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RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar a composigéo da placa dental formada na presenca de sacarose
ou glicose+frutose e sua relagiio com cariogenicidade. Doze voluntarios adultos participaram deste
estudo cruzado realizado em 03 etapas de 28 dias . Para cada fase do estudo, um dispositivo
palatino de acrilico contendo 04 blocos de esmalte dental humano foi confeccionado para os
voluntarios. Uma solucio de sacarose 20% ou glicose 10% + frutose 10% foi gotejada sobre os
blocos de esmalte 8 x/dia, enquanto no grupo controle ndo foi utilizada nenhuma das solugdes.
Durante o periodo experimental, todos os voluntirios utilizaram dentifricic niio fluoretado, nfio
escovaram os blocos dentais e ingeriram agua fluoretada a 0,60 ppm F. Concentracdes de calcio,
fosforo, flor, carboidrato total e proteina (assim como eletroforese) foram determinadas na placa
dental apés cada fase. Nos blocos dentais analisou-se a concentragio de flior e microdureza
superficial € interna do esmalte. Os resultados mostraram que a placa dental formada na
presenga de sacarose fol mais cariogénica que a formada quando da presencga de glicose+frutose.
Isto foi observado qualitativamente e comprovado quantitativamente (p<0,05) pela analise de
mricrodureza superficial e interna do esmalte dental. Quanto a concentragdo de flior no esmalte
houve um aumento na superficie (12,9 um) quando da placa formada na presenga de sacarose ou
glicose+frutose em relagdo ao grupo controle (p<0,05). Concentragdes menores de Ca, P e F
foram encontradas na placa formada na presenga de sacarose e glicoset+frutose em relagio ao
controle (p<0,05). A concentragio de polissacarideos insoluveis, quando da exposi¢éo 4 sacarose,
foi maior em relagBio aos grupos controle e glicose + frutose (p<0,05). O perfil eletroforético das
proteinas da placa dental mostrou padrdes distintos quando a placa foi formada na auséncia e
presenga dos diferentes carboidratos. Os resultados sugerem que a maior cariogenicidade da placa
dental formada na presenga de sacarose niio pode ser explicada unicamente pela maior porosidade
da sua matriz. Sua menor concentrag@o inorginica e a sua peculiar composigiio protéica também

devem contribuir para o fendmeno.



1- INTRODUCAO

A carie dental € um processo dindmico que depende das condigdes prevalentes na
interface dente-placa, quando da ingestdo de carboidratos fermentaveis (CURY, 1993 ).
Entre os carboidratos fermentaveis, a sacarose é considerada como o de maior potencial
cariogénico, pois, além de produzir 4cido quando metabolizada por microrganismos, ¢ um
substrato para sintese de glucanos extracelulares (NEWBRUN, 1967). Esta produgdo de
glucanos decorre do aproveitamento de energia quando da hidrolise da sacarose { ROLLA,
et al, 1985 ). Os glucanos extracelulares modificam a matriz da placa, aumentando o
indice de difusfo do agiicar e conseqiiente produgdo de acido na camada mais profunda da
placa ( FU et al,, 1991, ZERO et al. 1992 , ZERQ, 1995 ). Assim a placa dental formada
na presenca de sacarose pode ser mais cariogénica devido a um aumento na porosidade
da matriz rica em glucanos ( DIBDIN & SHELLIS, 1988 ; van HOUTE, 1994 ).
Entretanto estes ndo sdo os Unicos fatores a serem considerados. A composigdo inorginica
da matriz da placa dental, especialmente em termos de calcio, fosforo e fldor’, determina o
grau de saturagio da placa em relagdo ao produto de solubilidade do esmalte (MARGOLIS
et al, 1988 ab, MORENO & MARGOLIS, 1988 ; TATEVOSSIAN, 1990 ab,
MARGOLIS & MORENO, 1992 ), definindo se havera ou ndo desmineralizagdo quando
ocorrerem quedas de pH (MORENO & MARGOLIS, 1988 ; MARGOLIS et al., 1988a ,
TATEVOSSIAN, 1990; MARGOLIS et al,, 1993 ). Em adig8o, as concentragbes de Ca e
P na placa dental s30 relevantes em termos de desenvolvimento de carie, considerando que
hé uma relacdo inversa entre concentragdo destes ions na placa dental ( ASHLEY,1971
1972; 1975 a,b; ASHLEY & WILSON, 1977b, ; GROBLER et al,, 1982 ; SHAW et al,
1983) e no fluido da placa { TATEVOSSIAN, 1990b ; MARGOLIS, 1990 ; MARGOLIS
& MORENO, 1992 - MARGOLIS et al. 1993 ) e experiéncia de carie, Assim, a placa
formada sob uma frequéncia de sacarose 8x/dia, apresenta 7x menos F , 10x menos P, 3x
menos Ca e 3x mais polissacarideos insolGveis em relagio a formada na auséncia de
sacarose ( CURY et al. 1997 ). Deste modo, matematicamente, em termos de pese, o
aumento da massa da placa, em termos de polissacarideos ndo explica isoladamente a
redugao idnica proporcional. A diminuigdo na composigio inorgdnica da placa dental com
o aumento da freqiéncia de sacarose, poderia ter trés explicagBes. A primeira seria que o

constante baixo pH ambiental pela fermentagdo da sacarose poderia liberar reservatorios

* Fhior ~ termo genérico para definir as formas inicas (fon fltor, fluoreto), ionizivel ¢ no ionizavel do
elemento fiior.



2
de ions minerais da placa, que se difundiriam para a saliva, o que entretanto ocorreria com
outros carboidratos fermentaveis ( por exemplo glicose e frutose ). A segunda explicagio
poderia ser que o esmalte ganharia estes ions da placa dental durante as ciclagens de pH
apos desafio cariogénico, o que explicaria principalmente a redugio de flior na placa
dental considerando o grau de saturagfio em relacdo a fluorapatita (LARSEN & BRUNN,
1994 ), entretanto isto ocorreria com outros carboidratos fermentaveis. E a terceira
explicacdo podenia ser o balanco entre polissacarideos/proteinas na matriz da placa dental
durante a formagdo da placa na presenga de sacarose, a qual poderia ser deficiente em
proteinas ou peptideos salivares aos quais poderiam se ligar ions Ca, P e F, o que ocorreria
principalmente com sacarose devido a predominéncia de glucanos extracelulares.

Assim, o objetivo deste estudo foi relacionar a composigo da placa dental formada

na presenga de glicose + frutose ou sacarose com cariogenicidade.



2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral

Relacionar a composigdo da placa dental formada na presenga de glicose +

frutose ou sacarose com a cariogenicidade das mesmas.

2.2- Objetivos Especificos
- Comparar os efeitos da sacarose e glicose + fiutose na formagio e
composi¢do da placa dental através de :
s Peso umido da placa dental
+ Componentes inorganicos (Ca,PeF)

¢ Componentes orginicos ( Carboidratos e Proteinas )

- Analisar o grau de desmineralizago e incorporagio de fliior no esmalte
sob a placa formada na presenca de sacarose e glicose + frutose através de :
¢ Exame Visual dos Blocos de Esmalte
o Medidas de Microdureza Superficial e Interna do Esmalte Dental

s Concentracgio de Flior no Esmalte Dental



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Placa Dental - Consideracgdes Gerais

A placa dental consiste de um agregado bacteriano imerso em um
material amorfo denominado matriz da placa dental. Contém aproximadamente 80%
de agua e 20% de sdlidos. A matriz da placa dental contém componentes inorgéinicos,
especialmente calcio, fosforo e fluor, que contribuem com aproximadamente 5% a
10% do peso seco da placa (NIKIFORUK, 1985 ). As proteinas salivares e bacterianas
compreenderm aproximadamente 40% a 50% do peso seco da placa , carboidratos
contribuem com 13% a 18% e lipideos 10% a 14% (NEWBRUN, 1989 ). A glicose é
o principal carboidrato encontrado na placa, entretanto a maioria dos carboidratos na
matriz da placa dental apresentam-se como polimeros extracelulares, como glucanos
(homopolimeros de glicose), frutanos ( homopolimeros de frutose), ou
heteropolissacarideos, sintetizados pelas bactérias ( HOTZ et al,1972). Esses
constituintes tém sido amplamente estudados e considerados como fatores

determinantes para o desenvolvimento ou nfo da carie dental.

3.1.1- COMPONENTES INORGANICOS ( Ca, P e F ),
ORGANICOS (CARBOIDRATOS E PROTEINAS ) E CARIE DENTAL.

O primeiro estudo de composigio da placa dental parece ter sido feito
por DOBBS em 1932, Este autor sugeriu que a remogdo da placa dental por um
solvente quimico poderia ser Gtil para o controle da carie. Portanto, coletou placas e
tentou dissolvé-las com uma ampla variedade de solventes. Embora tenha ocorrido
solubilidade, nenhum destes produtos mostrou eficicia para a remogéo da placa in
vivo. Continuando seus estudos, este autor coletou placa dental, realizou extragio com
NaQH 5% e entdo filtrou, dializou e precipitou com HCI as proteinas. O precipitado
de proteinas compreendeu 28-52% do total de proteinas da placa, tendo o autor

afirmado que essa proporgao representava o teor de mucina na placa.



DAWES (1962), observou que, quando a placa foi homogeneizada em
NaOH 0,1N, aproximadamente 33% (variagio de 15-51%) do nitrogénio da placa
estava presente em solucdo enquanto somente 5% foi dissolvido em 4gua.

Histologicamente as bactérias aparentavam permanecer intactas.

FERGUSSON (1964) tentou correlacionar as proteinas da matriz da
placa dental com as da saliva por eletroforese em gel de amido. Este autor relatou a
separagdo de 07 proteinas da placa dental, as quais corresponderam em mobilidade as
07 proteinas estudadas na saliva da pardtida de um individuo. Através da coloragio
para carboidratos foi demonstrado que as proteinas eram glicoproteinas, Este
resultado parece sustentar a visdo de que proteinas salivares contribuem para a placa

dental, mas nfio exclui a possibilidade de que proteinas bacterianas por si 36 também

estivessem envolvidas.

CARLSSON & SUNDSTROM, em 1968, investigaram a composi¢io
guimica, quantidade, densidade microbiana e aparéncia histologica da placa dental
formada sob dietas com fregiientes bochechos de sacarose ou glicose. O estudo
consistiu de dois periodos experimentais, com duracfio de trés dias cada, com
amostras de placa coletadas de sete voluntirios. A dieta nesses periodos foi leve,
isenta de sacarose e cereais. Essa dieta foi suplementada a cada meia hora, durante o
dia, com um bochecho de solucdo de sacarose 25% ou glicose 25% (10 mL ) em cada
periodo. Os voluntarios foram instruidos a nfo escovar seus dentes e alimentar-se de
tal forma a evitar a fricgio do alimento com a superficie vestibular. As amostras de
placa foram coletadas pela manhi no final de cada perfodo, pesadas e
homogeneizadas em 2 mL de “tampdo salina™ (0,05M,pH 7,3)4° C. Apés 0,1 mL
do homogenado ter sido selecionado para cultura, o restante foi imediatamente
lofilizado e entfio estocado sob vacuo em ampola selada. O ensaio quimico do
material da placa foi realizado quando todas as amostras tinham sido coletadas. As
amostras foram reidratadas em 1,9 mL de 4gua destilada e entio estocadas a —20° C.
Carboidrato total foi estimado de acordo com DUBOIS et al. { 1956 ). O teor de
nitrogénio foi analisado pelo método Kjeldahl, A quantidade de placa formada em
volume { média e variagdo ) no periodo sacarose foi 156 pl (44-425)e35ul (8-97
) no periodo glicose. A densidade de microrganismos vidveis e concentragdo de

mirogénio- Kjeldahl foi significantemente maior na placa coletada apos o periodo



glicose. Por outro lado, a relagio carboidrato por unidade de nitrogénio na placa do
periodo sacarose foi cinco vezes maior em relacio ao periodo glicose. Esses
resultados, juntamente com o que é conhecido sobre microbiota da placa, indicam
que, apds ingestdo de sacarose uma considerivel quantidade de espagos na placa

poderia ser ocupado por dextranos intermicrobianos. Esta interpretagiio foi sustentada
pelo aspecto histoldgico da placa.

KREMBEL et al., em 1969, com o objetivo de obter fragdes celulares
e acelulares da placa dental, testaram diferentes procedimentos quimicos e verificaram
a pureza das fragBes obtidas através de observagdes em microscopio eletrdnico. Apés,
0 uso de um spray com agua, placa dental foi coletada com uma espatula de aco, pela
manhd, de pacientes em jejum e sem escovagio dos dentes. As placas foram primeiro
tratadas com solugbes de EDTA 0,1, 0,5 e 1% (por 10, 30 2 45 minutos,1 h e 3 h),
NaCH 0,0IN e HCl 0,IN, ou solugdo de tampdo fosfato (pH 7.4), sendo entdo
centrifugadas em sacarose com gradiente 0-50%. Em outros experimentos, as placas
foram fervidas em agua destilada, ou submetidas alternadamente a congelamento e
agquecimento em temperatura ambiente. Também foi utilizada agitagiio ultrasénica ou
tratamento com lisozima. Todos esses procedimentos foram seguidos por
centrifugacdio em gradiente de sacarose. Entretanto, sob microscopia eletrdmica,
nenhum destes métodos foi apropriado para obtengdio de uma fragiio celular e clara,
livre de bactérias, ou uma frai;,_ﬁa celular livre de matriz aderente. Uma separacgiio
satisfatoria foi algancada com 6 seguinte método. Aproximadamente 20 mg de placa
dental humana, coletada com um espatula de aco, em 2-3 ml de agua bi-destilada (pH
6,5), foi dispersada por ativagio mecénica com um bastdo de vidro, por 10 minutos.
Apds 5 minutos de centrifugagdo a 3000 rpm, o sobrenadamente foi filtrado em
Millipore (0,45 mp). ObservagGes em microscopia eletrOnica mostraram que essa
fragfio, livre de bactérias, tinha uma ultra-estrutura de granmulagio fina, e foi
considerada como acelular. Ao contrario, os sedimentos obtidos foram compostos de
um grande nimero de microrganismos. Analises bioquimicas preliminares foram
realizadas no material da placa total, assim como nas fragdes celulares e acelulares
obtidas com este {ltimo método. Extragdio com cloroformio-metanol (2:1 v/v),
mostrou umn teor relativamente alto de lipideo (26-30%) na fragio acelular. O teor de

proteinas dessa fragéo, estimada pelo método de Folin, foi baixo, portanto as proteinas



da placa estdo principalmente associadas com a fragdo celular (40-70%). Analises

prelimmares mostraram que a fragéo acelular contém 3 x mais calcio do que a fragdo

celular e 2 x mais fosforo.

GUGGENHEIN, em 1970, descreveu uma abrangente revisio
considerando diferentes aspectos da formagio de polissacarideos extracelulares em
relagdo a placa dental, conforme exposi¢io a seguir. A primeira evidéncia direta da
ocorréncia de polissacarideos na placa dental foi fornecida por McDOUGALL em
1964. Extratos de amostra de placa precipitados em etanol 70% foram hidrolisados e
analises revelaram que frutose era o Unico componente. O autor concluiu sobre essa
base que o polissacarideo era um levano que correspondia de 0,3 —~ 2,9% do total do
peso seco de 25 amostras individuais. Uma investigagio similar foi realizada por
CRITCHLEY et al. (1967), que fizeram extratos de amostras de placas com dgua fria
¢ subseqiientemente com hidroxido de sédio 0,5 N. A hidrolise acida seguida de
cromatografia em papel do extrato dialisado com agua fria, mostrou glicose e frutose
como principais componentes, ao passo queé glucose foi o principal constituinte no
material hidrolisado extraido com élcali. O procedimento de extragfio foi repetido
apOs uma incubagiio in vifro das amostras de placas em sacarose; o material solivel
em agua encontrado foi uma mistura de frutano e glucano, enquanto na fragdo soliivel
em alcali se encontrou um glucano que foi precipitado em etanol a 45%. Uma
degradagdo Smith modificada foi realizada para estabelecer os tipos de ligagOes
desses polissacarideos, e os principais tipos de ligagdes glicosidicas encontradas
foram hexopiranosideo 1-6 e/ou 1-2 e cetofuranosideo 2-6. Concluiu-se, portanto,
que os polissacarideos na placa eram dextranos e levanos. Entretanto, os produtos da
reagdo foram somente identificados qualitativamente por cromatografia de papel. O
dextrano foi o principal polissacarideo encontrado na matriz da placa, enquanto que o
levano correspondeu apenas 1 a 2% do total do peso seco. A pequena quantidade de
polissacarideos extracelulares extraiveis da placa dental ndo foi suficiente para
extensivas analises quimicas, além do mais, essas substincias ndo eram homogéneas.
Para superar essas dificuldades, polissacarideos extracelulares sintetizados in vifro
por culturas puras de estreptococos orais tém sido estudados. Duas fragdes de
polissacarideos extracelulares foram isoladas a partir de estreptococos do grupo

mutans, e ambas evidenciaram serem glucanos, mas somente uma fracdio foi soluvel



em agua (DONOHUE et al,, 1966 ). Portanto, a partir desta revisiio pode-se concluir
que uma das caracteristicas da placa dental é a habilidade para sintetizar substancias
extracelulares. Polissacarideos extracelulares e glicoproteinas salivares parecem ser os
principais constituintes da matriz da placa sendo os polissacarideos produzidos por
determinadas bactérias orais a partir da sacarose. Os polissacarideos isolados da placa
dental tém demonstrado ser glucanos e frutanos. Entretanto esses componentes néo
sao homogéneos do ponto de vista quimico ou morfoldgico, apresentando diferengas
na solubilidade. Anélises quimicas, incluindo alguns trabalhos estruturais, tém sido
feitas principalmente sobre fragSes que eram soliveis em agua e sobre o material que
foi extraido com solugbes alcalinas fracas. A fra¢iio de polissacarideos insoliveis
somente foi extraida com alcali forte. Devido a suas propriedades quimicas e fisicas

os glicanos insoliveis t&m sido considerados como a “pega de resisténcia” da matriz

da placa dental.

FOX & DAWES, em 1970b , realizaram um estudo no qual as
proteinas da placa dental extraidas com varios solventes foram comparadas com
amostras de musturas de culturas puras de alguns tipos de microrganismos
predominantes na placa dental. Isso permitiu uma estimativa da prorporgio de
proteinas na matriz da placa e do provavel grau de contaminagiio pelos produtos
liberados ¢ das proteinas bacterianas da matriz extraida da placa por varios solventes,
Participaram deste experimento, estudantes que foram instruidos a nfo escovarem os
dentes por 2 dias. Na manhi do 3° dia, em jejum, a placa foi removida com uma
cureta de todas as areas dos dentes exceto a superficie lingual dos dentes anteriores. A
placa foi pesada, imediatamente em uma balanga de torgdo para 0,1 mg e colocado em
3 ml de salina 0,4% a 0° C para permitir a mistura de varias amostras de placa. A
placa e salina foram agitadas para facilitar a remogdo de amostras representativas. Um
total de 10-80 mg de placa por individuo foi usualmente obtida. Para a extragdo de
proteinas da mistura de microrganismos ou da placa dental aliquotas da mistura de
microrganismos ou da placa dental foram adicionados a 8 diferentes tampdes de for¢a
idnica 0,05 em uma faixa de pH variando de 1,3 — 12,7. O volume foi feito para 1 m]
com teor de proteina total de aproximadamente 2 mg e a temperatura foi mantida a 0°,
23 ° ou 37° C. No tempo zero, as amostras foram submetidas a analises e, apds 30
minutos, os tubos foram centrifugados e o sobrenadante coletado. As analises de

proteinas foram realizadas pelo método de LOWRY et al. (1956) e porcentagem de



proteina total no sobrenadante foi calculada. Para determinar o grau de variabilidade
individual na porcentagem de proteinas extraiveis da placa dental, 16 amostras de
placa de 03 dias foram colocadas em NaOH 0,05N a 0° C . No tempo zero, amostras
foram tomadas para determinagdo de proteina total e, 1 hora apds centrifugacio,
aliquotas do sobrenadante foram removidas para andlise de proteina, e a porcentagem
de proteina total da placa extraida em NaOH foi calculada. Para facilitar a
comparac¢do com o trabalho de SILVERMAN & KLEINBERG (1967) experimentos
foram conduzidos nos quais aliquotas de mistura de microrganismos combinados e
placa dental foram submetidos & extragio com NaOH 0,1 N a 0° C € 23 ° C por 5
horas. Amostras foram obtidas em intervalos durante o periodo de 5 horas para seguir
o grau de extragdo de proteinas. Com relagiio aos efeitos da temperatura ¢ pH na
extragiio de proteinas da placa dental ¢ da mistura de microrganismos, os resultados
foram submetidos a uma analise de varidincia, e os principais efeitos (por exemplo,
temperatura, pH, placa dental x microrganismos combinados) foram significantes a
nivel de 1%. A quantidade de proteinas extraidas a 37 ° C foi levemente mas
significativamente (p<0.01) maior que a 0° C ou 23 * C. A variabilidade minima
tanto para a placa dental como para a mistura de microganismos foiempH4,0e 5,0 e
a maxima em pH 12,7, Significantemente mais proteina (p<0,001) foi extraida da
placa dental do que da mistura de microrganismos. Quanto a variagdo de pH, a
proporcdio de porcentagem de proteina extraida da placa dental para a extraida da
mistura de microrganismos, foi relativamente constante a aproximadamente 4:1. A
porcentagem média de proteinas extraidas, de 16 amostras de placa dental, apés
exposi¢do a NaOH 0,05N por 1 hora foi 37,1 + 8,1% (SD) com uma variagio de 28,9
-~ 45,3%. Com relag@o a solubilizagio com NaOH 0,1 N das proteinas da placa dental
e associagio de microrganismos os resultados mostraram que a porcentagem de
proteinas na placa neste experimento foi relativamente maior do que os valores
obtidos quando a placa foi extraida com NaOH 0,05 N, Com um aumento no tempo
de exposicio ao NaOH 0,IN, houve um aumenio na porcentagem de proteinas
extraida da placa dental e da mistura de microrganismos . Entretanto, com o tempo de
extragio maior que 1 hora, o aumento absoluto na proteina extraida da placa dental foi
aproximadamente igual ao aumento na proteina extraida da mistura de
microrganismos. Portanto NaOH 0,1 N a 0° C durante 1 hora extrai basicamente

proteinas da matriz da placa e nfio das bactérias.
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KLEINBERG, em 1970, atribuiram 2 presenca de calcio e fosforo na
placa dental com a formagdo de um complexo proteina-carboidrato-calcio-fosfato

sobre a superficie 0 qual levaria a precipitagio de glicoproteinas salivares quando
ocorresse aumento de pH

SCHEININ & MAKINEN, em 1971, avaliaram o efeito de varios
agucares na formagdio e composi¢io da placa dental. O estudo consistiu de 02
periodos com duragiio de quatro dias cada, com participa¢iio de 46 estudantes sob um
regime dietético. Durante esses periodos os estudantes deixaram de escovar os dentes
e foram divididos em quatro grupos experimentais. Durante o primeiro periodo do
experimento, os participantes estiveram sob uma dieta normal, portanto a ingestio de
agtcar ndo foi excluida. No segundo periodo, cada um dos grupos esteve sob uma
dieta estrita com relagiio a agiicar. Em adiclio i dieta regular cada grupo recebeu
exclusivamente frutose, glicose, sacarose ou xilitol. A quantidade total individual
dessas substincias variou de 40 a 50 gramas, € a ingestdo consistiu de 15 balas tipo
toffes com intervalos de 1 hora. Essas balas continham frutose, glicose, sacarose ou
xilitol. Ao final de cada periodo os estudantes foram avaliados quanto ao indice de
placa (SILNEES & LOE , 1964). Em seguida, a placa foi coletada, pesada e suspensa
em salina fisiologica (4°C). A relacfio entre a quantidade de salina e placa for 0,2
ml. / 10 mg de placa. Com relagdo aos resultados, observou-se uma correlag@o
positiva entre o indice de placa e o peso imido da placa. A menor quantidade de placa
e indice de placa foi encontrada no grupo xilitol, seguido pelos grupos frutose ¢
glicose, enquanto a maior quantidade de placa e indice de placa foi observada no
grupo sacarose. As diferencas entre os valores nos grupos xilitol ¢ sacarose e entre os
grupos frutose e sacarose foram estatisticamente significantes. As placas formadas
com diferentes agiicares com relagdo ao calcio, fosforo, proteina, acido lactico,
polissacarideo tipo dextrano, ndo foram estatisticamente significantes. Por outro lado,
a quantidade de hexosaminas e agucar total ( fracdo de polissacarideo parcialmente
purificada ) da placa foi reduzida significantemente quando se comparou uma dieta

normal com dietas contendo xilitol, glicose ou frutose, mas n@o sacarose.
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ASHLEY, em 1971, realizou um estudo cujo objetivo foi relacionar a
prevaléncia de carie nos dentes superiores posteriores em estudantes com as
concentragdes de calcio e fosforo na placa dental coletada desta regifio, e avaliar os
efeitos do nivel de calcio ¢ fosforo na saliva parotideana e a ingestdo do aglicar na
dieta. Apos a profilaxia e polimento, os estudantes abstiveram-se da escovagio dental
por 48 horas. Eles foram indagados sobre sua dieta, em particular atengdo 2 ingestio
de agucar. Apos 48 horas, eles mastigaram um doce por 5 minutos, ¢ a placa foi
coletada apos 30 minutos; isto foi feito para padronizar a Gltima exposigdo ao agticar .
A divisiio de prupos de baixa e alta incidéncia de céries foi de acordo com suas
superficies lisas dos dentes posteriores. Os resultados mostraram que individuos com
baixo indice de cdrie tinham significativamente maior nivel de célcio na placa
{p<0,05), fosforo inorginico (p<0,001) e fosforo total (p<0,01) e uma

significativamente menor ingestdo de agicar no periodo de 48 horas (p<0,05).

