom citrato, independente da concentragio, foi
capaz de inibir a fermenta¢do desses carboldratos pela placa

dentaria,

3- A sacarose promoveu significante malor sintese

de PEI, guando comparada com os outros carboidratos.

4. A inibigdo da sintese de polissacarideos
extracelulares insalaveis, independente do substrato usado,
fot preporcional a concentragdo do citrato, exceto no grupo

frutose.
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SUMMARY

The purpose of this work was to evaluate the
influence of carbohydrates often consumed in diet, as
glucose, sucrose, fructose and dextrin, on fermentation and
svnthesis of extracelluslar insoluble polysaccarnides of dental
pague, s vitro and the inhibition of these metabolic

activities produced by citrate,

So, it was used a suspension of dental paque { 10
mg/mt of phosphate buffer ¢,01M pH 7,0 )} that was incubated
at presence of substrates at 37°C, for 2 hours for
fermentation and 18 hours for synthesis of insoluble

pelysaccarides.

The fermentation was measured by titration with
G.05N NaOH solution. The estimation of the synthesis of
insoluble polysaccarides was achieved by dos;ge of total
carbohydrates. The sedium citrate was increased in  an

incubation medium on 50 and 100 mM of concentration.

The results indicated that the glucose showed the
largest acid production activity and sucrose promoted the

greatest synthesis of insoluble polysaccarides, when compared
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with the other carbohydrates . The citrate was able to inhibit
the carbohydrate fermentation and showed itself a great

inhibitor of synthesis of extracellular insoluble polysaccarides.

KEY-WORDS:

Dental plaque - Fermentation - Inscoluble

polysaccharides synthesis - Sugars
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