ASHLEY, em 1972, continuando seus estudos investigou os efeitos da
saliva parotideana e aglcar da dieta sobre a placa em 4 regides dentais (superior
anterior, inferior anterior, superior posterior e inferior posterior), ¢ a relagéio entre as
concentragBes de cilcio e fosforo da placa e prevaléncia de caries nessas regides.
Noventa e nove (99) estudantes participaram do estudo que envolveu coleta de saliva,
profilaxia, polimento, e 48 horas de abstengdo de escovagio dental antes da coleta de
placa. ConcentragBes de Ca e P da saliva parotideana tiveram correlagiio positiva,
exceto na regifio anterior, Em contraste, observou-se uma correlacfio negativa entre a
experiéncia de agucar durante as 48 horas de acimulo de placa e concentragiio de
célcio e fosforo na placa, especialmente na regido anterior (p de < 0,001 a < 0,05).
Correlagbes significantes foram encontradas entre placas e cérie na regido posterior
onde uma relagdo inversa entre a concentragio de fosforo inorganico e total e CPO de
todas as superficies (p<0,001 e <0,01) foi observada. Esses achados sustentam a
hipOtese de que desmineralizagio do esmalte ¢ significantemente afetada pela
concentracio de Ca e P da placa, que por sua vez esta relacionada a composicdo

salivar e experiéncia de agucar na dieta.
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FRY & GRENBY, 1972, com a finalidade de estudar os efeitos da
reducdo da ingestio de sacarose sobre a formagio e composigio da placa dental,
efetuaram um estudo no qual a sacarose foi omitida da dieta de um grupo de 19
homens por um periodo de 14 semanas, e substituido por xarope de glicose e
ciclamato de caleio. ObservagBes foram feitas em dois periodos de 14 semanas, sendo
o primeiro com uma dieta pobre em sacarose no qual os alimentos que continham
sacarose foram substituidos por xarope de glicose e ciclamto de calcio, e o segundo
com uma dieta normal. O indice de placa dental foi avaliada quinzenalmente, e
amostras foram coletadas para analise. Os voluntarios abstiveram-se de qualquer
procedimento de higiene oral por 3 dias antes de cada avaliagio. As amostras de
placa de cada individuo foram coletadas com escavadores, pesadas e secas para peso
constante sob pressdo reduzida, ¢ estocadas a — 20° C até serem analisadas. Cada
amostra de placa seca fo1 misturada com 4,0 mL de dgua em um tubo de centrifuga e
homogeneizada com um bastdo de vidro com tampa revestida de borracha. Apos
centrifugacdo a 3500 rpm por 15 minutos, o sobrenadante foi transferido. A extragio
foi repetida duas vezes mais, e os extratos foram combinados, dando um volume total
de 12,0 mL. Aliquotas foram tomadas para a determinagio de carboidrato solivel
total, levano soluvel, calcio e fosforo. O residuo apés extragio foi preservado para
determinagio de carboidrato total insolGvel. Os resultados obtidos mostraram que a
extensdo da placa atingiu um periodo critico entre 6 — 10 semanas, entdo decain, até
14 semanas, declinou a um nivel significativamente menor em relacfio a dieta normal
contendo sacarose. Comparado com a dieta normal, a dieta com substituigio de
sacarose por xarope de glicose e ciclamato de calcio produziu uma placa contendo
significativamente mais carboidrato solGvel, mas n3o houve diferenca nos
carboidratos totais insoliveis, ou em “levanos” soliveis. Niveis de calcio solavel na
placa foram similares nos dois periodos, mas a placa com substituigdo de sacarose por

glicose conteve mais fésforo do que a placa normal.

GIBBONS & van HOUTE, 1973, em seus relatos sobre a formagdo de
placa dental citam que possivelmente o melhor exemplo de adesdo interbacteriana
mediada por polimeros bacterianos diz respeito aos Streptococcus mutans. Existem
dados que indicam que o Unico potencial do S. mwfans estd associado com sua
habilidade para formar placa dental em superficie lisa, e que isto ¢ dependente da

sintese de polissacarideo extracelular a partir da sacarose. O S mutans forma
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depisitos microbianos aderentes na presenca de sacarose, e isto forma uma extensa

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

MANDEL, 1974, em uma revisdo, estudou a relago da saliva e placa
com carie dental, e descreveu que a quantidade de matriz intercelular na placa ¢
extremamente varidvel e amplamente dependente da dieta. A placa ¢ formada mesmo
em individuos alimentados por sonda, mas é fina e produz relativamente pouco 4cido.
Quando a ingestdo de sacarose ¢ alta, a placa cresce rapidamente devido & formacio
de uma quantidade substancial de dextrano. Quando a ingestdo é um pouco mais
moderada, 115 g / dia, a quantidade de placa ndo ¢ significativamente elevada,
embora dextrano ¢ levano estejam aumentados. Quando a glicose € o principal agucar
da dieta, a matriz intercelular consiste em um heteropolissacarideo composto de

glucose, galactose, hexosamina, e pequenas quantidades de outros agicares.

HOLT, em 1975a, em seus estudos sobre placa dental humana avaliou
as caracteristicas fisicas e quimicas e atividade enzimatica de extratos de placa
dental. Foi coletada placa dental humana supragengival de pacientes com varios
graus de carie e doenga periodontal. Os extratos de placa, preparados em cinco
diferentes solugdes ( quatro com pH variando de 1,8-12,7; e um contendo uréia ),
foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida e testados para atividade
enziméatica da amilase e lisozima. Considerando que nfio foram observadas vantagens
qualitativas ou quantitativas na utilizacdo de extremos de pH ou uréia, todos o8
extratos subsequentes foram preparados em tampdo fosfato salina pH 7,3. Os extratos
concentrados foram fracionados por filtragdo em gel e caracterizados por eletroforese
em gel de poliacrilamida, mapeamento de peptideos, estimagdo do peso molecular,
determinacdo de atividade enzimitica e analises de aminoacidos e carboidratos.
Regides de similaridade entre os géis foram reveladas pela comparagio de perfis
eletroforéticos do extrato da placa, soro normal e saliva total. O perfil de eluigdo do
extrato da placa a partir de uma coluna padronizada Sephadex G-200 indicou a
presenga de proteinas de alto e baixo peso molecular que podem estar correlacionadas
com os componentes do soro normal e da saliva. Uma terceira fragdo predominante
ndo apresentoﬁ correlagio com 0 soro e saliva, Os pequenos peptideos nessa fragio

foram submetidos a analises de aminoécidos, carboidratos e mapas peptidicos. Os
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aminoacidos mais abundantes foram alanina, acido glutdmico, glicina, valina, leucina,
lisina e serina. Estes pequenos componentes no continham acficares aminados ou

neutros. O extrato da placa e os pequenos peptideos exibiram semethantes perfis,

Continuando o estudo descrito anteriormente, HOLT & MESTECKY,
em 1975, avaliaram as caracteristicas imunoquimicas da placa dental de humanos.
Assim, foram preparados extratos de placa supragengival para andlises
imunoquimicas. Os sedimentos extraidos foram examinados por anticorpos
fluorescentes para a presenga de imunoglobulinas. Precipitagic com antisoros
monoespecificos e polivalentes revelaram IgA, IgG, componente secretor , C3,
azmacroglobulina, lactoferrina, e albumina nos extratos. Filtragio em gel do extrato
da placa revelou duas fragSes que continham as proteinas acima mencionadas e uma
proeminente, terceira frago dialisavel que foi imunoquimicamente ndo reativa. IgA,
ig(5, componente secretor, e cadeias leves foram observadas, pela imunoflorescéncia,
nos sedimentos da placa lavada. A liberagio dessas imunogiobulinas pelo tratamento

com uréia indicou sua provavel participagio dos complexos imunes.

Ainda em 1975b, HOLT avaliou a variagio de proteinas na placa
dental de humanos. Para tal, amostras de placa (coletada de 13 pacientes com
experiéncia passada de carie e varios graus de doenca periodontal) foram dispersadas
em 1 mL de agua destilada , homogeneizada e liofilizada. Cada amostra liofilizada fot
extraida em 1 ml de tampdo salina, concentrada para 0,1 mL por dialise sob pressio
negativa e analisada. Os estudos de atividade enzimatica revelaram amilase em todas
as amostras de placa. Lisozima estava presente ocasionalmente. A imunofluorescéncia
dos sedimentos de placa individual revelou que IgA e IgG ocorreram freqgiientemente.
Eletroforese nfo dissociante em gel de poliacrilamida dos extratos da placa de
diferentes individuos, mostrou grande variabilidade, apesar de algumas zonas de

similaridade. Os peptideos mostraram similaridade.

De acordo com ASHLEY, 1975b, os resuitados de 3 estudos sobre a
placa de criangas e adultos indicaram que a resposta da placa a uma unica exposigio
de 5 minutos a cubos de agucar ou doces depende da condicdo inicial da placa. A

placa foi coletada 15 minutos apds exposigiio ao aglcar e homogeneizada com agua
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deionizada a 4° C. Assim, significativa diminuicio no nivel de calcio e fosforo foi

observada nas placas dos individuos que fizeram restricio previa a agucar, mas nio na
placa sem esta condig#o,

Prosseguindo seus estudos, ASHLEY, em 1975a, realizou uma
pesquisa sobre a relagdo entre os niveis de célcio e fosforo na placa dental e o CPOS
em meninos de 11 a 14 anos que, durante esse estudo fizeram uso de dentificio sem
fldor. A coleta da placa foi feita aos 6, 12 e 24 meses, apos o exame odontologico
inicial, ¢ foi referida como visitas A, B, C respectivamente. As amostras de placa apos
a coleta foram estocadas a —17'C até a analise, sendo entiio homogeneizadas 4 4°C em
agua deionizada. Os resultados dessa pesquisa mostraram que todos os coeficientes
de correlagdo entre as concentragdes de Ca e P e o CPOS total e 0 CPOS para
superficies lisas foram negativas nas visitas A, B, C, sendo que foram alcancadas
diferencas estatisticas em 10 das 12 combinag¢des nas visitas B e C, mas nfio na visita
A. Foi observado também, ao final de um periodo de dois anos, que todos os
coeficientes de correlagdo entre os niveis de calcio e fosforo e a experiéncia de carie

foram negativos e seguiram um padrio semelhante aqueles ja encontrados.

AGUS et al., 1976, realizaram uma pesquisa sobre a associagio do
conteido de fldor total da placa com a experiéncia individual de carie de 72 escolares
com idade de 9 a 13 anos, residentes em Katoomba, Sydney e Yass, que continham,
na dgua de consumo, menos de 0,1 ppm F, 1,0 ppm F 4 anos antes da amostragem e
1,0 ppm F 16 anos antes da amostragem, respectivamente. As amostras de placa
foram coletadas em frascos de polipropileno e homogeneizadas com bastdo de vidro.
Um volume minimo de agua destilada, para atingir uma consisténcia cremosa
uniforme, foi adicionada as amostras, quando necessario, As amostras foram divididas
em porgdes de aproximadamente 1 mg de peso seco para andlise de ion flor total e o
restante para deteminag3o de outros minerais . Ca, P, K, Mg, 8r, Zn, Pb, Cu, e Li. As
amostras foram secas em estufas a 80 C. A média das concentracdes de fliior na
placa dental dos escolares de Katoomba foi de 13,5 ppm enquanto em Sidney foi
obtida uma média de 22,6 ppm e em Yass 25,6 ppm (peso seco). Foi observada uma
associagdo inversa significativa da concentragdo de flGor total na placa com a
experiéncia de carie para os escolares da cidade de Sydney e também quando

analisada toda a amostra.
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Em suas subseqientes pesquisas, ASHLEY & WILSON, 1977a,
estudando a relaglio entre experiéncia de agucar da dieta e quantidade e composicio
bioquimica da placa dental em humanos, obtiveram os seguintes resultados em

diferentes situagdes descritas abaixo:

a} Experimento preliminar; comparacdo da placa em relacfio 4 dietas ricas e
livres de agucar.

Dez voluntarios adultos com idade variando entre 19 ¢ 44 anos, durante dois
dias, submeteram-se a uma dieta experimental por sucessivas semanas. Apos
profilaxia em cada ocasiio, os voluntarios abstiveram-se de higiene oral e
consumiram uma dieta por eles mesmo selecionada da qual todas as fontes de aclicar
da dieta foram eliminadas. Durante o periodo da dieta rica em agucar, as bebidas
consumidas foram suplementadas com sacarose, entre 10 a 15 ingestdes, dependendo
do consumo normal de cada voluntdrio. Durante o periodo livre de agucar, uma dieta
virtualmente idéntica foi consumida, sem suplementacdo com sacarose. A placa foi
coletada de cada voluntario uma hora apés o consumo da bebida suplementada ou nfo
com sacarose. Os resultados obtidos mostraram que a dieta rica em aglhear fol
associada com uma concentragdo significantemente menor de céalcio e fosforo
inorgdnico e significativamente maior concentragio de carboidratos totais em relagéio
as dietas livres de agucar.

b} Placa de dois dias: 15 minutos apos exposicio de agtcar

Apds profilaxia, 99 estudantes abstiveram-se de higiene oral por 2 dias.
Durante esse tempo, relacionaram por escrito suas dietas. Cada voluntario entdo
mastigou um doce por 5 minutos; a coleta de placa foi realizada 15 minutos apos
remog¢io do doce da boca. Os resultados mostraram que a concentragio de fosforo
inorglnico e calcio da placa foram inversamente relacionados ao conteudo de agucar
da dieta.

¢) Placa de dois dias: apds uma noite sem alimentagio

Uma ou duas semanas apGs o experimento (b), 43 daqueles estudantes
novamente abstiveram-se de higiene oral por 2 dias, fazendo um relato completo de
sua dieta. A placa foi coletada apos uma noite em jejum, tendo decorrido um minimo
de 8 horas apos ingestio de alimentos ou bebidas.

De acordo com os resultados obtidos, a correlagdo da composigdo da placa
com a dieta ndo mostrou relagio entre o tempo apds a ingestdo de aglcar e a

composi¢io da placa, exceto uma correlagfo negativa com carboidratos insolGiveis em
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aleali. Entretanto, foi obsevada uma correlagio positiva entre a conceniracio de
carboidrato da placa, com a exce¢io dos carboidratos soliveis em alcali, e a
quantidade de agicar na dieta, e em particular ao aclicar na forma liquida (p<0,01).
Uma correlagdo negativa significante entre agicar solavel no alimento e concentragio
de célcio foi observada. A metodologia de extragio dos componentes da placa dental
fo1 descrita por ASHLEY , 1975b.

d) Placa desenvolvida: variabilidade do tempo apds exposicdo do agicar.

Amostras de placa dental foram coletadas de 51 escolares, com idade inicial
entre 11-12 anos, em intervalos anuais em um periodo de 3 anos. No foram impostas
restrigdes de higiene oral. Uma historia retrospectiva da dieta foi obtida 24 horas antes
da coleta de placa. Os resultados mostraram que ndo houve correlagdo significativa
entre concentragiio de calcio e fosforo da placa e os parimetros da dieta.
Concentragdes de carboidratos totais, soliiveis em agua e insoliveis em alcali da placa
mostraram uma relagio inversa no primeiro e segundo ano, e uma relagéo direta no

terceiro ano a ingestio de agucar.

ASHLEY & WILSON, 1977 b, realizaram um estudo longitudinal
sobre o incremento de carie e a composi¢iio bioquimica da placa dental, e observaram
a existéncia de uma correlagdo negativa entre incidéncia de carie durante trés anos e

as concentragOes de Ca e P da placa dental coletada no primeiro e no segundo anos

apos 0 exame inicial.

Em 1977, ROLLA & BOWEN sugeriram um mecanismo de
concentragdo de ion flhor na placa dental, em que ions célcio da saliva sfio ligados a
grupos acidos fixados na placa e os ions fliior sdo atraidos para o célcio ligado, como

contra ions através de forgas eletrostaticas.

SCHAMSCHULA et al, em 1977, estudaram as concentra¢des de
calcio e fosforo em amostras de placas de 72 escolares residentes em Kattomba,
Sydeny e Yass, selecionados de acordo com o nivel de flilor na dgua de consumo.
Pelos resultados obtidos, os autores nfio observaram diferengas significativas entre as

3 areas para as concentra¢fes de Cae P
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JENKINS & EDGAR, em 1977, descreveram que as fontes de fliior na
placa dental podem ser os fluidos orais, a dieta ou o esmalte. Citaram ainda que, de
acordo com HARDWICK (1970), o esmalte foi considerado a mais provével fonte de
fliior na placa, sustentado por seus achados que estabeleceram uma relagdo inversa

enire peso ou espessura da placa e concentracgdo de fltior.

JENKINS, 1978, descrevendo a sintese de polissacarideos pela placa
bacteriana, citou que, quando certas bactérias, incluindo varias espécies da placa,
recebem sacarose, elas podem sintetizar varios tipos de polissacarideos ou converte-la
em acide. Durante a década de 60 aumentaram as evidéncias de que estes
polissacarideos eram importantes constituintes da placa e que influenciavam o
processo da cdrie. Isto levou a uma grande atividade de pesquisa em relagio a
métodos de prevenir sua acumulagfio na expectativa de que isto poderia reduzir caries.
Este autor diz ainda que sio trés os principais grupos de polissacarideos que podem
ser formados: (1) polimeros da glicose { com o nome de glucanos) formados como
uma massa gelatinosa extracelular, principalmente a partir da sacarose, por uma
enzima conhecida como dextranosucarase (glicosiltransferase) da superficie da
bactéria. As enzimas utilizam a energia da ligagio entre frutose e glicose para
sintetizar uma mistura de polimeros (glucanos, com a maioria das ligagdes na posigdo
1— 6 de alto peso molecular, e simultaneamente liberar frutose). A formagio de
dextrano pode ser prontamente vista pela comparacio da composi¢do quimica da
placa e sua aparéncia em microscopia eletrénica na condigfo de jejum ¢ 6 a 9 minutos
ap6s bochecho com uma solugdo de sacarose a 10%. A formagio de glucanos
evidentemente aumenta o volume da placa e analises mostram que a fragio insolivel
de alto peso molecular pode ocupar acima de 10% de peso seco da placa (o
carboidrato total é aproximadamente 15%), (2) outra enzima (levanosucarase)
converte em levanos — polimeros extracelulares da frutose razoavelmente soluveis,
com ligagiio na posi¢iio 2— 6 , mas sdo formados em uma extensiio menor do que os
glucanos. Quando o suprimento de sacarose é esgotado, levanos sdo rapidamente
metabolizados pelas enzimas da placa; (3) muitas bactérias orais estocam carboidratos
como polissacarideos intracelulares tipo glicogénio. Ao contrario dos polissacarideos
extracelulares, que sdo formados essencialmente a parir da sacarose, os

polissacarideos intracelulares podem ser formados a partir de aglcares ( incluindo
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glucose, maltose ¢ sacarose) e sio metabolizados quando outras fontes de carboidratos

estdo ausentes, como entre as refeicdes.

GEDDES et al., 1978, observaram que mudancas visuais semelhantes a
céries inciais ocorreram quando 10 voluntarios nio escovaram seus dentes por 14 dias
e bochecharam uma solugdo de sacarose 9 x dia, enquanto que o grupo controle que
ndo bochechou com sacarose mostrou uma mudanga no esmalte significativamente
menor. Amostras de placa foram coletadas 12 horas apés o (ltimo bochecho e duas
horas apos as refeigOes. A concentragdo de calcio e fosforo e peso imido da placa
acumulada durante o periodo sem higiene oral pelos 2 grupos ndo mostrou diferencas

significantes, embora a concentragio de carboidratos no grupo sacarose tenha sido

significativamente maior.

Com o objetivo de avaliar a cinética do fosfato inorgénico ( Pi ), Na e K no
fluido da placa TATEVOSSIAN & GOULD, 1979, desnvolveram um experimento no
qual a placa dental formada em 24 horas foi estudada apoés bochecho com Agua,
sacarose a 20%, ¢ fosfato 0,12 e 0,5 M. A placa dental foi coletada nos tempos 0, 5,
10 e 15 minutos apos cada bochecho. Seus resultados mostraram que o efeito local do
aumento de fosforo inorgdnico n@io contribui significativamente para a inibigdo da
producio de acido e que, quando o fosforo inorginico foi introduzido na placa
separadamente e apds o bochecho com sacarose houve um aumento na sua
concentragio no fluido da placa, o que poderia exercer um efeito local de curta

duragdio, por acio de massa, sobre a dissolugio e remineralizaciio do esmalte.

WYCOFF et al., 1980, realizaram um estudo no gqual criangas
bochecharam duas vezes ao dia com uma solugdo concentrada de glicerolfosfato de
caleio ou uma solugio placebo. A placa foi coletada a cada duas semanas durante oito
semanas, sendo determinado anteriormente o indice de Silness e Loe, 1964. Os
resultados indicaram um menor indice de placa e uma maior concentragiio de fosforo

para o grupo experimental em relag@o ao grupo controle nas 4 semanas de exame



20

HOOVER et al, em 1980, compararam a composi¢io quimica e
microbiologica da placa dental de individuos com intolerincia hereditria & frutose
com restrita ingestdo de aglicar na dieta com individuos com dieta normal. Os dois
grupos ndo mostraram diferengas significantes na composigio quimica da placa: a
concentragdo média de proteinas, carboidrato, cdlcio, magnésio e fosforo foram
stmilares. A placa dental de ambos os grupos continham similar nimero de unidades
formadoras de colonias por micrograma de proteina na placa, e Streptococcus sanguis,
foi isolado com igual freqiiéncia das amostras de placa dos dois grupos. Entretanto,
Streptococcus mutans e Lactobacillus potencialmente cariogénicos foram isolados 3 a
4 x mais freqiientemente nas placas dos individuos controle do que nos individuos
com intolerdncia hereditaria a frutose. Os autores concluem que a dieta (sacarose em

particular) influéncia a colonizagdo e multiplicagfio de organismos cariogénicos na

placa dental.

TATEVOSSIAN & NEWBRUN, em 1981, investigaram a presenga e
quantidade de algumas proteinas anibnicas no fluido da placa dental humana por
eletroforese ndo  dissociante em gel de poliacrilamida e imunoeletroforese
quantitativa. Ambos 0s métodos mostraram albumina como principal proteina
componente. Entre as 8-17 bandas de proteinas detectadas pela eletroforese em gel,
albumina, amilase, IgG, lactoferrina e IgA estavam uniformemente presentes. Os
estudos imunoeletroforéticos quantitativos detectaram IgA em uma concentragio
similar aquela encontrada na saliva submandibular nio estimulada; IgG, albumina e
lactoferrrina estavam presentes em altas concentrages. IgA foi detectada em maior
concentragdo pelo antisoro com especificidade para o componente secretor em relagéio
a0 antisoro com especificidade somente para cadeia pesada. A proporgio média de
alguns constituintes do fluido da placa foram: IgAalbumina ( 1:25); 1gG:IgA (3,8:1),
IgG:albumina ( 1:7); lactoferrina:IgA (3,6:1), lactoferrina:albumina ( 1:7 ). As
concentragbes de proteina do fluido da placa sugerem que o fluido crevicular tem

importante influéncia na sua composigio.
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BRECX et al., 1981, afirmaram que estudos dos efeitos da composicio
da dieta sobre a formagio da placa humana dental tém principalmente sido
relacionados a carboidratos. Grande variagio individual tem sido observada na
formagio e volume da placa como conseqifncia de diferentes regimes com
carboidratos. Este autor cita FOLKE et al. (1972) que encontraram que a quantidade
de sacarose na dieta nfo influencia a quantidade de placa formada durante um periodo
de 4 dias. Cita ainda que CARLSSON & EGELBERG, 1963, demonstraram que
individuos, recebendo uma dieta basica livre de carboidratos ou suplementada com
glucose ¢ frutose a cada 10 minutos diariamente por 4 dias, desenvolveram uma
quantidade similar de placa. Quando a mesma dieta basica foi suplementada com
sacarose a cada 30 minutos, houve um aumento no volume da placa. Afirmam ainda
que, em estudos recentes com culturas, foi observado que bochechos fregiientes com
solugdes concentradas de glucose ou sacarose aumentaram o nimero de bactérias
desenvolvidas sobre filmes plasticos aplicados s superficies dentais durante periodos
de alta concentragdo de carboidratos na cavidade oral. Polissacarideos extracelulares
sintetizados pelos microrganismos da placa a partir da sacarose podem ser importantes
em 2 aspectos, a saber: como reserva de energia ¢ como constituintes da matriz da
placa. Esses polissacarideos extracelulares compreendem dextranos, mutanos e
levanos, os quais sdo sintetizados pelas bactérias a partir da sacarose. Polissacarideos
intracelulares s3o produzidos como granulos de reserva por muitas espécies
bacterianas 2 partir de varios carboidratos, tais como: glucose, frutose e sacarose.
Assim, estes autores, com o objetivo de estimar a influéncia de carboidratos na
formagdo da placa inicial, avaliaram a morfologia da placa inicial, em microscopia
eletrdnica, quando desenvolvida em condi¢Bes de suplementagiio experimental de
carboidratos. Este estudo foi realizado em cinco estudantes. Uma solugio plastica foi
aplicada na superficie bucal de todos os pré-molares e caninos que solidificaram
formando filmes transparentes, Hssa investigagio compreendeu 4 periodos
experimentais de 4 horas, que foram separados por 1 semana de 6tima higiene bucal,
Durante os periodos experimentais os voluntirios ndo comiam nem bebiam. O
primeiro experimento foi conduzido sem bochechos. Durante os 03 outros
experimentos utilizaram-se bochechos com 10 ml de agua, glicose a 50% ou sacarose
a 50% durante um minuto, nos tempos 30, 60, 90, 120, 150, 210 e 235 minutos. Ao
final de cada periodo experimental os filmes foram cuidadosamente removidos e

preparados para analise por microscopia eletrdnica. Os resultados desta pesquisa
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indicam que freqiientes bochechos com dgua, glucose ou sacarose niio tém influéncia
detectavel sobre a morfologia ou quantidade de placa no estagio inicial de aderéncia
bacteriana. Porém citam que pesquisas com relagdo aos possiveis efeitos dos

carboidratos sobre os estagios avangados da formagfio da placa parecem
fundamentadas.

EDGAR et al, em 1982, compararam a composi¢do orginica de
amostras individuais do fluido da placa e saliva de macacos irradiados e niio
irradiados ( controle ) recebendo a mesma dieta cariogénica. Saliva e placa foram
coletadas de quatro animais irradiados e quatro ndo irradiados, sob acdio de
tranquilizantes e em jejum. Proteina total, albumina, IgA. IgG, 1gM, e o terceiro
componente do complemento ( C’3 ) foram quantificados no fluido da placa e saliva
total. Atividade de amilase salivar e peroxidase foram também determinadas. As
amostras do fluido da placa e saliva foram ainda submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida. N#o foram encontradas diferengas significantes nos grupos controle e
irradiados quanto & concentragdo de proteina total. Entretanto, maiores niveis de
albumina IgG ¢ C’3 foram detectados na saliva, e de albumina e IgG no fluido da
placa, de animais irradiados comparados com o grupo controle. Maior nivel de IgA foi
detectado no fluido da placa de animais irradiados em relagdo aos controles; o oposto
foi encontrado na saliva. O aumento nos niveis de albumina na saliva e fluido da
placa dos animais irradiados pode ser observado na eletroforese em gel de
poliacrilamida. No perfil eletroforético do fluido da placa dos animais irradiados e
controles ndo foram observadas diferengas. A atividade da amilase foi aumentada
levemente na saliva ¢ fluido da placa dos animais irradiados comparados ao grupo
controle, mas as diferencas nfo foram significantes. Entretanto, a atividade da
peroxidase da saliva e fluido da placa do grupo irradiado foi muito maior em relagdo

a0 grupo controle, e foi muito varidvel.

GAUGLER & BRUTON (1982) estudaram aspectos especificos da
placa dental, com o objetivo de avaliar a relagdio existente entre a prevaléncia de carie

e a quantidade e natureza de fllor na placa, de pessoas com ou sem carie. Foi
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observado que a placa dos individuos livres de carie continha uma concentragio

média de fluor total 40% maior do que aquela dos individuos com carie.

Em 1982, GROBLER et al. realizaram uma pesquisa em que
avaliaram os niveis de flior, calcio e fosforo na placa dental de 149 criancas de 6a 7 ¢
de 12 2 13 anos de idade de ambos 0s sexos, divididas em 3 grupos, de acordo com a
concentragdo de flior na agua de consumo, que na cidade de Klipfontein era de 2,5
ppm F, enquanto Garies ¢ Elim continham 1,06 e 0,02 ppm F respectivamente. Os
resultados mostraram que menor valor de pH, concentragdo de fosforo e flior, € maior

concentragdo de caleio estavam associadas com nivels mais baixos de flior na agua de

abastecimento,

SKINNER et al. (1982) realizaram um estudo cruzado duplamente
cego envolvendo dietas ricas em sacarose e maltose, na qual amostras de 2 dias de
placa de 24 individuos foram coletadas antes ¢ durante 2 periodos de 25 dias. A placa
coletada foi dispersada em 0,2 ml de tamp@o maleato 0,1M pH 6,0 estocada a —20° C,
As amostras foram secas em dissecador a 4" C usando pentoxido de fosforo. A placa
seca foi transferida para um homogeinizador a 4° C contendo 1,0 mL de agua
deionizada. O homogenato foi transferido para tubos e diluido com agua deionzada
para uma concentragio final dé aproximadamente Img/mL. Esta supensio (0,1 mL)
foi agquecida a 95° C por 15 minutos com 0,2 mL de hidroxido de sodio 0,75M. Apos
esfriamento as amostras foram diluidas em 0,4 mL de agua deionizada. Para analise
de proteina (LOWRY et al, 1951) utilizou-se 0,2 mL do homogenato, enquanto que
0,5 ml deste ultimo foi misturado com 0,1 mL de NaOH 3 M a 10° C por 30 minutos
para extragdo dos polissacarideos soliveis em alcali. O precipitado foi lavado para
determinagfio de polissacarideo insoluvel em alcali. Essas duas fragdes de placa foram
analisadas pelo método de DUBOIS et al, 1956. Os resultados mostraram que a
concentragdo de polissacarideos extracetulares na placa foi menor no grupo maltose
em relagdo a0 grupo sacarose (p=0,052). Em adi¢do a concentragio de proteinas
encontrada na placa dental formada na presenga de sacarose e maltose nfio foram

estatisticamente diferentes.
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McNEE et al. (1982) realizaram um estudo in vitre avaliando os efeitos
dos polissacarideos extracelulares sobre a difusdo de NaF ¢ "*C - sacarose na placa
dental; seus resultados mostraram que a presenca de polissacarideo extracelular na
placa influencia levemente o indice de difusiio. Entretanto, o tempo total para difusio
através da placa pode ser aumentado se a presenca de polissacarideo extracelular

resulta em uma espessa camada de placa.

KLIMEX et al, em 1983, avaliaram a reten¢io e comportamento do
flior contido na placa e esmalte subjacente em “boca artificial”. Para isso, placa
artificial foi cultivada sobre esmalte bovino e sobre lamina de platina. Foi aplicado
um bochecho com sacarose 0,1 M 3x/dia. Em intervalos de 6, 18 e 48 horas, apos
uma aplicagdo de solug@io de NaF ( 200 ppm F, 2x/dia, por dez minutos, durante trés
dias ), a placa e cinco camadas da superficie do esmalte foram analisadas para flior.
Apds 6, 12 e 48 horas, a placa cultivada sobre o esmalte continha 226, 158, e 70 ppm,
respectivamente. Os dados respectivos para a placa sobre a lamina de platina foram
212, 90 e 36 ppm. No esmalte sob a placa a concentragiio de flior diminuiu nas
camadas externas com o tempo, mas nfo no esmalte sem tratamento. O autor concluiu

que sob condi¢des cariogénicas uma considerdvel quantidade de fliior na placa foi

derivada do esmalte subjacente

Estudando a associaciio entre as concentrages de calcio e fosforo da
placa e saliva e carie dental SHAW et al,, 1983, coletaram amostras de placa e saliva
de 35 criangas entre 13 e 15 anos; 23 destas eram livres de caries (grupo N), enquanto
as outras 32 apresentavam evidéncias de alta atividade de carie com um CPOS medio
de 25,9 (grupo H). A concentraciio média de calcio na placa posterior das criangas no
grupo N foi 3,57 pg/mg (peso seco), comparado com 1,63 pg/mg no grupo H. A
concentra¢io média de calcio na placa anterior foi 11,55 pg/mg no grupo N e 2,57
ug/mg no grupo H As diferengas entre os grupos N e H foram estatisticamente
significantes (p<0,01). Diferengas significantes similares foram encontradas entre os
niveis de fésforo na placa dental. Embora a concentragdo média tanto de calcio como

fosforo na saliva tenha sido maior para o grupo N do que para o grupo H, somente
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para fosforo a diferenga alcangou significncia estatistica (p<0,05). O presente estudo,
entretanto, mostrou que niveis de calcio e fosforo sdo significantemente maiores na

placa coletada de criangas sem experiéncia de carie do que em criangas suscetiveis a

caries.

Os efeitos do uso de sacarose e frutose na formagdo da placa dental
foram comparados por DuBOIS et al, em 1984 Uma populagio voluntaria de 118
estudantes, em um periodo de 24 horas, suplementaram suas dietas com 80 g de
sacarose ou frutose dissolvidas em meia xicara de agua. Os voluntirios no inicio de
cada fase experimental foram submetidos 4 escovagao dental, sendo toda a placa
removida. Apds 24 horas do periodo sacarose ou frutose, avaliou-se o indice de
higiene oral { PHP ). Os resultados indicaram que os individuos com ingestdo
suplementar de sacarose demonstraram significante maior formac#o de placa do que o

grupo que utilizou frutose.

DIPAGLA et al, em 1984a, desenvolveram um estudo no qual a
contribui¢do de proteinas da saliva e fluido crevicular gengival { FCG) para a placa
dental foi determinada pela comparagio de extratos da placa supragengival formada
sobre dentes naturais e dentes artificiais ( proteses ). As amostras de placa de cada
paciente foram coletadas em uma pequena capsula pré-pesada e estocada a-- 10" C de
1 a 4 dias até serem analisadas. A coleta individual variou entre 14- 50 mg de peso
amido. As amostras foram descongeladas e dispersadas na proporgdo 10 mg/ 0,05 ml
em tampdo fosfato-salina , pH 7, contendo 1 mM de EDTA para enfraquecer as
interagdes eletrostaticas e extrair os componentes soliveis (IACONO et al, 1982).
Apos 1 hora as amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 5000 rpm para obter-
se o sobrenadante A. As amostras foram entfp extraidas da mesma forma com o
tampdo fosfato para obter-se o sobrenadante B. E para obten¢fio do sobrenadante C
utilizou-se tampdo glicina pH 2.3 o qual contém o material mais fortemente ligado
(TAUBMAN, 1974). Os trés sobrenadantes foram imediatamente congelados a ~ 10
C até serem examindos. A quantificagiio de lactoferrina, proteinas ricas em prolina,

amilase, proteinas ricas em cisteina, albumina e lisozima foram realizadas por
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eletroforese vertical. Ig A, IgG, IgM foram medidas por imunofluoréscencia. Os
resultados obtidos mostraram que houve uma auséncia total e virtual de albumina e
1gG, respectivamente, nas amostras de placas das proteses, confirmando sua origem
crevicular. A concentragdo de lactoferrina foi maior em relagfio 4 lisozima em todas as
amostras supregengivais, porém o mesmo ndo ocorreu nas amostras de placas das
préteses, sugerindo que o FCG forneceu mais lactoferrina do que lisozima 4 placa.
Amilase estava presente em ambas as placas e em similar quantidade. Fosfoproteinas
contendo cisteinas apresentaram-se em baixa concentragdo, porém presente em todas
as amostras, proteinas ricas em prolina estavam virtualmente ausentes, refletindo a
alta vulnerabilidade a4 protedlise dessas proteinas. As proteinas salivares, quando
presentes, nos extratos da placa néo comrespondiam 4 sua relativa concentragdo na

saliva.

Continuando seus estudos, DiIPAOLA et al. (1984b ) compararam o
nivel de proteinas do hospedeiro em extratos de placa supragengival de 03 dias , entre
adultos resistentes a carie ( RC ) e susceptiveis a carie ( 8C ) com pouca ou nenhuma
inflamagdo gengival, para minimizar a contribui¢do do fluido gengival crevicular
gengival (FCG ). As amostras foram coletadas e congeladas a — 10" C até as analises,
sendo entdo liofilizadas, pesadas e submetidas a sucessivas extragbes com tampdes,
conforme descrito por DiIPAOLA et al 1984a. Exceto para IgA, todas as proteinas do
hospedeiro estavam presentes em niveis similares em ambos os grupos de voluntarios.
Apesar da fragmentagio apresentada da IgA na eletroforese em gel gradiente de
poliacrilamida- dodecilsulfato de so6dio ( SDS-PAGE ) e na eletroforese de
transferéncia em ambos grupos, a quantidade de ligagio para um padrio anti-soro de
IgA anti-secretora foi maior nos individuos RC em relagio aos individuos SC. Isso
poderia ser uma repercussdo da tendéncia favordvel para uma alta concentragio de
IgA na saliva de individuos RC. Observou-se ainda que mesmo na placa de trés dias
na auséncia de inflamagiio gengival | 0 FCG contribui com uma siginificante parte das
proteinas do hospedeiro nos extratos de placa dental. As proteinas salivares na placa

nfio mostraram semelhanga 4 sua relativa concentragio na saliva.
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De acordo com ROLLA et al., 1985, a sacarose ¢ conhecida POT POSSUr
um maior potencial para induzir caries do que a glucose e a frutose, apesar do fato dos
monossacarideos causarem uma alta ou mesmo maior produgdo de acido in vitro pelos
microrganismos da placa dental. E suposto que a cariogenicidade da sacarose ¢
principalmente associada com a alta energia de sua hidrolise, a qual pode ser utilizada
pela bactéria para sintese de glucanos insoliiveis. Os polissacarideos produzidos in
vivo na presenca de sacarose resultam em um grande acimulo de placa, um fendmeno

que por si $0 pode causar aumento da cariogenicidade.

MAKINEN et al, 1985, compararam as caracteristicas clinicas,
bioquimicas e microbiologicas entre dois dentifricios contendo diferentes misturas de
agucar-dlcoois. Para as andlises bioquimicas da placa dental, o autor utilizou a
metodologia descrita a seguir. Inicialmente, o peso Gimido da placa foi determinado, e
entdo adicionou-se uma solugiio de NaCl a 0,9% na prorporgio de 0,1 mg de placa/0,1
ml Cada suspensdo foi aspirada e expelida 20 vezes com uma pipeta Pasteur. A
mistura parcialmente homogeneizada foi entfio centrifugada por 10 minutos a 23.500
g, ¢ uma aliquota do fluido sobrenadante (extrato da placa) fol estocada em mitrogénio
liquido para o ensaio de amdnia, acido acético, ¢ acido lactico. O restante do extrato
da placa foi estocado a — 20° C para as analises de proteina soliavel, carboidrato total,
célcio e fosforo inorganico. O “pellet” da placa que resultou da centrifugagiio
antecedente foi suspenso em 4gua destilada fria (1 mg de peso umido / 5 mi). A
suspensdo foi feita a 0,05 M com relagiio ao acido lactico, agitada e centrifugada por
10 minutos a 23.500 g, assim como para extrair polissacarideo do “pellet”o qual foi
solavel em acido lactico 0,05M. O extrato em acido lactico também foi analisado para
proteina, célcio e fosforo inorganico. Como esse procedimento ndo dissolveu todo o
polissacarideo da placa, o “pellet” que resultou da Gltima centrifugagdo mencionada
foi ressuspenso em NaQOH 1 M (1 mg peso fresco por 0,05 ml) vtilizando-se um
desintegrador ultra sonico por 2 minutos, seguido por tratamento a 100" C por 60
minutos. O material tratado com NaOH foi submetido 4 anilises de proteinas,

carboidratos total e fosfato inorgénico.
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CARLSSON, em 1986, em seus relatos sobre o metabolismo do aglcar
¢ carie, cita que 0S microrganismos também necessitam de energia mesmo quando nio
estdo crescendo. Ha necessidade de energia, por exemplo, para a regulagio osmotica,
a manutengfio do pH intracelular e para a renovagiio de proteinas e acidos nucléicos.
Na auséncia de fontes exdgenas de energia, essas necessidades devem ser satisfeitas a
partir de fontes end6genas. Muitas bactérias presentes na microbiota dos dentes tém
uma reserva de energia potencial sob a forma de polissacarideos intracelulares
{glicogénio). Esses polissacarideos so usualmente formados quando os aglicares
estdo presentes em excesso e alguns nutrientes limitam o crescimento dos
organismos. Sob tais condigOes, o reservatério intracelular de frutose — 1,6 P e de
outros intermediarios glicoliticos aumenta ¢ tem inicio a sintese de polissacarideos
através da ativagdo da ADP - glucose fosforilase. Esses polissacarideos intracelulares
sdo formados a partir de qualquer tipo de aglcar que possa ser convertido em glicose
1-P. Uma grande atenclio tem-se concentrado no possivel papel dos polissacarideos
intracelulares na patogenicidade dos microrganismos cariogénicos, pois durante os
periodos do dia nos quais nenhum agucar € suplementado pela dieta para a microbiota
dos dentes, eles podem ser usados como fontes de energia e os 4cidos sfo excretados.
Cita ainda, que a maioria das bactérias no seu ambiente natural estdio cercadas por
matrizes altamente hidratadas chamadas de glicocalices, que quase sempre sdo
constituidas de heteropolissacarideos. Os precursores desses polimeros sdo formados
no citoplasma, transportados através da membrana celular por carregadores lipidicos e
polimerizados do lado de fora da membrana. Todos esses polimeros podem ser
sintetizados sempre que existam quantidades adequadas de energia, assim como
fontes disponiveis de carbono e nitrogénio. Algumas bactérias orais também t€m a
habilidade de produzir polissacarideos a partir da sacarose. As glicosiltransferases,
que sdo enzimas extracelulares, clivam a sacarose, liberam a frutose e obtém energia
para a conversio extracelular da glicose em glucanos altamente ramificados. Em
alguns desses glucanos, as moléculas de glicose apresentam uma  ligagdo
predominante do tipo « (1 —3), e sdo geralmente altamente insoluveis, rigidos e
podem formar agregados fibrosos, chamados atualmente de mutanos. Qutros glucanos
apresentam predominantemente ligagdes tipo « (1 -»6), formam cadetas flexiveis e

quase sempre sdo soliveis, sendo chamados de dextranos. Algumas bactérias podem
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também formar polimeros extracelulares de frutose (frutanos) a partir da sacarose, que

usualmente apresentam um alto peso molecular, mas sio bastante solaveis.

SIMONSSON et al., em 1987, avaliaram as caracteristicas clinicas e
bioquimicas da placa dental de 02 grupos de individuos com diferentes indices,
denominados "alta"e "baixa" capacidade de formagdo de placa. A média de indice de
placa apos trés dias de acumulo de placa , na superficie vestibular de pré-molares e
primeiros molares, foi 2,6 para o grupo "alta"e 0,6 para o grupo "baixa". As seguintes
variaveis foram determinadas: condigio periodontal, CPQ-S, habitos dietéticos, indice
de fluxo salivar e capacidade tampdo, contagem de S. mutans e Lactobacillus na
saliva, concentragdo de IgA, lactoferrina, lactoperoxidase, e lisozima, agregagio de
estreptococos orais induzida pela saliva, eletroforese da saliva, composigio de
aminoacidos da saliva e pelicula adquirida e profundidade de retengdio na area
dentogengival. Comparando os dois grupos, houve uma tendéncia para uma mais
pronunciada profundidade de retencdio da placa "alta"em relacdo a "baixa”, mas a
diferenca foi somente estatisticamente significante para pré-molares. A eletroforese
em gel de poliacrilamida (gradiente de concentragiio 5 a 10%) contendo dodecil
sulfato de sddio (SDS) da saliva mostrou que o perfil proteico dos grupos foi muito
semelhante. A densidometria mostrou, entretanto, que os formadores de placa "alta”
tinham 30% menos proteinas de alto peso molecular, quando comparados ao grupo

"baixa" , mas as diferencgas nfio foram estatisticamente sigmficantes.

WILSON & ASHLEY, em 1988, avaliaram os efeitos da variagio na
ingestdo de agucar da dieta e higiene oral na composigdo bioquimica ¢ pH de placas
de superficie lisa e proximais. Dez estudantes participaram deste estudo. Cada
voluntario dedicou um periodo de 48 horas para um regime controlado de dieta e
higiene bucal durante quatro sucessivas semanas, Semanalmente realizou-se uma
profilaxia profissional como padronizagfio. Cada individuo consumiu uma dieta
minima bésica de agucar nas quarenta e oito horas seguintes. A dieta foi estabelecida
em uma discussio preliminar com cada voluntario, ¢ somente incluidas bebidas e

alimentos que continham menos que 2% de aglcar. As refeigdes principais foram
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fornecidas e consumidas na institui¢io, e a dieta permaneceu a mesma para cada
individuo em todo o estudo. No se utilizou fio dental durante o pertodo experimental.

Os primeiros trés periodos foram separados em regimes de dieta e higiene bucal,

como descrigio a seguir

A- Regime de alta ingestdo de agucar / ndio escovagio dental — Durante este periodo
os voluntarios deixaram de escovar seus dentes, e a dieta basica foi suplementada
com doces contendo 63% de sacarose. Seis doces foram consumidos entre as

principais refeigdes durante cada 48 horas, em intervalos de pelo menos 1 hora.

B- Regime de alta ingestfio de agucar / escovagio dental ~ A mesma dieta basica
com doces foi consumida durante este periodo, mas os voluntarios realizaram

escovagio dental normal antes do café da manhi ¢ antes de deitar.

C- Regime de baixa ingestdo de agticar / ndo escovagdo dental ~ Durante este periodo
a dieta basica foi consumida sem os doces , e os individuos nfio escovaram os
dentes. Para reduzir o efeito sobre a bioquimica da placa que pode originar-se a

partir de menor estimulagio salivar, os voluntarios sugaram replicas de doces de

acrilico.

O quarto perfodo de 48 horas foi reservado para medi¢des de pH , durante o
qual os voluntirios consumiram uma dieta suplementada com doce e suspenderam a

escovagdo dental como descrito no regime A.

A coleta de placa foi realizada a cada semana no periodo vespertino, duas
horas apos a Gltima ingestdo de agucar. As amostras de placa foram analisadas para
calcio, fosforo, magnésio, carboidrato e concentragio de proteinas, e peso seco. A
analise de carboidratos incluiu estimacgio de carboidrato solivel em agua, solGvel em
alcali e insolivel em alcali. A média (DP) do peso seco (mg) e das concentragdes dos
constituintes bioquimicos (pg/mg de peso seco) da placa de superficies lisas (PSL) e
proximais (PSP) apos 48 horas nos trés regimes { A,B e C ), respectivamente, serdo
descritos a seguir - Peso seco (mg) : A . 6,58 (4,82),4,73 (1,22) ; B © 3,25 (2,55},
4,02 (1,10); C: 4,27 (3,56) , 3,89 (0,84) , Calcio : A:4.87(2,72),2,72(0,66), B
4,49 (2,36) , 3,06 (0,94) , C : 12,44 (5,49) , 6,15 (2,86) ;  Fosforo inorganico : A ;
4,94 (1,95), 2,59 (0,60) , B : 4,45 (1,53), 2,81 (0,77), C : 8,69 (3,48) , 4,40 (1,39) ;
Fosforo organico : A : 12,39 ( 1,65), 7,99 (1,08) , B : 12,51 (1,35), 6,89 (1,47) , C
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12,07 (1,71}, 6,87 (1,00) ; Carboidrato solivel em agua: A : 64,4 (20,9) , 48,2 (12,49
, B 742(299), 49,2 (13,2), C: 33,1 (13,0) , 35,0 (18,0) ;, Carboidrato soliivel em
aleali © A1 392(4,5), 26,4 (52),B:33,0(6,3),23,4(48), C:29,1(8,6), 23,6
(2,7); Carboidrato insoliivel em alcali: A: 859 (14,7), 54,4 (12,0), B: 89,8 (16,4) :
48,8 (8,0), C: 65,4 (18,9), 45,3 (8,2); Carboidrato total : A - 188.9 (35,7), 129,0
(26,3),B :197,0(43,7), 120,6 (41,7), C . 127,6 (37,8) , 103,9(18,3) ; Proteinas: A
£ 480, 3 (39,1), 438,3 (44,6) , B : 4942 (46,3 ) , 433,1 (53,6), C : 541,7 (55,0,
434,2 (45,5).

MORENO & MARGOLIS, 1988, fizeram um estudo no qual a
composi¢do do fluido da placa foi determinado em 4 grupos de 50 estudantes (18 a 22
anos de idade), que se abstiveram de higiene bucal por 36 horas e nfio comeram ou
beberam por pelo menos 1 hora antes da coleta da placa. As amostras de placa de cada
grupo foram agrupadas (pool) sob Oleo mineral em pequenos tubos de centrifuga e
centrifugados a 37.000 g por uma hora a 4°C. Os sobrenadantes foram entdo
combinados sob oleo mineral e centrifugados a 5000 g (4° C) por 15 minutos. Os
resultados mostraram que a composigdo inorginica do fluido da placa nos 4 grupos foi
similar ¢ em acordo com valores relatados por outros investigadores. A composigdo
meédia foi Ca = 7,07+ 0,51 nmol/L.; P= 232 +5.3 nmol/L, Na = 18,6+ 2,0 nmol/L; K=
85,1 +5,3 nmol/L;, Mg= 3.9 nmol/L,; Cl =428+ 9.0 nmol/L; F, aproximadamente
0,004 nmol/L; pH =5,69 (5,63-6,01). Acetato, propionato, succinato, butirato, lactato,
e formato foram determinados em duas amostras analisadas, com acetato e propionato
sendo os acidos predominantes. Foi também demonstrado que a capacidade tampdo
no fluido da placa fo1 essencialmente relacionado a sua composiciio de acidos
orgénicos. Entretanto, foi notado que quando o pH inicial no fluido da placa excedeu
6,5, o fosfato contribuiu significantemente para a capacidade tamp&o. A contribui¢io
de outras moléculas soluveis (proteinas, peptideos, aminodcidos) em relagio a
capacidade tamp@io parece ser pequena. Produtos de atividade idmica calculados

sugerem que o fluido da placa é saturado em relag@o aos minerais do esmalte.
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MARGOLIS et al, 1988a , analisaram a composigio do fluido da placa
{em pool) de individuos agrupados de acordo com a idade (8 a 11, 14, 17, 18 a 25
anos) ¢ indice de caries (livres de carie, CF, CPOS=0; suscetiveis a caries, CS, CPOS
> 10). Os voluntdrios receberam uma profilaxia dental uma semana antes da coleta de
placa, abstiveram-se de higiene oral por 48 horas, e nfio comeram ou beberam pelo
menos uma hora anterior 4 coleta de placa. As amostras de placas de cada grupo
foram colocadas sob ¢6leo mineral e centrifugadas (15.000 g) por 45 minutos em
temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram analisados para acidos orgénicos,
anions inorgdnicos, cations mono- ¢ divalentes, e valores de pH. Os fons Na*, K,
Ca™", Mg, CI, e fosfato estavam presentes em todas as amostras. Os dcidos acético e
propidnico foram predominantes, compreendendo acima de 75% dos acidos presentes,
enquanto os acidos succinico, lactico, formico e butirico estavam presentes em menor
concentragdo. Dentro de cada grupo de idade, o valor médio para pH, concentragio de
NH'; , Mg e 4cido butirico foi significativamente maior para o grupo CF.
Avaliagdes indicam que o fluido da placa ¢ supersaturado em relagio ao esmalte e ao
fosfato dicalcio diidratado (Ca.HPQ,.2H;0), com um significativamente maior grau
de satura¢@o em relagdio ao esmalte no grupo CF. Esses resultados sugerem que o
fluido da placa de individuos CF tem um maior potencial de remineralizagiio em

relagiio ao individuos CS.

CURY, em 1989, discutindo a dindmica do desenvolvimento da leséo
de carie e os mecanismos de a¢dio do fluor, afirma que a cérie dental é conseqiiéncia
do desequilibric entre os fatores de desmineralizagiio e remineralizagio ¢ que a
presenga de fliior nos fluidos da placa ¢ esmalte pode controlar o desenvolvimento do
processo de carie, por inibir o processo de desmineralizagio e ativar a

remineralizagio.

NEWBRUN, em 1989, descreve que as conclusdes prévias
concernentes ao desempenho da sacarose na etiologia da carie sdo baseadas em razles
epidemiologicas, bem como em estudos controlados em humanos e animais. Outros

estudos em animais ndo compararam os itens dietéticos humanos comuns, ¢ sim
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compararam a cariogenicidades de diferentes carboidratos — amido, sacarose, maltose,
lactose, frutose e glicose — geralmente adicionados 4 dieta em forma de p6. Sob tais
condigdes, a sacarose, mais do que qualquer outro carboidrato, invariavelmente induz
mais a lesdio do tipo de superficie lisa. O papel chave da sacarose como substrato
dietético no processo de carie de superficie lisa pode ser explicado no campo da
bioguimica. Cérie de superficie lisa depende da aderéncia da placa dental Vérias
investigagOes independentes demonstraram claramente a presenga de polissacarideos
extracelulares, tanto os glucanos quanto os levanos na placa. Os glucanos,
particularmente a fragio insolivel em agua, podem servir como componentes
estruturais da matriz da placa, com efeito “adesivo” de certas bactérias ao dente e
entre si. Os levanos solliveis e alguns dos glucanos soluveis sio degradaveis pela
microbiota da placa e podem funcionar como reservas transitOrias de carboidratos
fermentaveis, prolongando, dessa forma, a duragio da produgfo de acidos. Esses
polissacarideos sfo sintetizados por enzimas, as quais na maior parte sdo
extracelulares ou ligadas 4 superficie da célula e mostram uma alta especificidade
para a sacarose como um substrato. As enzimas envolvidas nessa sintese, glicosil e

frutosil transferases, foram isoladas e purificadas de S. sanguis e S.mutans.

NOBRE dos SANTOS & CURY, em 1989, realizaram um estudo sobre
a composigdo inorgimica da placa dental de escolares durante a fluoretagdo,
paralisacdo e refluoretago da agua de abastecimento publico e obtiveram os seguintes
resultados: " (ng/mg) 21,7, 1,7e17.3; Ca ™ (ug/mg) 7.8, 5,5, 4.2, P (ug/mg) 9.2,
9.2, 6,0 respectivamente, em termos de peso seco. As substdncias analisadas foram
extraidas com HCIO4 0,5M

WILSON & ASHLEY, em 1990, investigaram a relagio entre a
composicio bioquimica da placa dental de superficies lisas e proximais e subseqiente
incremento de carie em trés anos, em adolescentes. A placa foi coletada no exame
inicial, e exames clinicos foram realizados em intervalos anuais. As amostras de
placas foram analisadas para calcio, fosforo orginico e inorganico, carboidrato e

proteina total. As seguintes fragSes de carboidratos foram isoladas : fragio soluvel em
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agua., soluvel em alcali e insolivel em alcali. O incremento de carie de trés anos foi
expresso como o numero de novas superficies cariadas ou restauradas. As
concentracGes de todos os constituintes foi menor na placa proximal, com excegéo de
proteina total. Houve uma correlagio positiva entre o peso Umido da placa dental e
cdrie, porém ndo foi estatisticamente significante. A concentragdo de calcio na placa
de superficie lisa apresentou uma relagdo inversa, estatisticamente significante, com o
incremento de carie ( p<0,01 ). Houve evidéncia para uma direta relagio entre
incremento de cérie e concentragio de fosforo orgénico e inorgénico na placa somente
de superficie lisa (p<0,05). Em contraste, uma relagio direta entre incremento de carie
total ¢ concentragio de carboidrato intracelular alcangou significincia estatistica
somente para placa proximal (p<0,05). A anilise de regressio indicou que a
combinagfo da concentragio de célcio e fosforo inorgénico da placa de superficie lisa
e concentragdo de carboidrato intracelular explicou 40% no subseqitente incremento

de carie.

TATEVOSSIAN ( 1990a ), em um estudo de revisdo, descreveun que
a concentragio de flior total na placa varia entre 5 a 10 ppm (peso imido). A
variabilidade de dados na literatura sobre flGor na placa é em parte atribuida 2
problemas analiticos relacionados ao limite de detecciio do eletrodo de flilor. Uma
mudanga na classificacdo do flilor da placa € necessaria, uma vez que recentes
trabalhos indicam que existem 2 pools de fllior na placa: < 5% do flior total esta no
fluido da placa como ion livre, e a grande porgio restante do flilor total é designado
com fluor ligado (>95%) que pode ser extraido por acido perclorico 0,5 mol/L.. Fontes
de fldor na placa incluem a dieta, saliva e fluido gengival; o esmalte é improvavel ser
fonte regular para flior na placa, a menos que seja revestido dianiamente com
compostos de flior labil, como fluoreto de calcio, ou liberado pela desmineralizagio.
A localizago e natureza do flilor nfio i0nico ndo esta estabelecida, mas a presente
evidéncia é consistente com uma localizagio intracelular. Flior i6nico pode ser
liberado por acidos produzidos na placa durante a fermentagio do agucar, mas isto
provavelmente ndo alcanca uma concentragio i0nica alta bastante por um periodo de
tempo suficiente para exercer uma significante inibigio da acidogénese da placa.

Evidéncias epidemioldgicas, mostrando correlagdes entre concentragbes de F na placa
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e prevaléncia de caries, ndo excluem a possibilidade de efeitos coincidentes do F na
agua.

MARSH & BRADSHAW, em 1990, realizaram um estudo in vifro
com o objetivo de avaliar o efeito do flior sobre a estabilidade da comunidade
bacteriana oral, e seus resultados mostraram que o flior pode interferir na ecologia da

microbiota da placa e assim ter uma contribui¢io significante na prevencio da carie
dental,

De acordo com TATEVOSSIAN, 1990b, de aproximadamente 82% de
agua na placa dental, 30 a 35% ¢ extracelular. Isto constitui uma camada aquosa
revestindo o dente como um fino filme, principalmente em torno da margem cervical
e faces interproximais, onde a espessura da placa ¢ maior. Este compartimento
extracelular de dgua livre auxilia a separag@io por simples centrifugagio. O fluido
entdo obtido € chamado fluido da placa. O fluido de placa permeia a bactéria que
causa carie dental e inflamagdo gengival, e contém a matéria prima usada e produzida
pelas bactérias e também os produtos das lesGes produzidas no esmalte e na gengiva
marginal. O fluido da placa tem aproximadamente duas vezes a capacidade tampéo da
saliva em repouso e contribui por volta de % com a capacidade tampio total da placa.
Este autor cita CAREY et al., 1986, MORENQO & MARGOLIS, 1988, que afirmam
que a capacidade tampdo do fluido da placa ¢ interesse primario durante as flutuagbes
de pH, como visto na curva de Stephan, porque o pH ¢ uma importante variavel na
determinagdo do grau de saturagio do fluido da placa O grau de saturagio ira
estabelecer o ponto no qual o esmalte sob a placa sofrera des-remineralizagiio. Sob
jejum ou condigBes de repouso, o fluido da placa tem sido calculado ser supersaturado

em relacdo ao produto de solubilidade do esmalte.

MARGOLIS, 1990, durante o simpdsio sobre “Fluido da placa e
propriedades da interface placa/esmalte”, apresentou as seguintes consideragdes: as

mudangas quimicas efetuadas pela fermentagdo dos carboidratos da dieta por
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microrganismos especificos na placa sio refletidas em mudangas na composigio do
fluido da placa dental A magnitude de algumas dessas mudangas — por exemplo,
mudangas na atividade de espécies de 4cidos e no grau de saturagdo em relacdo aos
minerais do esmalte - deve, em principio, estar diretamente relacionada 3 intensidade
do desafio cariogénico. Assim, a importancia do fluido da placa ¢ que os resultados de
mudangas quimicas induzidas pela atividade microbiana é refletida no meio, o qual
estd em intimo contato com a superficie do esmalte, e que este meio & acessivel as

analises quimicas e biogquimicas.

Ao avaliarem o teor de proteinas salivares de 216 individuos na faixa
etaria de 18 a 23 anos em dois anos consecutivos, RUDNEY et al, em 1991
observaram ampla variabilidade. A concentragio média ( média + DP ) de proteina
total, assim como o valor minimo e maximo obtido, no primeiro e segundo ano do

estudo fo1 2,60 + 1,19 ( 0,71-8,78 ) e 2,49 + 0,81 { 1,16-5,88 ), respectivamente.

MARGOLIS & MORENO, em 1992, com o objetivo de estudar a
composigiio do fluido da placa de individuos livres de caries e caries-positivos apos
exposi¢io a sacarose, realizaram a seguinte pesquisa. A composicdo de um “pool” de
fluido da placa a partir de amostras de 5 populagles foi determinada antes e em
tempos selecionados {7, 13, 30 e 60 minutos) apos bochecho com sacarose a 10%, Os
voluntarios foram agrupados de acordo com seu indice de carie (livres de caries=CF,
CPOS=0; céaries positivos=CP, CPOS >10). Também foram estudadas amostras
obtidas de superficies com manchas brancas e de superficies integras da mesma boca
de dois grupos adicionais ao grupo CP. O fluido da placa foi isolado por centrifugacio
¢ analisados para Acidos orgénicos, fons inorgénicos (cromatografia idnica), ¢ pH
{microeletrodos). Antes da exposigdo a sacarose, o fluido da placa do subgrupo CF ¢
de superficies integras dos voluntarios CP apresentaram maior valor de pH do que as
amostras do subgrupo CP e de superficies com manchas brancas, respectivamente; por
outro lado, a composi¢do idnica foi similar. Fluidos de placa em jejum foram também
constatados serem supersaturados em relagio ao esmalte e ter um grau

significativamente maior nas amostras CF, sugerindo que o fluido na placa CF tem
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um maior potencial de remineralizagio do que as amostras CP. Apds exposigio a
sacarose, uma rapida diminuicio do pH do fluido da placa foi observada, que
correspondeu primariamente 4 produgdo de acido lactico. Para todos os tempos
examinados, as médias de pH e grau de saturagio do esmalte [DS(En)] foram baixas e
a concentragdo de acido lactico foi maior nas amostras CP do que nas amostras CF;
diferencas observadas foram estatisticamente significantes aos 7 minutos para pH e
[DS(En)], € aos 7, 15 e 30 minutos para dcido lactico. Valores baixos de DS(En)
sugerem que 0 fludo da placa de individuos CP tem um mensuravel maior potencial
cariogénico. A concentragdo de calcio também aumentou no fluido da placa, apos
exposi¢io a sacarose e a niveis similares nas amostras de individuos CF e CP, apesar
da significativamente menor produgio de acido nas amostras CF. Estes Gltimos
resultados parecem estar associados com achados adicionais de que a placa total do
subgrupo CF contém sigmficantemente mais cdicio do que as amostras dos individuos
CP. A disponibilidade de ions minerais, como célcio na placa, pode, portanto, ter um

importante papel no controle da desmineralizagio do esmalte.

MARGOLIS et al, 1993, realizaram um estudo no qual “pool” de
amostras de placa foram obtidas de : (1) superficie corondria de 2 grupos de
individuos livres de carie (CF), (2) superficie coronaria com mancha branca de um
grupo de individuos carie-positivos (CP) e (3) superficies de raiz exposta livre de
carie (RCF) e raizes de individuos cérie-positivos (RCP). As amostras da placa foram
obtidas antes e 3 minutos apdés um bochecho de 1 minuto com solugfio de sacarose a
0,5, 1,2, 5 ¢ 10%. O fluido da placa foi entdo isolado de cada amostra de placa por
centrifugagdo e analisada para ions inorgénicos, acidos organicos, e valores de pH.
Com aumento da concentragdo de sacarose observou-se: (1) o pH e grau de saturagio
{D8) do fluido da placa em relagdo aos minerais do dente diminuiram; (2) os valores
de pH e DS das amostras CP e RCP foram consistentemente menores do que nas
amostras CF e RCF, respectivamente; (3) a concentragio de acido lactico no fluido da
placa aumentou e foi consistentemente maior nas amostras CP ¢ RCP do que nas
amostras CF e RCF, respectivamente. A composig¢do quimica do fluido da placa, apos
exposicio a sacarose, mostrou correlagio com a historia da carie. Esses autores citam

DIBDIN & SHELLIS, 1989 e VAN HOUTE et al, 1989, que sugerem que o
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potencial acidogénico da placa i vivo pode também ser influenciado pelos polimeros
que constituem parte da matriz da placa. Citam como exemplo, evidéncias que
sugerem que polimeros tais como o glucano, produzido pelos estreptococos do grupo
mutans a partir da sacarose, podem aumentar a porosidade da placa pelo aumento da

distincia interbacteriana e efetuar um aumento da difusio do substrato (sacarose) na
placa.

Em um manuscrito sobre arginina desiminase e geragdo de alcali na placa
MARQUIS et al, 1994, descrevem o que se segue. As curvas de Stephan mostram
rapida diminui¢@io no valor do pH da placa apés desafio com aglicar e sua elevagio
mais gradual apos a queda de produgdo de dcido pela via glicolitica. A elevaglic pode
ser atribuida a vérios processos. A difusdo de produtos acidos da placa e na saliva |
mesmo que seja restringida por camadas estagnantes, ¢ claramente importante e pode
envolver actdos protonados, acidos ndo protonados e prétons. A influéncia do
tamponamento da placa e, em menor escala, da saliva, serve para moderar as
diminui¢des do pH glicolitico, mas também reduz os aumentos subsequentes do pH.
As bactérias sdo os agentes tamponantes predominantes na placa e as curvas de
titulagiio acido-base para a placa so muito similares s das células bacterianas. O
fluido da placa também contém substincias tamponantes (MARGOLIS, 1990 ), mas
sua capacidade de tamponamento é muito menor por unidade de volume que a da
massa bacteriana. Outro fator importante na elevagio do pH da placa ¢ o metabolismo
gerador de base da microbiota. Esse metabolismo ¢ considerado por muitos, como da
maior importincia na cariogenicidade da placa. A principal base na placa ¢ amdnia,
mas pode conter também compostos aminobasicos, como ormtina e poliaminas. As
fontes identificadas para a amdnia incluem a ureélise, as reagles de fermentagdo, ¢ o

sistema arginina desiminase.

Em 1994, CAREY et al. avaliaram a concentragdo de calcio no fluido
da placa dental apos desafio cariogénico. Para isso, sete voluntarios acumularam placa

antes da coleta. Amostras de placa supragengival foram coletadas antes e cinco
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minutos apos um bochecho de sacarose 10%. Os resultados obtidos mostraram que a

concentragdo de calcio total e fosfato nfio alterou siginificantemente.

SCHWARTZ et al., em 1995, efetuaram um estudo para caracterizar o
perfil eletroforético da saliva total estimulada e ndo estimulada, em humanos.
Participaram do estudo 20 individuos saudaveis, ndo utilizando medicamentos. A
saliva total ndo estimulada foi coletada pela manhd apés 1 noite ou 2 horas de jejum.
A saliva estimulada foi coletada mastigando-se parafina. As amostras, ndo
centrifugadas, foram submetidas a analises de eletroforese dissociante em gel de
poliacrilamida. Na saliva total foram observados perfis caracteristicos e similares em
todas as amostras, consistindo de mais de 34 bandas coradas em azul e rosa-violeta,
Diferengas individuais foram usualmente observadas na intensidade ( ou densidade )
das bandas, mas nfo em nimero. Amostragens repetidas da saliva total estimulada em
um periodo de semanas, do mesmo individuo, revelaram notavel consisténcia de perfil

proteico, indicando estabilidade fisiologica da saliva total.

De acordo com PERINPANAYAGAM, et al (1995), os componentes
de baixo peso molecular na saliva humana permanecem parcialmente caracterizados.
Portanto, peptideos de baixo peso molecular (Mr < 3000) tém sido purificados a partir
da saliva parotideana e caracterizados em relagio a sua seqiéncia de aminoacidos.
Pelas seqiiéncias obtidas, é provavel que esses peptideos sejam derivados da
protedlise das proteinas salivares, como as ricas em prolina e estaterina que interagem
com a hidroxiapatita. Considerando que a saliva parotideana humana ¢ um fluido
amicrobiano, a maior parte da fragio de peptideos de baixo peso molecular desta
secregdo parece ser derivada do processamento proteolitico de proteinas maiores.
Devido ao seu pequeno tamanho, estes peptideos provavelmente estdo em troca com o
fluido da placa dental e podem, portanto, ajudar a modular os fendémenos de
desmineraliza¢do/remineralizacio, adesdo microbiana e metabolismo da placa dental

na interface dente-saliva.
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3.1.2- FORMACAO DA PLACA DENTAL

HUIS in’t VELD em 1979, relata que a formacdo da placa dental é um
processo  extremamente complexo e dindmico envolvendo muitos fatores
interrelacionados, nos quais trés principais estagios podem ser reconhecidos : 1-
adsorgio especifica de proteina salivares sobre a superficie dental; 2- adesdio inicial
da bactéria e 3- proliferagdo e acumulago da bactéria. Durante a formaco da placa,
reagles altamente especificas ocorrem entre glicoproteinas salivares, superficies
dentais, produtos bacterianos e bactérias, resultando em uma progressio regular na
composi¢io bacteriana da placa. A sintese de glucanos extracelulares pelos
Streptococcus mutans, a partir da sacarose, parece ser um dos principais parimetros
que promovem o desenvolvimento da placa. Além disso, interages especificas, entre

bactérias ou entre bactéria e saliva, irdo determinar a composigio e patogenicidade da
placa dental

Segundo van HOUTE ( 1979 ), em seus relatos sobre adesdo
bacteriana na cavidade bucal, evidéncias indicam que : 1) a adesfio da bactéria a
superficie oral € um pré-requisito para sua colonizacio na cavidade bucal, 2) a
localizagdio intra-oral de diferentes bactérias ¢ determinada por suas diferentes
afinidades aos varios tipos de superficies orais, 3) a ades#io bacteriana, pela influéncia
de adesio e acumulagio celular, ¢ um importante fator de viruléncia, 4) interagGes
adesivas envolvidas na formacdo da placa dental podem ser mediadas por polimeros
extracelulares bacterianos, glicoproteinas salivares, ou ligagdo direta entre as células,
5) constituintes da saliva, tais como glicoproteinas de alto peso molecular, podem ter
um importante papel no “clearance” bacteriano da cavidade bucal pela inibigdo da
adesdo bacteriana as superficies orais, e 6) as interagOes adesivas entre tecidos orais e

bactérias sdo altamente especificas e podem ser de natureza tipo-lectina.

De acordo com EDGAR, em 1979, o célcio pode estar envolvido na formacio
e estabilizagfio da placa pela precipitagio de proteinas salivares precedendo a sua
incorpora¢do na matriz da placa, pela promogdo de coesdio da placa e pela adsorgio de

proteinas salivares ao esmalte. O efeito do calcio na coesdo da placa foi estudado pela
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observagdo do indice de sedimentagdo, sob gravidade de suspensdes de placa em
tampdo. Adig3io de calcio, na suspensio de placa, favoreceu a sedimentagio,
presumivelmente pela formagio de particulas de maiores dimensdes enquanto o
tamanho da particula foi reduzido na presenga de EDTA. Estes resultados suportam a
hipétese de que cétions divalentes, particularmente calcio, tém uma parcela na
manutengio da estrutura da placa por favorecer a coesdio entre elementos estruturais
adjacentes. Os mecanismos fisico-quimicos envolvidos neste efeito podem incluir a
neutralizagio de cargas negativas sobre a superficie das particulas adjacentes
(macromoléculas anibnicas salivares ou bacterianas), reduzindo assim as forcas
eletrostaticas repulsivas entre particulas e favorecendo a floculagfio, a formacio de

pontes idnicas divalentes entre as macromoléculas carregadas negativamente ou

efeitos de solvatagdo.

CIARDI et al., em 1977, conduziram um experimento para determinar
o gran de adsorgio do acido lipoteicoico & hidroxiapatita e investigar a influéncia da
saliva, ions flior e fosfato sobre este fendmeno. Os resultados mostraram que o acido
lipotecoico extraido de células de linhagens de S. murans BHT exibiram uma alta
afinidade pela hidroxiapatita. Os ions fosfato e fliior e em menor extensdo a saliva,
inibiram ou reverteram essa adsorgiio. Preparagbes de 4acido lipotecdico extracelular
obtidas a partir de sobrenadantes de culturas da mesma bactéria exibiram propriedade
similar. Isto sugere que o acido lipotecdico pode ter um papel significante na
colonizagio do dente por bactérias gram-positivas e, portanto, contribui para a

formacgfo e patogenicidade da placa dental.

ROLLA et al., em 1980, considerando que o acido lipotectico { LTA )
poderia ter importincia no aumento da adesividade observada em Strepfococcus
mutans crescidos em meio contendo sacarose, realizaram um estudo para investigar se
a placa dental induzida por sacarose in vivo contém mais LTA do que a placa formada
na presenca de xilitol ou glicose nos mesmos individuos. Trés estudantes participaram
do presente estudo, os quais foram selecionados por terem formado placa
abundantemente quando bochecharam sacarose 8x/dia durante 4 dias. Ao inicio de
cada série experimental, os dentes dos participantes foram limpos ¢ polidos. Os
individuos bochecharam durante trés diferentes periodos com 10 ml. de uma soluggo

de agucar 15% (p/v ) a cada hora de 8:00 as 22:00 horas. Os agucares incluidos no
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teste foram : sacarose, glicose, ¢ xilitol. Apos quatro dias de bochecho, a placa dental
formada sobre os dentes foi coletada. O material da placa foi transferido para tubos
de vidro contendo um pequeno volume de 4gua destilada, que foi aumentado
posteriormente para 10 ml e as suspensdes preparadas. Paralelamente a este estudo,
trés macacos foram mantidos sob condiges préviamente descritas , mas beberam
agua contendo sacrose 15% ou xilitol 15% por dois diferentes periodos de 1 semana.
Os dentes dos macacos foram limpos no inicio de cada experimento e a placa coletada
como descrito acima. Os macacos tinham sido infectados com S mufans ha
aproximadamente trés anos. Para analise de proteinas, foi adicionada 4 amostra de
placa NaOH para uma concentragio final de 1M e a amostra foi levada ao banho-
maria fervente por 1 hora. A analise de proteinas foi realizada pelo método de
LOWRY et al. ( 1951 ) usando soro albumina bovina como padriio. A concentragdo
de carboidrato total foi determinada pelo método de DUBQIS et al. (1956 ). Para
extragio de LTA da placa por fenol ( WICKEN et al., 1973 ), aliquotas da suspensio
de placa foram misturadas com volume igual de fenol 90% e incubadas por 30
minutos a 70° C em banho-maria. A mistura foi esfriada em um banho de gelo por §
minutos, centrifugada a 1.500 g por 20 minutos a 4° C, e a fase aquosa com o acido
teicdico extraido foi pipetada e dialisada contra agua destilada a 4° C por 6 horas e
finalmente contra salina por 24 horas. Foi ainda realizada uma analise de LTA por
titulagdo por hemaglutinagio.  Os experimentos mostraram que bochechos com
diferentes agucares produziram comparaveis quantidades de placa em todos
individuos. A quantidade de carboidrato no grupo sacarose mostrou um valor relativo
mais alto, ¢ a proporgio de LTA medida por hemaglutinagio foi também
significantemente maior nos extratos da placa com sacarose. O grupo xilitol
apresentou maior concentragio de proteinas. As anélises das amostras de placa dos
trés macacos também mostrou uma aita proporgio de LTA em relagiio ao grupo
xilitol. Os resultados dos experimentos mostraram que a placa formada na presenga
de sacarose in vivo, em trés selecionados formadores de placa volumosa, contém
significantemente mais LTA extraivel em relagiio a placa formada na auséncia de
sacarose. Similar observagdo feita em macacos sustenta a argumentacdo de que a
placa formada na presenga de sacarose contém substancialmente maior quantidade de
polimeros tipo LTA. A placa formada na presenga de sacrose apresentou alta
concentragio de carboidratos, ao contrario da placa formada na presenga de glicose

ou xilitol. Desse modo, parece provavel que o complexo glucano/L.TA que formar-se
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in vitro também pode ocorrer in vivo quando a placa é induzida por sacarose. Além
de aumentar a adesividade dos S. mutans, as moléculas de LTA polianidnicas
formadas no interior da malha dos glucanos insoliveis podem originar uma alta
pressdo osmotica interna. Isto pode explicar a placa tipo gel, altamente hidratada

observada em pacientes com alto consumo de sacarose.

NIKIFORUK, em 1985 , descreve que a formagdo da placa dental
requer dois tipos de especificas interagdes de aderéncia bacteriana. Primeiro , a
bactéria adere seletivamente 2 pelicula adquirida e, em uma segunda fase , acumula-
se via especificas interagdes envolvendo componentes da matriz da placa e contato
direto entre as células bacterianas. A alta especificidade desse processo de aderéncia
contribui substancialmente para as diferengas na composigio bacteriana que existem
entre placa dental e outros sitios dentro da cavidade bucal. Em acréscimo, estudos
com bactérias marinhas tém sugerido que duas fases podem estar envolvidas. Quase
todas as bactérias e todas as superficies naturais, incluindo dente, tém uma carga
negativa. Na primeira fase de frouxa associagdo, os organismos parecem ser atraidos a
superficie pelas forgas de van der Walls, mas ndo ocorre contato firme devido aos
efeitos repulsivos das cargas eletrostaticas negativas. A segunda fase de adesfio resuita
em uma ligacBo mais firme e parece envolver substincias poliméricas sobre a
superficie da bactéria que liga o organismo a superficie alvo. O material polimérico
pode ligar-se a superficie pela formaciio de ligagdes de hidrogénio, hidrofobicas,
idnicas, ou outros tipos, e freqiientemente ions calcio estdio envolvidos. Em adigfo, as
bactérias parecem possuir componentes em sua superficie que t€ém potencial de
identificacdo e ligam-se a receptores especificos na pelicula e outros tecidos do
hospedeiro. Esses componentes sdo denominados adesinas, e proteinas adesinas que
ligam a agucares especificos sfio chamadas lectinas. Outras adesinas que contém
moléculas hidrofobicas podem interagir com residuos hidrofobicos em receptores
especificos. Adesinas, portanto, atuam como codigos pré-formados, os quais
permitem que  as cé€lulas bacterianas reconhegam e tenham aderéncia &s

macromoléculas.
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ROLLA et al, em 1985, discutiram resultados que sustentam o
conceito de que a enzima bacteriana glicosiltransferase ( GIF ) tem um papel crucial
na formagdio da placa induzida por sacarose. A sacarose possui um alto potencial de
induzir carie dental ( GUSTAFSSON et al. 1954 ) maior que a glicose e frutose,
apesar do fato destes monossacarideos originarem tanto quanto ou maior produgdo de
4cdo pelos microrganismos na placa dental. Admite-se que a cariogenicidade
particular da sacarose € principalmente associada com a alta energia da hidrélise, que
pode ser utilizada pela bactéria para a sintese de glucanos. Em acréscimo, a GTF
envolvida na sintese de glucanos a partir da sacarose é responsavel pela adesividade
dos glucanos as superficies solidas, mais do que os glucanos por si s6 { ROLLA et al,
1983 ). A molécula de GTF livre liga-se rapidamente as superficies solidas e pode
entdo estar habil a ligar-se & bactéria diretamente ou através de interagées entré as
cadeias dos glucanos com ligagdes o (1—3) pela enzima adsorvida ou pelas enzimas
na superficie da célula. Tais interacbes estabelecem fortes ligagdes sacarose-
dependente. Em adi¢do, € conhecido que os glucanos insoliveis produzidos pelos
estreptococos do grupo mutans , na presenca de sacarose, sdo ricos em ligagdes tipo
o (1-»3). A solubilidade dos glucanos depende da proporgo dos residuos de glicose
com ligagbes o (1-3) em relagdo aqueles com ligagfes o 1->6;, um relativo alto
nimero de unidades de glicose com liga¢Bes o (1->3) proporcionam ao glucano baixa
solubilidade em agua e uma conformidade estrutural que resulta em cadeias rigidas.
Polissacarideos com ligagGes o (1—6) contém uma ligagdo extra entre os residuos , o
que permite uma flexibilidade de rotagdo as moléculas de glicose. Portanto existem

razdes para se acreditar na formagao de placa mediada por sacarose.

van LOOSDRECHT et al. (1990 ) citados por SCHEIE, em 1994,
descreveram uma revisfo na qual ilustraram esquematicamente a adesdio microbiana
as superficies em ambientes aquaticos como uma seqiiéncia de quatro estigios. Isto
também pode servir como uma representagio esquematica da dindmica do processo de
formac¢do da placa. O primeiro estagio envolve o transporte inicial de uma bactéria a
superficie dental. Contato 2o acaso pode ocorrer, por exemplo, através de movimentos
Brownianos, sedimentagio de microrganismos, fluxo liquido, ou movimentos ativos

dos microrganismos. O segundo estigio € a adsor¢do inicial reversivel , que ¢
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vulneravel para promover adesdo firme e resulta da interagio entre as forgas atrativas
de van der Walls e interacdes -eletrostiticas repulsivas, Essas interagBes sdo
influenciadas pela forga i6nica e pH do meio. Uma vez que estas forgas tenham sido
dominadas, acredita-se que as caracteristicas biologicas da pelicula adquirida e
superficies microbianas se tornem determinantes para a firme adesdo subseqiiente, a
qual constitui o terceiro estagio. A firme adesdo ¢ seguida pela colonizagio superficial

e formagio do biofilme, que eventualmente alcanca o ponto culminante da

colonizagio da placa dental.

De acordo com MARSH, em 1994, em um manuscrito sobre ecologia
microbiana da placa dental e seu significado na satde e doenga, a placa dental se
forma naturalmente sobre os dentes e isto ¢ benéfico para o hospedeiro por ajudar a
prevenir colonizagdo por espécies exdgenas. A composicio bacteriana da placa
permanece relativamente estavel apesar da regular exposicdo as perturbactes
ambientais. Esta estabilidade ( homeostasia microbiana ) € devido, em parte, a um
equilibrio dindmico de interagdes microbianas antagdnicas e sinérgicas. Entretanto, a
homeostasia pode ser quebrada, levando a mudangas no equilibrio da microbiota,
portanto predispondo sitios para a doenca. Por exemplo, em termos de
cariogenicidade, a freqilente exposi¢io da placa a pH baixos induz a inibigio de
espécies acido-sensiveis e a selecio de organismos aciduricos, tais como
estreptococos do grupo mutans e lactobacilos. De uma forma similar , aciimulo de
placa em torno da margem gengival induz uma resposta inflamatéria do hospedeiro e
um aumento do fluido crevicular gengival. A microbiota subgengival ¢ substituida
por gram —negativos e anaerobios. Este ponto de vista tem sido incorporado como
uma hipotese modificada (HipOtese da Placa Ecologica ) para explicar a relagio entre

a microbiota da placa ¢ o hospedeiro na satde e na doencga.

BURNE, em 1998, em uma revisio, descreve que o aspecto principal
para a inicia¢do e progressio das doengas bucais ¢ a formagdo de biofilmes sobre as
superficies da cavidade bucal ( MARSH & BRADSHAW, 1995). Evidéncias atuais
sustentam a idéia de que a placa dental patogénica nfo se forma espontidneamente.

Tem sido reconhecido que a formac@o da placa € um processo heterogéneo, no qual
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placas cariogénicas crescem e mudam em resposta s pressdes ambientais. Embora os
eventos principais na formacio da placa tenham sido referidos ( formagio da pelicula,
colonizagdo e maturagdio ), a atribuig8o destas discretas fases, que na realidade sdo um
processo que se desenvolve continuamente, parece artificial. Macromoléculas estio
sendo continuamente depositadas nos biofilmes, e os filmes produzem suas proprias
macromoléculas. Atividades metabolicas, especialmente proteases e glicosidases,
certamente ditam a disponibilidade dos receptores e assim, podem influenciar o
recrutamento de bactérias planctdnicas para a placa, ou mediar a liberagio de
organismos a partir dos biofilmes. Atividades metabolicas antagdnicas e sinérgicas
das bactérias da placa influenciam o desenvolvimento da placa e fomentam gradientes
quimicos e nutricionais no interior dos biofilmes. Outras causas podem influenciar as
atividades biologicas e composigdo dos filmes em desenvolvimento, incluindo acesso
& saliva, disponibilidade de oxigénio e forcas mecénicas. Até o momento, tem-se um
entendimento superficial dos eventos fisiologicos e moleculares que determinam se a
placa vai permanecer indcua ou patogénica. Nesta area € que a integragiio da genética
molecular, bioquimica e fisiologia microbiana e técnicas fisico-quimicas ira

esclarecer 03 eventos nos biofilmes necessarios para o desenvolvimento da carie.
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3.2- MODELOS EXPERIMENTAIS PARA AVALIAR A RELACAO
DIETA- PLACA DENTAL- CARIE DENTAL

EDWARDSSON & KRASSE, em 1967, realizaram um estudo no qual
hamsters alimentados com uma dieta contendo 56% de sacarose ou 56% de glicose,
foram infectados com estreptococos de humanos. Apds 70 dias sob as dietas testes, os
animais foram sacrificados e avaliados quanto ao indice de carie. Coldnias facilmente
identificadas dos estreptococos implantados foram observadas em grande nimero nas
placas de dgar mitis salivarius em amostras da cavidade bucal de animais sob dieta
com sacarose. Nos animais sob dieta com glicose poucas colbnias puderam ser
encontradas. Na dieta com sacarose, o indice médio de carie foi de 166+ 3, e as lesdes
foram frequentemente observadas nas superfices lisas vestibular e lingual sem relagdo
com os sulcos. Na dieta com glicose os animais apresentaram um indice médio de 4,6
+ 0,5 dentes cariados, e as lesSes ocorreram principalmente no sulco oclusal. Os
autores concluiram que estreptococos pouco induzem carie em animais alimentados
com uma dieta contendo glicose. Para essas bactérias, a sacarose parece ser um fator

que determina sua importincia no desenvolvimento de carie.

CHARLTON et al, em 1971, avaliaram a atividade do ion hidrogénio
na placa dental de hamsters durante o metabolismo da sacarose, glicose ou frutose,
utilizando microeletrodo de vidro. Para tal, hamsters foram separados em grupos de
03, sob condigBes descritas por KEYES & JORDAN (1964). Todos os animais tinham
aproximadamente a mesma idade e peso. Antes do inicio do estudo eles foram
infectados oralmente com tipos epecificos de bactérias e foram mantidos sob Dieta
2000 (KEYES & JORDAN, 1964), que contém 56% de sacarose. O grupo 1 for
infectado com linhagens de Streptococcus mutans Sl-1 obtidas de humanos e
conhecidas como cariogénicas em hamsters, grupos 2 e 3 com linhagens de S. mutans
E-49, obtidas de hamsters e conhecidas como cariogénicas em hamsters. O grupo 4
foi infectado com Odontomyces viscosus, linhagem T-6, um organismo filamentoso
que produz alto indice de placa na irea gengival, mas nio induz carie coronaria em
hamsters (KEYES & JORDAN, 1964). O grupo 5 permaneceu como controle nio

infectado. Apos moderadas quantidades de placa terem se desenvolvido sobre o dente,
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os indices de mudanca na atividade do ion hidrogénio foram avaliados na placa
durante a fermentacio de solugdes de varios aglicares. Um microeletrodo de vidro foi
localizado na placa na superficie palatina do segundo molar superior. Apés uma
leitura regular ter sido obtida, uma gota (aproximadamente 0,02 ml) de uma solucio
de sacarose a 50% a 37° C foi aplicada na superficie da placa dos animais do grupo
1, 4 e 5. O valor de pH foi mantido continuamente por um periodo de 20-30 minutos
ou até o valor de pH ter estabilizado por um periodo de 5 minutos. As leituras de pH
foram convertidas para atividade de ion hidrogénio e tragadas contra o tempo. As
curvas mostraram uma relagfo linear obtida nos periodos de 2 e 4 minutos. Esse
procedimento foi repetido com uma gota de soluciio de glicose a 50% no molar do
lado oposto, utilizou-se ainda uma gota de agucares diluidos de frutose a 2,5% e
sacarose 2,5% aplicados conforme descrito acima nos grupos 3 e 4. Os resultados
mostraram que placa induzida por infecgdio com 5. mutans Sl-1 fermentou solugdes de
glicose a 50% ou sacarose a 50% mais rapidamente e produziram um pH final mais
baixo do que o encontrado na placa induzida por O. viscosus T-6 ¢ nos animais ndo
infectados. Embora tenha havido consideravel variagdo entre os animais no indice
maximo de produgiio de acido, as leituras foram geralmente similares para glicose ou
sacarose. A comparacdo de producio de acido, utilizando solugdes de frutose 2,5% ou
sacarose 2,5% em hamsters infectados com S. mutans E-49, indicou que a frutose foi
convertida para acido um pouco mais lentamente do que a sacarose. Similares
obseervagdes tém sido relatadas em estudos com macacos (BOWEN, EASTOE e
COCK, 1966). Entretanto, a relativa habilidade desses carboidratos para servir como
substratos para produgio de acido ndo esta em correlagdo com sua eficacia relativa
como substratos cariogénicos da dieta, indicando que fatores adicionais estio

envolvidos no desenvolvimento de caries em hamsters.

KOLQURIDES et al, em 1976, estudaram nove agicares e aglcar-
alcoois quanto a seus efeitos em carie experimental com um teste intraoral de
cariogenicidade ( ICT ), utilizando blocos de esmalte bovino, Foram selecionados
voluntarios  usuarios de proteses parciais removiveis, com espagos edentulos
posteriores bilaterais, oferecendo assim condigdes de comparar dois substratos ao
mesmo tempo. Os nove substratos testados ( frutose, glicose, lactose, manitol,

melibiose, rafinose, sorbitol, xilitol, xilose ) foram preparados em concentragdes de
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3%. As solugBes foram aplicadas nove vezes ao dia, usualmente 9:00, 11:00, 14:00, ¢
16:00 horas sendo nesses tempos as proteses removidas da cavidade bucal e colocadas
em um recipiente contendo dois compartimentos, um contendo solucio controle
(sacarose 3% ) e outro o substrato a ser testado, por um periodo de dez minutos. Apos
uma semana de exposi¢do a cada experimento, os blocos foram removidos e avaliados
quanto a extensdo de desmineralizagio com testes de dureza superficial e subseqiiente
microrradiografia. Os resultados obtidos nio mostraram diferengas detectaveis no
efeito da glicose, frutose, e rafinose no teste intraoral de cariogenicidade; lactose,
manitol, melibiose e sorbitol foram significantemente menos cariogénicos em relagio

a sacarose ( p<0,05 ), enquanto xilose e xilitol foram ndo cariogénicos.

OSTROM & KOLOURIDES, em 1976, investigaram a aplicabilidade
do teste intraoral de cariogenicidade ( ICT ) em individuos jovens com dentigio
completa, utilizando um dispositivo ortod6ntico para incluir os blocos de esmalte. Os
blocos foram revestidos com gaze Dacron para aumentar o acimulo de placa , assim
como permitir a retenglo da placa. Dependendo das condigSes de cada delineamento
experimental, os voluntarios foram instruidos a utilizar substratos, por imersio
( extraoralmente ) dos blocos de esmalte de cada flange em solu¢es experimentais. O
periodo de imersdo foi dez minutos , quatro vezes ao dia. Para compensar o potencial
das varidveis entre os lados direito e esquerdo da boca, cada lado foi utilizado
alternadamente como controle ou experimental, nas sucessivas semanas, em cada
sériec do experimento. O teste de dureza Kentron, com carga de 500g, foi utilizado
para medir a severidade das lesGes de esmalte pela variacio de penetragdo, em um. O
experimento foi dividido em trés estudos, a saber : Estudo 1- Variabilidade individual
- ¢ ICT de sete dias { com suplementaciio de sacarose extra-oral ) foi realizado em
periodos de seis meses, até mais de hum ano, Estudo II- Influéncia das praticas
preventivas - para esta avaliagio uma série de testes foi conduzida em dois
individuos, em periodos de 14 dias, a saber : a) em cada voluntario, dois testes foram
conduzidos para obter uma medida de atividade individual no ICT, para subsequente
comparagio com o que foi induzido pelas mudancas nos habitos; b) dois testes foram
conduzidos para avaliar se o controle de placa afetou os resultados no ICT, c) dois
testes foram conduzidos para avaliar o efeito dos agticares da dieta, sendo os

voluntarios orientados a abster-se do consumo de lanches, com agucar, entre as
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refeigGes, e a continuar a imersdo extra-oral em sacarose e agua dos blocos do
dispositivo. Estudo Il — efeitos comparativos dos substratos suplementares -
comparou-se a cariogenicidade da sacarose e sorbitol por suplementagio extra-oral.
Os resultados mostraram que o grau de carie experimental desenvolvida sobre os
biocos de esmalte demonstraram ser caracteristico de cada individuo. Os fatores
testados neste estudo mostraram que a higiene oral pessoal, ou restricio de agucares

da dieta , reduziram a severidade das lesdes no esmalte.

TURTOLA, em 1977, investigou, in vitro, o efeito de uma placa
artificial sobre a dureza superficial do esmalte e penetragiio do flior. Células lavadas
de Streptococcus sanguis foram utilizadas para formar placa artificial sobre a
superficie do esmalte bovino e incubadas em solugdes tampdes, pH inicial 6,0, por 36
horas a 37 * C. A diminuicio da microdureza superficial do esmalte sob placa
fermentante poderia ser prevenida com flior. O esmalte sob uma placa fermentante
adquiriu significantemente mais flGor em relagio ao esmalte sob uma placa nio
fermentante. Na placa fermentante, o pH diminuiu significantemente mais na auséncia
do flior (p<0,01) do que na sua presenga. O fldor combinado com a sacarose
aumentou a dureza em relagiio ao valor original. A difusio de flior através de uma
placa artificial fermentante foi mais rapida do que através de uma placa ndo
fermentante. Estes achados sugerem que as circunstincias que contribuem para o

desenvolvimento da carie podem promover absorgiio de flior pelo esmalte.

COLMAN et al,, em 1977, estudaram os efeitos da sacarose, frutose, ¢
uma mistura de glicose + frutose sobre a incidéncia de carie dental em macacos
(M Fascicularis). Os animais tinham menos de dois anos de idade, com todos os
dentes deciduos erupcionados, mas nenhum dos permanentes tinha erupcionado, ¢
estes dentes estavam entdo livres de caries. Durante um periodo de 40 dias a dieta foi
composta de agua, ovo cozido, uma fatia de pido branco e uma banana. Por todo o
periodo experimental os animais foram alimentados seis vezes em cada dia da
semana. Em um desses dias a dieta dos animais consistiu de um biscoito doce, um
sanduiche de pdo branco contendo Complan (Glaxo), confeitos € uma pequena

guantidade de geléia ou pasta de amendoim, uma banana coberta com agicar, um ovo
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ou cenoura cozida, e quatro suplementos de 25 g de agicar. Agua ad libitum
contendo 2,5 % de sacarose foi fornecida diariamente. Nos finais de semana foi dado
aos animais, diariamente, um sanduiche como descrito acima, uma porgio de agucar
confeitado, 20 g de queijo, 15 g de tdmaras sem carogo e de 4gua ndo adogada. Os
animais testes receberam, dependendo do experimento, frutose ou uma mistura
equimolar de glicose e frutose em substitui¢io ao agicar confeitado, e o sanduiche
continha complementos sem sacarose. Em todos os grupos, o agucar em maior
quantidade na dieta foi aquele dado nos quatro suplementos diarios, mas todos os
animais assimilaram em seus alimentos véarios outros agucares além do actcar testeul
Assim, 0s animais que ndo recebiam suplementos com sacrose tinham alguma
ingestdo de sacarose em bananas, biscoitos, geléia, tdmaras, cenoura e manteiga de
amendoim, enquanto os controles suplementados com sacarose poderiam ter recebido
frutose em bananas ¢ tdmaras. Os resultados mostraram que as lesdes desenvolvidas
ndo foram marcadamente diferentes entre os grupos teste ¢ controle. A frutose foi um
pouco menos cariogénica que a sacarose, mas a mistura de glicose+frutose ndo foi. A
explicagfio para este achado fo1 que a placa formada na presenga de sacarose tem
poucas bactérias / volume (CARLSSON & SUNDSTROM, 1968) ou que a bactéria

pode metabolizar mais facilmente monossacarideos do que dissacarideos.

Em 1981, MINAH, et al, examinaram a sucessio microbiana,
cariogenicidade experimental, ¢ metabolismo da sacarose em placas dentais
desenvolvidas sobre esmalte bovino em dispositivos palatinos de acrilico. Os
dispositivos foram usados por um periodo de 14 dias por 20 voluntarios humanos,
sendo 10 livres de carie e 10 susceptiveis 4 carie. Dos seis blocos inseridos nos
dispositivos de acrilico , trés foram expostos extraoralmente a sacarose 10% em
salina 0,85% 6X/dia, e trés foram expostos simultaneamente a salina 0,85% como
controle. As respostas das placas a0 ambiente com alta concentragio de sacarose em
ambas situagBes de carie foram comparadas. As placas expostas 4 sacarose de
individuos livres de caries induziram menores mudangas na microdureza do esmalte, e
formaram menos acido latico a partir da sacarose [14C] durante uma incubagio de 60
minutos a 37 C , quando comparadas as placas dos individuos susceptiveis a caries. O
experimento revelou consistentes diferencas na resposta ecolégica 4 um substrato

cariogénico no ambiente das placas das duas populagdes, com placas dos individuos



52

livres de ciries exibindo menor potencial cariogénico em relagio aos individuos

suscetivels a carie,

LUOMA et al., em 1983, desenvolveram um experimento avaliando a
dureza do esmalte bovino e sua concentragéo de Ca, P, Mg e F modificada por placa
dental artificial ( Streptococcus mutans ) e fldor. Para issp, uma camada de células 2
partir de uma suspensdo de Streprococcus mutans ( pH 5,8 ), com ou sem sacarose ,
foi centrifugada sobre a superficie de blocos de esmalte bovino. Foi adicionado fldor a
uma parte das amostras ( F final 25 ppm ). Amostras para testes ¢ controles foram
incubadas a 37° C por 18 horas. O pH da placa fermentante caiu para 4,15. Quando o
flGor estava presente, o pH final foi 4,45 . A microdureza da superficie do esmalte foi
reduzida pela presenca de sacarose, mas menos na presenca de flior. Durante a
fermentac@o, calcio foi liberado pelo esmalte, mas somente para o fluido e uma
menor liberagio ocorreu na presenga de flior. A relago por peso de Ca e P liberados
pela fermentagio do agucar foi 3,14 e 1,91 quando o flGor estava presente. A
concentracio de flior na superficie do esmalte foi somente levemente aumentada
{130 ppm } pelo fluor na agua destilada sozinha sendo que a subsuperficie do esmalte
ganhou mais flior ( 280 ppm ). Quando a placa artificial estava presente, a adigio de
flior aumentou a concentragdo de flilor na superficie do esmalte para 450 ppm ¢ na
subsuperficie para 210 ppm. A adi¢fo de F aumentou a concentrago de flior em uma
maior extensfio sob placa fermentante, 680 ppm na superficie ¢ 400 ppm na
subsuperficie do esmalte, comparados aos valores do esmalte sob a placa ndo

fermentante.

Em 1983, BRUDEVOLD et al avaliaram o potencial de
desmineralizagio do esmalte por carboidratos da dieta. O teste envolveu cinco
voluntarios utilizando dispositivos palatinos contendo oito blocos de esmalte bovino.
(Os blocos foram cobertos com uma camada de células de Strepfococcus mutans, e a
desmineralizagio foi avaliada por mudangas na permeabilidade do iodo ( Ip ) ao
esmalte. Os agcares testados incluiram sacarose, frutose, glicose, lactose, maltose ¢
galactose. Foram realizados bochechos com 15 mL de uma das solugdes de aglicar por

um minuto, nos tempos zero e quarenta e cinco minutos durante 1 hora e meia de
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experimento. Os valores de Ip dos blocos de esmalte foram obtidos antes e apos o
término do teste, e as diferengas entre estes (A Ip ), expressas como x 107'° mol de
iodo, foram calculadas para cada bloco. A extensiio de desmineralizagiio foi simlar

para frutose, glicose e sacarose, menos para maltose, e minima para galactose.

GRAF, em 1983, realizou um experimento /7 vivo no qual combinou
medidas do pH da placa com mudangas na microdureza do esmalte e analise da
composi¢do microbiana da placa. Fizeram parte do estudo 02 voluntarios, usudrios
de protese parcial removivel. Foram fixadas na superficie vestibular das proteses um
microeletrodo de vidro e seis blocos de esmalte. Os eletrodos ¢ os blocos foram
subseglientemente revestidos com gaze Dracon. Os blocos de esmalte foram obtidos
de pré-molares extraidos por razbes ortodénticas, que foram cortados (2 x 2 mm),
polidos e montados em uma pega de acrilico de tal forma que pudessem ser
removidos das proteses para testes de microdureza. A dureza Knoop foi calculada a
partir de impressOes com diamante, com carga de 100 g por 30 segundos. A dureza
inicial foi avaliada antes do inicio do experimento. O experimento consistiu de 02
periodos de 02 semanas. No inicio de cada periodo do experimento, a superficie do
eletrodo de vidro e os blocos de esmalte estavam livres de carie. Os voluntérios
submeteram-se a uma dieta balanceada e fornecida pelo hospital universitario. A
dieta do primeiro experimento (2 semanas) apresentava quantidades minimas de
sacarose { 2-6 g/dia). No segundo experimento utilizou-se uma alta ingestdo de
sacarose (50-80g/dia). Os voluntarios escovaram seus dentes 1x/dia com dentifricio
nio fluoretado, enquanto a prétese era removida e mantida em ambiente Gmido a 35°
C. O pH da placa foi monitorado a cada dia, por pelo menos 11 horas. Nos dias
3,5,7,9,11 e 13 de cada experimento, 1 bloco de esmalte, que tinha sido exposto ao
desenvolvimento da placa, foi submetido a teste de microdureza. Ao mesmo tempo a
placa formada sobre o bloco foi coletada e analisada para Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguis e Lactobacillus. Para avaliar a influéncta quantitativa do
ataque 4cido, 05 valores de pH foram convertidos para concentragdo de fon
hidrogénio. Os resultados obtidos mostraram que, durante as 2 semanas de dieta rica
em sacarose, um alto ataque acido cariogénico calculado pela concentragéio de ions

hidrogénio foi associado com uma marcante diminuigdo progressiva da microdureza
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do esmalte. A dieta probre em sacarose mostrou baixa concentragio de ion

hidrogénio, entretanto a diminuicio da microdureza do esmalte foi baixa somente

durante a primeira semana.

Em 1985, HORTON et al realizaram um estudo no qual ratos
gnotobidticos foram monoinfectados com Streptococcus mutans NCTC 10832,
Streptococcus salivarius JMB ou Streptococcus milleri NCTC 111169, ¢ mantidos
sob uma dieta rica em carboidratos contendo sacarose, glicose ou amido de milho, por
21 dias. Os animais desenvolveram cérie de fissuras em todas as combina¢des de
linhagens de estreptococcus e carboidratos, exceto com amido de milho e
Streptococcus salivarius JIMB, A incidéncia de carie foi maior com Streptococcus
mutans NCTC 10832, Para todas as espécies, o grau de potencial cariogénico por

carboidrato foi sacarose > glicose > amido de mitho,

ESSIG et al,, em 1985, avaliaram as mudangas no pH da placa dental e
microdureza de blocos de esmalte bovino utilizando o teste intra-oral de
cariogenicidade ( ICT ). Os blocos de esmalte foram montados em proteses, os quais
foram revestidos com uma gaze Dacron para favorecer a colonizagio bacteriana.
SolugBes de sacarose, sorbitol, e xilitol 3% foram utilizadas para imersdo dos
dispositivos 4X/dia, durante 10 minutos cada durante sete dias, e os resultados foram
comparados com experimentos iniciais { ndo imersfio diaria ). O pH das amostras de
placa do primeiro ¢ sétimo dia do ICT foi medido com eletrodo de antimdnio A
desmineralizagdio do esmalte foi avaliada com medidas de microdureza. O desafio
cariogénico causou diminui¢do do pH tanto na placa-inicial como na placa imersa em
sacarose. O desafio com sorbitol ¢ xilitol ndo diminui o pH da placa. Comparado com
as medidas iniciais, a imersdo em sacarose causou desmineralizagdio do esmalte, o

mesmo nio ocorrendo com sorbitol e xilitol.
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O papel do material da matriz extracelular { MME ) sintetizado a partir
da sacarose ( S ) por Streptococcus mutans TB-1600 na alteragio do potencial de
desmineralizagio  de placa artificial foi avaliado com um teste intraoral de
desmineralizagio do esmalte ( TIDE ) por ZERO et al. em 1986b. As amostras de
placa artificial foram preparadas a partir de células cultivadas em meio Todd-Hewitt
{ THB ) suplementado com varias concentragdes de sacarose e pela mistura de células
crescidas em THB com proporgdes crescentes de MME ( THB aquecido + S + células
cultivadas ). As amostras foram ainda avaliadas para densidade celular ( conteado de
DNA ) e acidogenicidade in vitro (pH) , assim como para alteragdes no pH in situ
durante um teste intra-oral apos um bochecho de glucose 10%. Um aumento na
propor¢do de MME relativo a densidade da célula foi associado com um aumento na
desmineralizagfio do esmalte. Isso tendeu a modificar quando o indice de células foi
menor do que 1:19. Os dados do pH intra-oral sugerem que a presenca de MME pode
aumentar a desmineralizag@io do esmalte pela alterac@io das propiedades de difusdo

pela placa.

ZERO et al em 1986a , desenvolveram um experimento no qual blocos
de esmalte bovino foram cobertos por uma camada de placa bacteriana (crescida em
meio de cultura) e montados em dispositivos palatinos de voluntarios humanos, para
estudar os efeitos da produgio de icido a partir de substratos bacterianos enddgenos
sobre o pH da placa e desmineralizagio do esmalte. As variaveis foram células com e
sem substrato endogeno, bochechos com solugdo de glicose 10% ou sacarose 10%, ou
ndo uso de bochechos e o tipo de microrganismo. A produgio de acido a partir de
substrato endogeno por Streptococcus mutans IB-1600, devido, pelo menos em parte,
a degradagdo intracelular do glicogénio, causou uma marcada e prolongada queda de
pH e significante desmineralizagio do esmalte. Um similar ,mas menos pronunciado
efeito foi obtido com espécies de Streprococcus mitis, Streptococcus sanguis e
Actinomyces viscosus. Assim, a produgiio de acido por fontes endbgenas pelas

bactérias da placa pode ser importante na etiologia da carie dental.
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KASHKET & AHERN, em 1989, investigaram a correlagdo entre
alteragdes fisicas no esmalte dental e mudangas na penetrabilidade ao iodo seguinte a
desmineralizagio intra-oral ou iz vifro. Para a desmineralizacdo in vitro, blocos de
esmalte bovino foram colocados individualmente em tampdo lactato ( pH 43 )
contendo 25 mM CaCl; ¢ 10 mM KH,; PO, por até quatro dias. A penetrabilidade aos
ions iodo ( delta Ip ) aumentou em grande extensdio com o tempo. Graficamente, a
microdureza exibiu uma pronunciada curvatura , com delta Ip elevando rapidamente
em profundidade de indentagio maior que 2,5 pm. Microrradiografia e microscopia
de luz polarizada demonstraram lesSes subsuperficiais coincidentes somente com o
maior valor de delta Ip. A desmineralizagdo limitada durante os periodos iniciais,
portanto, foi associada com mudangas minimas proximas ou na superficie dental. A
desmineraliza¢do produzida intraoralmente nos individuos que bochecharam sacarose
5% foi acompanhada pelo aumento no delta Ip, mas nfio por mudangas na
microdureza superficial ou aspecto microscopico do esmalte. Isso mostrou que, nessas
condigdes, a desmineralizagfio foi limitada a superficie e correspondeu a fases bem

iniciais de formacdo da lesdo.

ZERO et al., em 1990, realizaram um estudo no qual a relagio entre o
teste de permeabilidade do iodo ( IP ), teste de microdureza superficial do esmalte
{(MSE ), e desmineralizagio do esmalte analisada quimicamente como perda mineral
fot investigada utilizando blocos de esmalte bovino. Periodos de desmineralizagio de
0 { controle ) e 5,15, 30,e 45 minutos usando lactato 0,05 mol/L ( pH 4,75 ) foram
selecionados para assemelhar o desafio acido que ocorre durante o teste intraoral de
desmineralizagio do esmalte. A perda mineral encontrada ( Ca e PO4) foi diretamente
proporcional ao tempo de dissolugdo (r=0,95). Variagdo ( A ) na IP ¢ MSE
aumentaram linearmente com o passar do tempo { r= 0,58 e 0,64 ), respectivamente e
foram similarmente relacionadas a perda mineral { r= 0,60 e 0,65, respectivamente ).
A correlagdo entre delta 1P e delta MSE foi 0,55. Quando maiores periodos de
desmineralizacfio ( 60,120,e 240 minutos) foram incluidos, a correlagiio entre delta IP
e delta MSE foi 0,68. Concluiu-se que tanto o teste IP como o teste MSE podem ser

usados como medidas do estagio inicial de dissolugiio do esmalte.
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MELLBERG et al,, 1990 , estudaram o efeito da espessura da placa
sobre a progressio de lesdes artificiais de caries in situ. Para isso, oitenta cortes finos
de esmalte com lesdes de caries artificiais foram implantados na superficie vestibular
dos molares ( em proteses parciais removiveis de dez voluntarios ) e recobertos com
uma tela de ago para permitir acimulo de placa. A tela foi colocada em contato direto
com a superficie de esmalte em metade das lesGes e 0,5 mm acima das lesdes em
outra metade, facilitando assim formagdo de amostras de placas finas e espessas.
Seguindo duas semanas de uso de dentifricio nio fluoretado, as lesdes foram
analisadas para alteracdo mineral por microrradiografia quantitativa. Significante
perda mineral foi observada nas lesdes de ambos os grupos, mas a perda foi duas

vezes maior 1o grupo com placa espessa.

KASHKET & YASKELL, em 1990, desenvolveram estudo com um
sistema de desmineralizagio intra-oral para determinar se calcio e fosfato inorginico
(Pi) acumulam na placa durante a desmineralizagiio ativa do esmalte. Blocos de
esmalte bovino foram cobertos com S. mutans e fixados em dispositivos palatinos
usados pelos voluntarios humanos. A desmineralizagdo foi determinada como
mudanga na penetrabilidade do iodo (delta Ip) no esmalte. Calcio e fosforo foram
determinados nos espagos extracelulares da placa sintética. O delta Ip aumentou com
o tempo apos administragio de bochechos contendo sacarose 5% ( p/v ), enquanto o
pH da placa caiu e entdo retornou a neutralidade. O calcio aumentou para 10,9 + 2.8
mmol/l. aos 30 minutos, enquanto o calcio i6nico e fosfato inorgénico aumentaram
3,0 +21 e 95 + 3,1 mmol/l, respectivamente. A propor¢do CaP foi de 1.15.
Bochechos com sacarose a 10% ( p/v ) deram resultados similares. As concentragbes
de Ca e Pi foram consideravelmente maiores do que na saliva, Acimulos de
constituintes minerais mostraram ser dependentes da atividade metabélica do §.
mutans na placa, e em experimentos nos quais blocos de esmalte foram substituidos
por blocos de acrilico, a concentragdo de Ca e Pi foi 2,5 + 0,6 ¢ 6,6 + 2.4 mmol/l,
respectivamente demonstrando que a maioria do calcio e aproximadamente um tergo
do Pi foram derivados do esmalte. Os dados sugerem, além disso, que Ca e Pi estavam
parcialmente ligados a macromoléculas complexas, e eventualmente recristalizam

minerais na placa.
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FU et al., 1991, compararam o efeito da espessura da placa na retengio
de glicose e 4cidos organicos produzidos por uma placa contendo glucano( PG ) e
uma placa ndo contendo glucano ( PNG ) utilizando um modelo intra-oral de
desmineralizagiio do esmalte ( ZERO et al. 1986 ). As placas testes foram preparadas
através de culturas cultivadas de S. mutans IB-1600 em meio Todd Hewitt { THB )
para PNG ou THB suplementado com sacarose 2% para PG. Por conseguinte, cinco
voluntérios usaram dispositivos palatinos contendo oito blocos de esmalte bovino
recobertos pelas placas testes. Os testes foram iniciados com um bochecho de glicose
50% por um minuto. Medida inicial, e imediatamente apés o bochecho, 1, 5, 10, 15,
30, e 45 minutos foram avaliadas separadamente. Imediatamente apés cada periodo
teste, as amostras de placa foram divididas em porgdes superficial { S ) e profunda (P )
¢ analisadas quanto ao peso, pH, glicose e acidos orgnicos. Para PG apés cinco
minutos a média { DP ) da concentragio ( nmol/mg peso timido ) de glicose e lactato
for 105 (18,5) e 333 (129), respectivamente para a placa S e 34,7 (43) e 243 (93,7),
respectivamente, para a placa D.  Para a PNG, foi 12,7 (11,3) e 259 (18,8),
respectivamente, para a placa S e 0,3 (0,5) e 98,8 (31,2), respectivamente para a placa
D. Esses resultados sugeriram que a presenga de glucano aumenta o indice de difusdo

do substrato na camada profunda da placa adjacente a superficie do dente.

ZERO et al. , 1992, abordaram a questio da espessura da placa e
difusdo do agcar utilizando um modelo intra-oral de desmineralizagdo. O modelo
consiste em um dispositivo contendo oito blocos de esmalte recobertos por placa
teste, preparada através de culturas de S. mmetans. O tempo do teste foi de 45 minutos
e iniciado apos um bochecho de sacarose 10%. A mudanga na microdureza superficial
do esmalte bovino foi usada como uma medida indireta da extensio da
desmineralizac8o do esmalte correspondendo as placas de diferentes espessuras { 0,5
mm, 1,5 mm e 2,5 mm ). Para a placa sem glucanos, formada basicamente de células
de S. mutans compactadas, desmineralizacfio foi detectada somente na espessura de
0,5 mm, enquanto a placa com glucanos resultou em desmineralizagdo em todas as
espessuras de placa. Os resultados mostraram que a presenga de glucanos aumenta o
indice de difusdo do agicar e producio de acido na camada mais profunda da placa

adjacente a superficie dental, levando & desmineraliza¢dio do esmalte dental.
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ARENDS et al, em 1992, desenvolveram um estudo no qual
apresentam dados sobre a desmineraliza¢io do esmalte humano, in situ, em fungio do
periodo de desmineralizagio. Assim, lesdes incipientes no esmalte foram
desenvolvidas experimentalmente através do crescimento de placa sobre esmalte
humano integro como descrito previamente {DIJKMAN et al., 1986 ) por periodos de
quatro e oito semanas. O procedimento experimental contou com onze participantes
utilizando préteses inferiores com quatro blocos posicionados 1,5 mm abaixo da
superficie de resina. Durante o experimento, os voluntarios nfio escovaram os dentes e
utilizaram dentifricio no fluoretado. Determinagio microrradiografica foi realizada
no esmalte integro ¢ apos o estude in situ. Dois pardmetros microrradiograficos,
profundidade da lesdo (um ) e perda mineral { AZ, um/vol % ), foram determinados,
Além disso, foram realizadas micrografias por microscopia eletrénica das lesdes, apos
os cortes microrradiograficos. Os resultados mostraram que para desmineralizagéio do
esmalte in situ, os pardmetros profundidade da lesdo assim como perda mineral
variam linearmente com o tempo de desmineraliza¢io. Isto € ao contrario da formagdo
de lesdo in vitro, onde a terceira poténcia, ou poténcia ao quadrado da profundidade
da lesdo ¢ linearmente relacionada ao tempo de desmineralizagdo. Concluindo, este
autor indica que : a) a desmineralizagio in situ é completamente diferente da
desmineralizagdo ir vitro utilizando solugdes artificiais; b) o passo determinante para
o processo de desmineralizag@o in situ € o processo de dissolugdo influenciado por
inibidores na superficie dos cristalitos do esmalte; c) a concentragdo de inibidores in
situ ( flGor, proteinas etc. ) originarios do fluido da placa, saliva ¢ esmalte deve ser

alta, e d) a desmineralizagio in situ provavelmente ocorre nas areas interprismaticas.

LINGSTROM et al,, em 1994 em um estudo cruzado determinaram o
potencial cariogénico de alimentos contendo amido como lanches entre as refeiges.
Isso foi realizado pela medida de desmineralizagio do esmalte e dentina de humanos
assim como pelo pH da placa dental in situ. Oito voluntarios usuarios de proteses
mantiveram 2 blocos de esmalte e 2 de dentina fixados na regido de molares de suas
proteses inferiores. O estudo consistiu de trés periodos teste, de 21 dias cada, em

ordem casualizada: 1) consumo de alimentos contendo amido, 12-15 x/dia, em adic8o
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a dieta normal (periodo amido); 2) consumo de produtos com sacarose, 12 ~15 x/dia,
em adigdo a dieta normal (periodo sacarose), 3) ndo adigio de produtos i dieta
normal (controle). O amido e sacarose aumentaram a desmineralizacio do esmalte e
dentina quando comparados com o periodo controle. O pH da placa, durante 60
minutos apos um bochecho de 1 minuto com sacarose a 10%, foi menor em todos os

tempos apds os periodos amido e sacarose comparado com o periodo controle.

RANKINE et al., em 1996, realizaram um estudo com o objetivo de
determinar a fonte de cilcio e fosforo na placa dental , avaliando a concentragio
desses ions, assim como medigio do pH no fluido da placa formada sobre um
dispositivo de acrilico e superficies dentais supra-gengivais, antes e quinze minutos
apos bochecho com sacarose 20%. Os resultados mostraram que houve um aumento
na concentragdo de calcio e fosforo na placa dental ap6s o desafio cariogénico e um
significante aumento desses componentes na placa dental obtida das superficies
dentais comparada com aquelas obtidas da superficie de acrilico.Os dados indicam
que o aumento na concentragio de calcio e fosforo na placa, durante um desafio
cariogénico, ¢ provavelmente derivado da desmineralizagdo do esmalte ou

componentes extracelulares desmineralizados.

KASHKET & YASKELL, em 1997, avaliaram a desmineralizagdo
intraoral do esmalte através das mudangas na porosidade, ou penetrabilidade do iodo,
Assim, voluntarios utilizaram dispositivos contendo oito blocos de esmaite bovinos
{ 5x5 mm ) cobertos com uma camada de Streptococcus muians Tb 1600, e cada um
consumiu uma porgiio de 5g de biscoito especifico ( contendo diferentes nivets de
sacarose, a saber : 4%, 20%, e 33% ; e ainda adicionados com lactato de calcio (LC)
na concentracio maxima de 3,2 % ) ou bochechou com 15 mL de sacarose 10% por 1
minuto. A desmineralizago foi determinada apds 45 minutos, através das mudancas
na penetrabilidade do ion iodo no esmalte ( BRUDEVOLD et al., 1984 ) ou mudangas
na microdureza superficial do esmalte. A penetrabilidade do iodo nos blocos dentais
foi determinada antes e apds a exposi¢io intraoral, e as diferencas (A Ip ) foram

calculadas. A média para os oito blocos foi calculada e expressa como unidades de A
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Ip. A microdureza do esmalte foi determinada com um penetrador de diamante tipo
Knoop ¢ as diferencas ( A KMH ) foram calculadas a partir de medidas realizadas
antes ¢ apos exposigio intraoral. O pH final das placas estreptococcicas foi
determinado com microeletrodo. O LC 3,2% (p / p) reduziu A Ip de 12,9 + 1,7 para
6,1 + 0,9 unidades, ou seja, 52,7%. A desmineralizagfio foi reduzida progressivamente
com o aumento da concentragdo de LC adicionado, e o LC foi mais efetivo nos
bicoitos mais doces. A placa reteve 32,4 + 6,0 ¢ 17,1 + 4,2 mM de caicio apds 1 e 5
minutos, respectivamente. Os calculos mostraram que a placa foi saturada em relagio
ao esmalte durante os primeiros 5-10 minutos ap6s ingestio do alimento, apesar da
progressiva queda no pH da placa. O presente estudo demonstrou a reducio do
potencial cariogénico do alimento solido pela concentragio de LC. Os autores
sugerem que esses efeitos parecem estar relacionados a habilidade do alimento em

manter altos niveis de célcio na placa durante o periodo de ativa acidogénese.

CURY et al, em 1997, desenvolveram um estudo in situ para avaliar a
relagdo entre 3 freqiiéncia de sacarose e composi¢do da placa dental. Doze voluntérios
fizeram parte deste estudo cruzado, realizado em quatro fases de vinte e oito dias,
Para cada fase do estudo , foi confeccionado um dispositivo de resina acrilica
contendo quatro blocos de esmalte dental humano para cada voluntario. Uma solugio
de sacarose foi gotejada sobre cada bloco de esmalte nas frequéncias 0,2,4 ¢ 8X /dia.
Durante todo o periodo experimental os individuos utilizaram dentifricio nfo
fluoretado, ndio escovaram os blocos de esmalte e beberam agua fluoretada a 0,7 ppm.
Apds cada fase, as concentragdes de flor, fésforo , calcio e carboidrato total foram
determinadas na placa dental. Os resultados obtidos { média + erro padrio) emr fungio
da frequéncia do uso de sacarose ( 0, 2, 4 ¢ 8X/dia ) foram, respectivamente : F
(18,71 +3,31,9,64 + 2,81 ; 2,65+ 0,77 , 2,69 + 0,44 ug/g ), P (3,74 £+ 1,12 ;0,75 +
0,190,37 +0,06; 0,37+ 0,04 mg/g ), Ca ( 12,85 +2.,51,3,99 + 1,02 ;4,01 +1,09;
- 4,17 + 1,07 mg/g ), carboidrato soliivel em acido ( 5,65 + 0,68 ; 3,78 + 0,63 ; 3,56 +
0,60 ;4,75 + 0,73 ng/mg ), carboidrato soluvel em élcali ( 12,00 +2.60; 11,54 + 1,81
;13,95 + 329 ;3584 +£ 693 ug/mg ). A anélise estatistica mostrou que a alta
frequéncia de exposi¢do 4 sacarose reduziu significantemente as concentragdes de F,

Ca e P na placa dental, porém aumentou a concentragio de carboidrato solivel em
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alcali ( p<0,05 ). Esses resultados sugerem que a cariogenicidade da placa dental
formada na presenga de sacarose niio pode ser atribuida somente a maior porosidade,
mas também a menor concentragio inorgdnica pode ter significincia. Por outro lado,
a menor concentra¢do inorginica constatada na placa dental formada pela exposigio a

alta frequéncia de exposi¢do a sacarose ndo pode ser explicada pelo delineamento

experimental utilizado.
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4-MATERIAL E METODO

4.1- Delineamento Experimental

O estudo foi do tipo cruzado, consistindo de trés (3) grupos de tratamentos, nos

quais doze (12) voluntarios utilizaram dispositivos intra-orais palatinos contendo quatro

{4) blocos de esmalte integros , a saber :

Grupo I : Controle ( nfio utilizando sacarose ou glicose +frutose)
Grupo I : Utilizando solugdo contendo glicosel 0% + frutose 10% , oito (8)
vezes ao dia

Grupo IH : Utilizando solug8o de sacarose 20% , oito (8) vezes ao dia

O periodo total do estudo compreendeu trés etapas de vinte ¢ oito (28) dias com
intervalo de sete dias entre cada etapa. Em cada etapa participaram os doze (12)
voluntartos, sendo quatro (4) em cada tratamento, de tal modo que ao final de todos os

cruzamentos, todos os voluntarios foram submetidos a todos os tratamentos.

O fluxograma abaixo resume o delineamento :

GRUPOS Voluntario ETAPAS

la 221 33
1 ABCD
I EF¥.GH
m LILK,L

| ! |

Andalises Analises Analises



4.2 - FASE PREPARATORIA / LABORATORIAL 1

4.2.1- Preparo dos Blocos Dentais

Para a realizagdo deste trabalho, foram utilizados dentes humanos, terceiros molares
inclusos integros extraidos por razdes clinicas, mantidos em formol 2% pH 7,0 { WHITE,
1987) , por pelo menos 30 dias ap0s as extragdes. Foram selecionados dentes sem defeito
no esmalte ¢ com pelo menos 2/3 de raiz completa. Para obtenciio dos blocos de esmalte
(3x3x2 mm), os dentes foram seccionados com discos diamantados { n° 11-4243 série 15-
HC-Diamond BUEHLER® ) acoplados em uma cortadeira elétrica ( BUEHLER®-
ISOMET ), e a partir do terco médio corondrio foram obtidos os blocos dentais. As
medidas foram conferidas com paguimetro digital MAUSER Jr (0,01 mm/150 mm) e
acertadas com disco diamantado de dupla face acoplado a um micromotor CS-421
DENTEC. Apés obtengiio do bloco de esmalte, a superficie dentinaria foi planificada
visando & obtengo de superficies paralelas. Para isso os blocos foram fixados com a
superficie de esmalte voltada para baixo, na porgio central de um disco de resina acrilica
pré-fabricado (3,0 cm de didmetro e 8,0 mm de espessura), e entdo levados a uma politriz
APL-4 AROTEC ( modificada ¢ contendo sistema de polimento miltiplo} com lixa de
granulagdo 320 em baixa rotagdo, sob refrigeragio a agua, utilizando-se um (1) peso
padrio ( 86 g ) durante 10 segundos. Para planifica¢es e polimento da superficie de
esmalte, os blocos foram reposicionados no centro do disco de resina acrilica, com a
superficie de esmalte voltada para cima (corpos de prova), e levados & politriz com lixa de
granulagio 600 e dois pesos, durante 10 segundos, com o objetivo de planifica-la e
remover uma camada de esmalte de aproximadamente cinquenta (50) pm
(FEATHERSTONE & ZERO, 1992). Em seguida, os corpos de prova foram levados ao
aparelho de ultra-som (THORNTON T 7, 50 Watts), imersos em 4agua deionizada (200
ml para 12 corpos de prova), durante dois (2) minutos. Apds isso, os corpos de prova
foram levados a politriz, em baixa rotagfo, lixa de granulagio 1200 com dois (2) pesos ,
durante 15 segundos. Novamente os corpos de prova foram submetidos ao ultra-som,
conforme descrito anteriormente. Para o acabamento final, utilizou-se a politriz com disco
de papel feltro (Polishing Cloth BUEHLER® n° 40-7618) e suspensdo de diamante
(BUEHLER-METADI® Diamond Suspension 1 micron — Water Base n® 40-6530), baixa

velocidade,dois (02) pesos padrio, durante um (1) minuto. Apos iss0, 0s corpos de prova
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foram lavados em agua corrente deionizada, durante trés (3) minutos. A seguir os corpos
de prova foram submetidos ao ultra-som, durante dois minutos, imersos em soluclo
(ULTRAMET® SONIC Cleaning Solution n°75-5000-032 BUEHLER ® ) diluida na
propor¢do 20:1, em agua deionizada. Finalmente, os corpos de prova foram lavados em

dgua deionizada corrente, durante trés (3) minutos, identificados e conservados em
ambiente imido a 4'C.
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4.2.2- Selecdo dos Blocos Dentais e Anilise da Microdureza Superficial do Esmalte
(MSE)

Para analise da microdureza superficial do esmalte utilizou-se 0 microdurémetro
SHIMADZU HMV-2000 e penetrador tipo Knoop com carga estatica de 50 gramas e
tempo de cinco (5) segundos. No centro do bloco de esmalte, 200 um abaixo do limite
superior € 1.000 um a direita do limite esquerdo foi realizada uma impressio de referéncia,
utilizando-se carga estatica de 100 g durante cinco (5) segundos. Em seqiiéncia foram
realizadas cinco (5) impressdes, com carga estatica de cinquenta (50) g por cinco (5)
segundos, separadas entre si por uma distancia de cem (100) um (Fig 1). Esta analise foi
realizada previamente & colocagao dos blocos de esmalte no dispositivo intra-oral, sendo
selecionados apenas os blocos com dureza superficial média de 340 ( +/- 10%) e
descartados os demais, servindo também para conhecer o valor inicial médio da MSE e

determinag@o da sua variagdo apos o experimento.

TXXX

100 pm
100 g

Figura 1 — Representagdo esquematica das impressdes iniciais realizadas nos blocos de

esmalte.
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4.2.3- Confecciio dos Dispositivos Intra-orais Palatinos

Foram confeccionados trés (3) dispositivos intra-orais palatinos para cada
voluntario (um para cada etapa do experimento), nos quais foram preparadas quatro (4)
cavidades de 3x3x3 mm na altura correspondente aos dentes molares, sendo duas (2) de
cada lado nas quais foram fixados os blocos dentais. Uma tela plastica foi fixada no
acrilico sobre os blocos dentais deixando-se um espago de um (1) mm entre a superficie do
bloco dental e a tela, para permitir acimulo de placa dental ( BENELLI ef al. , 1993 ) ,
(Fig. 2).

Figura 2 — Dispositivo intra-oral palatino, mostrando do lado esquerdo os blocos

em posi¢do sem a protecdo da tela plastica e do lado oposto com a mesma.
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4.3- FASE CLINICA

Apds informacgSes e assinatura do termo de compromisso e
consentimento para pesquisa clinica em seres humanos, atendendo a Resolucio n® 196 de
dez (10) de margo de 1996, do Conselho Nacional de Satde/ Ministério da Sadde-
Brasilia D.F. (Anexo 1) , doze (12) voluntarios adultos, residentes em Piracicaba-SP
(regido com dgua fluoretada, apéndice 1) com bom estado de sande oral e geral
participaram deste estudo. Os voluntarios utilizaram os dispositivos intra-orais palatinos
diariamente, inclusive para dormir, removendo-os, porém mantendo-os em ambiente
umido, durante as refeigdes. Os voluntanios receberam ortentagdes por escrito enfatizando
a nfio ufilizacio de produtos contendo flior, exceto 4gua. Para escovagfio habitual dos
dentes, assim como da superficie interna do dispositivo intra-oral palatino, utilizou-se uma
formulagiio de dentifricio nfo fluoretado, preparada para a pesquisa { Kolynos do Brasil ),
Para simular desafio cariogénico colocou-se uma (1) gota de solugfo de sacarose 20% ou
solugdo contendo glicose 10% + frutose 10% sobre cada bloco dental, e apds 5 minutos, o
dispositivo  foi recolocado na boca. Este procedimento foi repetido ono(8) vezes ao dia
{Anexo 2)., quando os voluntarios estavam nos Grupos II ¢ I | respectivamente, sendo
que quando os voluntarios estavam no grupo I, eles apenas uotilizavam os dispositivos,

porém sem uso das solugdes de acordo com o delineamento experimental.
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4.4- FASE LABORATORIAL 2
4.4.1- Determinaciio do Peso Umido da Placa Dental

Ao final de cada etapa do experimento,12 horas ap0s a tltima exposigdo aos
carboidratos, as telas plasticas que recobriam os blocos de esmalte foram removidas com
[dminas de bisturi n° 15 e entdo com uma espatula plastica de ponta fina (JON) coletou-se a
placa dental, formada sobre os blocos de esmalte, sendo imediatamente transferidas para
tubos de microcentrifugas pré-pesados. O peso umido da placa dental foi determinado
utilizando-se uma balanca analitica (Analitical Plus OHAUS), sendo expressa a média em

mg/ bloco de esmalte.
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4.4.2 - Analise da Placa Dental

4.4.2.1- Andlise de Componentes Inorgfinicos e Carboidratos

Para analise de componentes organicos e inorginicos da matriz da
placa dental, amostras das placas formadas sobre os dois blocos de esmalte foram tratadas
com 0,5 ml de HCI 0,5 M /10 mg de placa dental, durante trés (3) horas,temperatura
ambiente, sob agitacio. Apds a exiragio utilizou-se 0 mesmo volume de TISAB I pH 5,0
(contendo 20 g NaQH/L) como tampdio (CURY et al, 1997). As amostras foram
centrifugadas em centrifuga INCIBRAS SPIN 1 durante um (1) minuto, 11.000 g, sendo
entfio no sobrenadante { sob., ) determinadas as concentracles de fltor, fosforo, célcio
(PEARCE, 1984, TATEVOSSIAN, 1990) e carboidrato total solivel em 4cido
(MAKINEN et al., 1985 ). Ao precipitado (ppt 1 ) adicionou-se 1,0 mi. de NaOH N /10 mg
de placa dental, ressuspendeu-se o precipitado € deixou-se trés horas em temperatura
ambiente, sob agitacio. Em seguida as amostras foram centrifugadas, conforme
especificacfo acima, sendo entdio no sobrenadante { sob., ) determinada a concentragio de

polissacarideo solirvel em alcali (MAKINEN et al,, 1985 ). O fluxograma 2 resume este

iratamento.
PLACA
-05ml BCI0,5M /10,0mg
de placa
~ 3 horas temp.ambiente/agitagio
- 0,5 ml TISAB (20 g NaOHAY
10 mg de placa
CENTRII{UGACAO
i \2
ppt 1 sob. I - Carb. Total
- 1,0 mi NaOH N/10 ,0 mg de placa Solavel emAcido
- Ressuspender - Calcio
- 3 horas temp. ambiente/ ~ Fostoro
agitando - Floor
CENTRIFUGACAQ
+ \ (
ppt 2 sob.2 - Polissacarideo Solivel em Alcalt

Fluxograma 1 - Analise da composigio inorgénica e carboidratos da placa dental .
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4.4.2.1.1- Determinacio da Concentracio de Flaor

A concentracio de fldor no sobrenadante { sob., )} foi determinada
utilizando-se potenciometro ORION EA-940 com um eletrodo especifico para fldor
ORION 96-09, utilizando-se para a curva de calibragio padrdes de 0,025 a 0,50 pgF ~/mL
preparados com TISAB 1I' pH 5,0 (20 g NaOH/L) a 50% e HCl M. As leituras das
amostras foram expressas em milivolt (mV) as quais foram transformadas em pg F “/mbL
através de regressiio linear da curva de calibragao, utilizando-se para tal o software Quatro-

Pro. O resuitado foi expresso em pg F /g de placa dental.

4.4.2.1.2- Determinac¢io da Concentracio de Fosforo

A determinagio da concentragfio de fosforo inorgénico na placa dental foi
realizado pelo método de FISKE & SUBARROW, 1925, que tem como principio que o
fosforo dos fosfatos minerais ¢ transformado em fosfomolibdato, o qual ¢ em seguida
reduzido pelo 4cido alfa-amino-nafiol sulfSnico a um produto de cor azul, cuja intensidade
de coloragiio € proporcional ao teor de fosforo inorgénico presente na amostra, Sendo
assim, foram pipetados 0,25 mL de amostra { sob.y ) ¢ acrescentaram-se 2,05 mi. de 4gua
deionizada, 0,5 mi. de icido molibdico, agitou-se e apdés 10 minutos adicionaram-se 0,2
mL de redutor, agitou-se novamente e, apos 20 minutos, a intensidade de cor fo1 medida
em um espectrofotdmetro BECKMAN DU-65 & 660 nm.

' TISAB [ Tampdo acetato 1.0 M., pH 5.0, contendo NaCl 1.0 M, CDTA  ( Acido
diaminociclohexanotetracético ) 0,4 % e 20 g de NaOH/L ]
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4.4.2.1.3- Determinacio da Concentraciio de Célcio

A concentracio de calcio nas amostras ( sob.; ) foi déterminada através de
espectrofotometria de absorcio atdmica, um processo pelo qual os constituintes de uma
amostra 580 decompostos e convertidos para particulas atdmicas Para tal utilizou-se um

espectrofotdmetro, por chama, PERKIN ELMER-306 sendo as leituras realizadas a 212

.

4.4.2.1.4- Determinacio da Concentraciio de Carboidrato Soliivel em Acido

A concentragfio de carboidratos soliveis em acido nas amostras de placa foi
determinada no {sob.1) do fluxograma 1. A analise foi realizada pelo método de dosagem
de carboidratos totais (DUBOIS et al. 1956), que se baseia na reacio de um aguear, quando
na presen¢a de um acido forte (Ha804), formar compostos furflricos a partir de uma
pentose ou hexose, Os compostos furfliricos na presenca de fenol obtém uma coloragio
faranja, cuja intensidade é proporcional ao teor de aglicar na amostra. Decorridos 20
minutos, apos as amostras terem sido preparadas, a intensidade de cor foi medida em um

espectrofotdmetro BECKMAN DU-65 a 490 nm. O resultado foi expresso em ug/mg de

placa,

4.4.2.1.5- Determinagio da Concentraciio de Polissacarideo Solavel em
Alcali

A concentracdo de carboidratos soliveis em alcali nas amostras foi
determminada no sob.2 do fluxograma 1. A dosagem foi realizada como deserito no item
44214
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4.4.2.2- Analise de Proteinas da Placa Dental e Saliva

Para analise de proteinas da matriz, amostras de placa dental formada sobre os
outros dois (2) blocos de esmalte foram pesadas e tratadas durante 1 hora, 0°C s0b
agitacio com 0,3 mbL de NaOH 0,1 N ( FOX & DAWES, 1970 ) contendo 1mM EDTA (
TACONO, 1982 ), para cada 10,0 mg de placa dental. Em seguida, as amostras foram
centrifigadas a 13.000 rpm (BECKMAN, MICROFUGE-E TM), 4°C, durante 5 minutos.
No sobrenadante foram determinadas as concentragdes de proteina assim como anélise do

perfil eletroforético. O fluxograma 2 resume este tratamento.

PLACA
~05miNaOHO,I N
contendo 1mM
EDTA /10,0 mg de placa
~lhora0* C
v - sob agitago
CENTRIFI‘UGACAO
iy 1
ppt sob.

Analise de Proteinas

Fluxograma 2 - Andlise da composigio orgdnica total da matriz da placa dental
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4.4.2.2.1 - Anilise da Concentraciio de Proteinas da Placa Dental

A concentraciio de proteina no extrato da placa foi deteminada pelo método
de BRADFORD (1976}, o qual se baseia na ligagio do Comassie Brilliant Blue G-250 i
proteina. Para a curva de calibragio utilizou-se padrio de soro-albumina bovina ( SIGMA
N® A-7638 ), nas concentragbes de 1,0-10,0 ug de proteina/mL. Apds o preparo das
amostras, estas foram lidas em espectrofotdmetro BECKMAN-DU 60, a 595 nm.

4.4.2.2.2 -Eletroforese de Proteinas da Placa Dental

As proteinas no extrato da placa dental foram analisadas logo apds a extragiio,
através de eletroforese dissociante em gel de poliacrilamida (gradiente de concentragio
10- 30%} o qual consiste na andlise de proteinas desnaturadas por aquecimento, na
presenga de SDS e 2-mercaptoetanol. Uma vez que neste método as moléculas se separam
de acordo com seus respectivos tamanhos, este sistema serve para a determinag@io do peso
molecular de proteinas na amostra. Para isso, compara-se a mobilidade das moléculas da
amosira com a mobilidade de proteinas padrdo de peso molecular conhecido. A mobilidade
das proteinas no gel ¢ fungfio logaritmica de seus respectivos pesos moleculares
{ALFENAS, 1991 ). A eletroforese foi realizada em placa vertical e em sistema
descontimuo, o qual consiste em dois sistemas de géis ( gel separador e gel concentrador )
e de solugdo tampdo dos  géis ( Tris-HCI ) diferente daquela dos eletrodos ( Tris-glicina).
A solugiio tamp8o usada na amostra de proteina foi a mesma do gel concentrador, Sob a
agdo da corrente elétrica, as molécylas migram da parte mais porosa { gel concentrador )
para a menos porosa { gel separador ). Enquanto no gel concentrador { Tris-HCL, pH 6,8 }
as moléculas de proteinas concentram-se em uma banda estreita ¢ compacta, no gel
separador { Tris-HCl, pH 8,9 ) elas se separam de acordo com as suas respectivas cargas €
pesos moleculares. A migragio se dé em direglio ao polo positivo ( anodo ). A mobilidade
é funcio do pH do meio, ponto isoelétrico ( pI ) e pesos moleculares. Assim, quanto menos
eletronegativa for a molécula e quanto maior o seu peso molecular, menor serd a sua
mobilidade no gel. Em seqiiéncia & metodologia, as proteinas totais soltuvels extraidas da
placa dental foram dissociadas, na propor¢do 1:1 (v/v) em tamp@o contendo Tris-HCl1 0,5
M, pH 6.,8; glicerol 22,5%; SDS 2,2%,; 2-mercaptoethanol (5%); azul de bromofenol
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0,001% e submetidas a banho-maria fervente por 10 minutos. Para estimativa dos pesos
moleculares, utilizou-se uma mistura padrdo de proteinas (SIGMA- Dalton Mark VII-L
for SDS Gel Electrophoresis / Peso molecular entre 14,000-70,000) submetidas as mesmas
condigtes de dissociagfio das amostras. A quantidade aplicada no gel foi de 10 pL para a
mistura padrio e 50 yl para as amostras de placa dental. Em seguida, as placas foram
ligadas a uma fonte de energia, sob temperatura de 4° C, utilizando-se corrente constante (
30 mA ), com voltagem inicial 160-165 e final de 230-270. Quando a linha frontal do azul
de bromofeno! atravessou todo o gel, desligou-se a fonte, sendo o tempo de corrida de
aproximadamente 4 horas. O gel fot entio removido das placas, cortado 2 altura da linha
frontal do corante ¢ fixade por 10 minutos em uma solugdo fixadora ( TCA 5%, acido
sulfosalicilico 5%, metanol 18%, Comassie brilliant blue 0,02% ), e corado por duas horas
em uma solugdo de Coomassie brilliant blue R-250 0,115%. A coloragiio de fundo for
removida ufilizando-se uma solucio descorante { acido acético 10%, metanol 23 %, agua
destilada 68% ) com sucessivas trocas até a visualizagdo das bandas proteicas. A
mobilidade relativa (Rm) das proteinas foi calculada a partir da relagfo distincia percorrida
pela molécula de proteina e distdncia percorrida pelo corante Azul-de-Bromofenol,

indicador da migracio eletroforética das amostras.
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4.4.2.2.3 - Andlise da Concentraciio de Proteinas da Saliva

Inicialmente, a saliva nfo estimulada foi coletada em tubos de

centrifuga imersos em gelo, Em seguida, as amostras foram centrifugadas durante 10
minutos, 2.000 rpm { BEELEY, 1969 ). Apos coleta do sobrenadante, a conceniragio de

proteina da saliva foi deteminada pelo método de BRADFORD (1976) como descrito no
tem4,4.22.1.

4.4.2.2.4- Eletroforese De Proteinas Da Saliva

Em seguida, as proteinas da saliva foram avaltadas por eletroforese
dissociante em gel de poliacrilamida 10%, conforme descrigio no item 44.2.2 ; sendo
que o volume aplicado no gel foi de 20 pL para as amostras e 10 pl. para a mistura

padrio. Para dissociacio das amostras de saliva utilizou-se a metodologia descrita no item
44222

4.4.3~ Avaliaciio Clinica da Carie Dental

Apb6s o término de cada fase e remog8o da placa dental sobre os blocos de esmalte,
estes foram limpos com escova macia e dentifricio ndo fluoretado, secos e avaliados por
exame visual, quanto & presenca ou nio de perda visivel de minerais (mancha branca). Os
blocos foram entdo fotografados (DENTAL EYE 11 - YASHICA).
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4.4.4- Anilise da Microdureza Superficial do Esmalte

Apos o término de cada fase, os blocos foram reposicionados nos mesmos suportes
de acrilico, e avaliados pela analise da microdureza superficial do esmalte, utilizando-se a
mesma metodologia descrita no item 4.2.2. Foram realizadas dez (10) impressdes, 5 a 100
um acima e 5 a 100 um abaixo das impressdes previamente realizadas (inicial) ( Fig.6 ).
A partir da média das 10 impressdes calculou-se uma média, a partir da qual foi
determinada a porcentagem de perda de dureza superficial (% PDS ) calculada pela

formula descrita abaixo:

% PDS = Dureza inicial — Dureza pos-tratamento x 100

Dureza inicial
Slg
‘ ‘ ‘ Pos-tratamento
100g
50g 100 pm
. ‘ . . Inicial
100 pm
’ ’ ’ ’ ’Pés~tratamento

Figura 3 — Representac¢do esquematica das impressdes realizadas nos blocos de esmalte
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4.4.5 - Analise da Microdureza Interna do Esmalte

Para analise de microdureza interna foram utilizados dois blocos seccionados por
corte longitudinal central | utilizando-se disco diamantado de dupla face (n? 11-4243 série
15-HC Diamond BUEHLER) acoplado a uma cortadeira elétrica BUEHLER ISOMET. Em
seguida, os blocos foram embutidos com resina acrilica incolor (Classico), utilizando-se a
embutidora metalografica AROTEC PRE-30, padronizando 10 minutos de aquecimento
com uma média de 100 Kgficm® de pressio e 20 minutos de resfriamento ( Fig. 4 ).
Assim, foram obtidos os corpos de prova os quats foram levados ao microdurdmetro
SHIMADZU-2000 para determinagdo da microdureza interna do esmalte. As impresssdes
foram realizadas a distAncias de 20, 40 60, 80 e 100 um da superficie externa do esmalte,
sendo 05 impressdes na regifio central do bloco dental (posigiio B )e 5 impressdes 100 pm
acima { posi¢io A ) e abaixo ( posigio C ) desta regido ( Fig. 5 ). Nas areas com perda
mineral severa, onde as leituras das impressdes nfio puderam ser feitas, atribuiu-se valor
zero. Médias das microdurezas nas trés posigbes foram calculadas a cada distdncia da
superficie do esmalte. As indentagfes foram feitas com uma ponta diamantada tipo Knoop,
carga estatica de 25 g durante 5 segundos. As leituras do niumero de dureza Knoop (KHN)
foram obtidas diretamente do aparetho. A area (KHN x pm) foi determinada atraveés do
calculo integral utilizando regra trapezoidal simples. De acordo com FEATHERSTONE et
al. (1983) ha uma boa cormrelagdo ( 0,9 ) entre dureza Knoop do esmalte seccionado e a

porcentagem de mineral medida por microrradiografia.
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Fig4 - Corpo de prova com os blocos de esmaltede um voluntario quando submetido aos

tratamentos controle, glicose + frutose e sacarose.

i // - _‘—ﬂ-“-"“‘a.\
i
\ i N
_ b
\[ =T // 100m  80um ﬁlil’um m'm :u‘m
-/ \ R
VAR T AR f/ ’ _ t0ogm |
S0 N N NN N
| \ |/ \ 100m
) S J/ \ ’ . ’ ’ ’ c /
f[ e iJ \ //
;‘l ' \\
Dentina II Esmalie / ) e _/J//

Fig. 5 — Diagrama representando um bloco de esmalte dentario com as 15 indentagOes e

respectivas posi¢oes e distincias.
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4.4.6 - Analise da Concentracio de Fldor no Esmalte

A concentragio de flior no esmalte dental foi avaliada nos dois  blocos
remanescentes usados por cada voluntirio. De cada bloco, 5 camadas de esmalte foram
seqiiencialmente removidas por imersdo em 0,25 ml de HCl 0,5 M nos tempos 30, 30, 30,
60, 60 segundos sob agitacio. Um volume igual de TISAB I pH 5,0 (20 g NaOH/L) foi
adicionado a cada solucio contendo a camada de esmalte dissolvido. A concentragio de
flior presente em cada camada de esmalte foi determinada utilizando-se eletrodo
especifico ORION 96-09 acoplado a um analisador de ions ORION 940, As leituras das
amostras foram expressas em milivolt (mV) as quais foram transformadas em pg F " /mL
através de regressdo linear da curva de calibragio, utilizando-se para tal o softiware Quatro-
Pro. A espessura da camada de esmalte removida durante o ataque acido foi determinada a
partir da dosagem de fosforo inorgénico ( Pi ), basicamente de acordo com o método de
FISKE & SUBARROW (1925), descrito anteriormente no item 4.4.2.2.2, Para o calculo da
massa de esmalte removido, considerou-se um teor de Pi no esmalte de 174 %, e para o
célculo da espessura de cada camada de esmalte considerou-se um valor de densidade do

esmalte de 2,92 ( LAZZARI , 1976 ). O diagrama abaixo resume esta metodologia.

Blocos de Esmate {4rea conhecida)

v

Remog¢do de 5 camadas
0,25 ml HC1 0,5 M l Tempo: 30, 30, 30, 60, 60 seg,

Esmalte Dissolvido

v

Tamponamento
0,25 mi TISAB (20 g NaOH/L)
Determinago de Fluor Determinagio de fosforo

v v

ug F/mL »  ppmF €  g/esmalte/mL
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A concentragio de fliior { ppm ) a cada distancia (um) da superficie do esmalte foi
calculada, e a drea sob a curva de concentragiio de flior em funcdo da distdncia da

superficie (ppm F x ym) foi determinada por regra trapezoidal simples.

4.4.7- Analise Estatistica

A analise estatistica através do teste de normalidade de Shapiro-Wilks constatou a
ndo normahdade na maioria das varidveis. Assim optou-se por anélise ndo paramétrica
para todas as varigveis, considerando que as varidveis com distribuigdo normal, quando
analisadas por analises nfio paramétricas, tém o mesmo poder que a analise paraméirica
(JONES & KENWARD, 1989) Sendo assim, empregou-seé um processo nfo
paramétrico para a analise de varifincia (ANOVA ), sendo as médias das ordens das
observagOes avaliadas por compara¢des maltiplas em um nivel de 5% de significincia
utilizando-se 0 SAS'. Uma vez que no processo nfio paramétrico o que se utiliza € a ordem
dos dados na amostra, as médias foram apresentadas apenas para facilitar a discussio dos

resultados.
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5- RESULTADOS

5.1- Peso Umido ( P.U ) da Placa Dental

A seguir sdo apresentadas as médias e os respectivos desvios padrdo do peso imido

de placa dental por tratamento.

Tabela I — Médias e erro padrao da média dos pesos da placa dental, por bloco de esmalte,
em fung¢do dos tratamentos.

Tratamentos P.U. ( mg)
Controle 454 + 215 a

Glicose + Frutose 730 + 1,18 a
Sacarose 13,17 + 206 b

Meédias seguidas por letras distintas, diferem entre si ao nivel de significancia de 5%.

Verificou-se que uma maior quantidade de placa foi formada quando da exposicao a
sacarose, diferenca esta estatisticamente significativa (p<0,05) em relagdo aos grupos
controle e glicoset+frutose. Embora quando da exposi¢do a glicoset+frutose tenha sido
observada uma maior formagdo de placa em relagdo ao controle a diferenga ndo atingiu

nivel de significancia estatistica (p>0,05). Os resultados estdo ilustrados na figura 6.
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Figura 6 - Representa¢do das médias e seus repectivos desvios padrdes do peso umido da

placa dental, em func@o dos tratamentos e significancias estatisticas.
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5.2- Concentracio de Flior na Placa Dental

A seguir sdo expressas as médias e os respectivos desvios padrdo da concentragio

de flior na placa dental por tratamento (ug F/ g de peso imido de placa).

Tabela II — Médias e erro padrdo da média das concentragdes de flior na placa dental, em

fungdo dos tratamentos (Controle, Glicose+Frutose e Sacarose).

Tratamentos ngF/g
Controle 140,63 + 30,78 a

Glicose + Frutose 27,74 + 1592b
Sacarose 558 + 224 b

Médias seguidas por letras distintas, diferem entre si ao nivel de significdncia de 5%.

Verificou-se que os tratamentos sacarose e glicose+ frutose ndo diferiram entre si de
uma maneira significativa (p>0,05), apesar da menor média de concentra¢ao do fluor ter
sido encontrada no tratamento sacarose. Entretanto, os tratamentos sacarose €
glicose+frutose foram estatisticamente diferentes (p<0,05) do grupo controle, o qual
apresentou a maior média de concentragdo de flior na placa dental. Estes dados estdo

ilustrados na figura 7.



180 3
160
140
120

1 00 O Controle
M Glicose+Frutose
80 HE Sacarose

60
40
20 %

0 _Em |

| T

Flaor na Placa dental (pg/g)

Controle Glicose+Frutose Sacarose

Tratamentos

Figura 7 - Representacdo das médias das concentragdes de fluor na placa dental, em

fun¢do dos tratamentos e significdncias estatisticas.
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5.3- Concentracio de Fosforo na Placa Dental

A seguir sdo apresentadas as meédias e os respectivos desvios padrio da

concentragao de fosforo na placa dental por tratamento.

Tabela III- Medias e erro padrao da média das concentragdes de fosforo na placa dental,

em fungdo dos tratamentos (Controle, Glicose+Frutose e Sacarose).

Tratamentos mg P/g
Controle 11,52 +208 a

Glicose + Frutose 0,51 +0,14 b
Sacarose 0,30 + 0,04b

Meédias seguidas por letras distintas, diferem enire si ao nivel de significdncia de 5%.

Verificou-se que os tratamentos sacarose e glicoset frutose ndo apresentaram
diferenca significativa entre si (p>0,05), apesar da menor média ter sido encontrada com o
tratamento sacarose. Entretanto, os tratamentos sacarose e glicoset+frutose foram
estatisticamente diferentes do grupo controle (p<0,05), o qual apresentou a maior media de

concentragio de fosforo na placa dental. Os resultados estdo ilustrados na figura 8.
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Figura 8 - Médias e erro padrdo da média das concentragdes de fosforo na placa dental,

em fungdo dos tratamentos e significdncias estatisticas.
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5.4 — Concentracido de Calcio na Placa Dental

A seguir sd0 expressas as médias e os respectivos desvios padrdo da concentragio

de calcio na placa dental por tratamento.

Tabela IV-Medias e erro padrdo da média das concentragdes de calcio na placa dental, em

fung¢do dos tratamentos (Controle, GlicosetFrutose e Sacarose).

Tratamentos mg Cal/g
Controle 17,03 +275a

Glicose + Frutose 1,86 + 0,69 b
Sacarose 0,65 + 0,08b

Meédias seguidas por letras distintas, diferem entre si ao nivel de significancia de 5%.

Verificou-se que os tratamentos sacarose e glicose+ frutose ndo diferiram entre si de
uma maneira significativa (p>0,05), apesar da menor média de concentragdo de calcio ter
sido encontrada no tratamento sacarose. Entretanto, os tratamentos sacarose ¢
glicose+frutose foram estatisticamente diferentes do grupo controle (p<0,05), o qual
apresentou a maior média de concentragdo de calcio na placa dental, Os resultados estdo

ilustrados na figura 9 .
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Figura 9 - Representagdo das médias das concentragdes de calcio na placa dental em

fungdo dos tratamentos e significdncias estatisticas.
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5.5- Concentragiio de Carboidrato da Placa Dental Solivel em Acido

A seguir sao apresentadas as médias e os respectivos desvios padrio da

concentragdo de carboidrato solivel da placa dental em acido por tratamento,

Tabela V — Meédias e erro padrao da média das concentragdes de carboidrato soliivel em

acido na placa dental, em func¢do dos tratamentos (Controle, Glicose+Frutose e

Sacarose).
Tratamentos mg /g
Controle 3.80+0,62a
Glicose + Frutose 10,37+261ab
Sacarose 14,42 +3,67b

Médias seguidas por letras distintas, diferem entre si ao nivel de significdncia de 5%.

Verificou-se que os tratamentos sacarose e glicose+ frutose ndo diferiram entre si de
uma maneira significativa (p>0,05), apesar da maior meédia de concentragdo de carboidrato
solivel em acido ter sido encontrada no tratamento sacarose que por sua vez diferiu do
grupo controle (p<0,05). Por outro lado, o tratamento glicose+frutose ndo diferiu
estatisticamente do tratamento sacarose e do grupo controle (p>0,05), apesar deste ultimo
ter apresentado na placa dental a menor média de concentragio de carboidrato solivel em

acido. Estes dados estdo ilustrados na figura 10.
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Figura 10 - Representagdodas médias das concentragdes de carboidrato soluvel em acido

na placa dental em fung@o dos tratamentos e significancias estatisticas.
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5.6 — Concentracdo de Carboidrato da Placa Dental Soltavel em Alcali

A seguir estdo expressas as médias e os respectivos desvios padrdo da concentragdo

de carboidrato na placa dental soluvel em alcali em fungdo dos tratamentos.

Tabela VI — Médias e erro padrdo da média das concentragdes de polissacarideos solaveis
em alcali na placa dental, em fungdo dos tratamentos (Controle,

GlicosetFrutose e Sacarose).

Tratamentos mg /g
Controle 6,52 +1,04a

Glicose + Frutose 11,83 +186a
Sacarose 35,03+784b

Meédias seguidas por letras distintas, diferem entre si ao nivel de significdncia de 5%.

Verificou-se que o tratamento sacarose diferiu significativamente dos tratamentos
glicoset+frutose e controle (p<0,05). O tratamento glicoset+frutose ndo diferiu

estatisticamente do grupo controle. Estes dados estdo ilustrados na figura 11.
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Figura 11 - Representagio das médias das concentragdes de carboidrato soliivel em alcali

na placa dental em fungdo dos tratamentos e significancias estatisticas.
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5.7 - Concentragio de Proteinas na Placa Dental

A seguir sdo apresentadas as médias e os respectivos desvios padrio da

concentragdo de proteina da placa dental, extraida com NaOH 0,1 N / ImM EDTA, de
acordo com os tratamentos.

Tabela VII — Médias e erro padrao da média das concentragdes de proteina na placa

dental, em fungéo dos tratamentos (Controle, Glicose+Frutose e Sacarose).

Tratamentos mg %
Controle 2,25 1+0,09 a

Glicose + Frutose 1,50+ 0,18 b
Sacarose 1,44+ 0,20b

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia de 5%.

Verificou-se que os tratamentos sacarose ¢ glicose+ frutose ndo diferiram entre si de
uma maneira significativa (p>0,05). Por outro lado, os tratamentos glicosetfrutose e

sacarose diferiram estatisticamente do grupo controle (p<0,05). Estes dados estao

ilustrados na figura 12.
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Figura 12 - Representagdo das médias das concentragdes de proteina na placa dental em

fungdo dos tratamentos e significancias estatisticas.
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5.8 — Eletroforese das Proteinas da Placa Dental e Saliva
5.8.1 Perfis Protéicos das Eletroforeses

Na figura 13 pode ser vista a eletroforese das proteinas em um dos cruzamentos

realizados.

Figura 13 -~ Fotografia do gel poliacrilamida referente a eletroforese de proteinas da matriz
da placa dental em diferentes tratamentos e voluntdrios. As letras brancas

significam os tratamentos ( “c” = controle, “gf” = glicose + frutose e “s” =

sacarose ) € em preto os codigos dos voluntarios.
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Diagramas totais por tratamento podem ser consultados no apéndice. No grupo
controte (C) observou-se no perfil dos géis uma média de 14,5 bandas { com variagdo de 9 a
21), a predomindncia de bandas foi na regiiio Rm 0,18-0,41 ( PM 29.00 a 66.000 ),
sugerindo proteinas de alto peso molecular, enquanto que na regifo de Rm 0,70 (PM
14.200 ) observou-se uma regido difusa, sugerindo peptideos de baixo peso molecular. No
grupo glicose+frutose observou-se uma média de 8,7 bandas (com variagio de 6-14), sendo
predominante na regifio entre os Rms de 0,16-0,28 { PM 45.000 a 66.000 ), entre os Rms
0,36-0,41 e 2 altura do Rm 0,70 ( PM 14.200 a 29.000) visualizou-se bandas difusas de
menor intensidade de coloragdo em relagio do grupo controle. No grupo sacarose 0 niimero
de bandas observado foi em média 8 (variagio de 12-12), houve uma diminuigio de bandas
na regido de Rm 0,41 ( PM 29.000 ) e auséneia de bandas na regido de Rm 0,70 ( PM
14.200 ). Em acréscimo, a intensidade da coloragdo das bandas observadas nos diferentes
grupos foi : controle > glicose + frutose > sacarose. De uma forma geral, ¢ visivel a

mudanga do perfil protéico nos 3 tratamentos.
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Figura 14 - Fotografia do gel poliacrilamida referente a eletroforese de proteinas da saliva
dos voluntarios A, B, C, D, E, F e mistura padrdo ( MP ).

Na eletroforese das salivas dos voluntarios foram visualizadas de 9 a 18 bandas
(média de 11), distribuidas entre os Rm de 0,18 a 0,70 (PM 14.000 a 66.000). No apéndice
14 pode ser encontrado em diagrama estes perfis proteicos. A concentragio de proteinas na

saliva dos voluntarios consta no apéndice 13.
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5.82. Diagramas Comparativos

Tendo em vista o fato da variagio individual na concentragdo de proteinas dos
extratos da placa e da saliva, sfio apresentados a seguir diagramas representativos do perfil

eletroforético das proteinas de 03 voluntarios cujas concentragdes foram proximas.

26 ] Rm

Figura 15 — Diagramas dos perfis proteicos dos géis de poliacrilamida. Na primeira coluna
(A) temos a mistura padrio (MP) com seus respectivos pesos moleculares (PM)
e mobilidade relativa (Rm) seguida da eletroforese da saliva e placa dental nos

tratamentos controle (C), glicose+frutose (D) e sacarose (E) do voluntario E.
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Figura 16 — Diagramas dos perfis proteicos dos géis de poliacrilamida. Na primeira coluna
(A) temos a mistura padrio (MP) com seus respectivos pesos moleculares (PM) e
mobilidade relativa (Rm) seguida da eletroforese da saliva e placa dental nos

tratamentos controle (C), glicose+frutose (D)) e sacarose (E), voluntario H.
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PM Rm

Figura 17 — Diagramas dos perfis proteicos dos géis de poliacrilamida. Na primeira coluna
{A) temos a mistura padrio (MP) com seus respectivos pesos moleculares (PM) e
mobilidade relativa (Rm) seguida da eletroforese da saliva e placa dental nos

tratamentos controle (C), glicosetfrutose (D) e sacarose (E), voluntario J.

A analise comparativa destes 03 diagramas mostra diferengas substanciais nos perfis
proteicos das placas dentais formadas na auséncia e presenga de glicosetfrutose ou

SaCarose.
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5.9 — Avaliacio Qualitativa da Carie Dental

A seguir sdo apresentadas as fotografias dos blocos de esmalte apos os tratamentos

controle, glucose+frutose e sacarose.

Figura 18 — Aspectos de blocos de esmalte dental referentes ao grupo controle apos 28 dias

de acumulo de placa.
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Figura 19 — Aspectos de blocos de esmalte referentes ao grupo glucosetfrutose apos 28
dias de acumulo de placa.

Figura 20 — Aspectos de blocos de esmalte dental referentes ao grupo sacarose apos 28 dias
de acumulo de placa.
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A tabela VIII sintetiza as observagoes das figuras 18, 19 e 20 .

Tabela VIII - Avaliagdo clinica dos blocos de esmalte apos os tratamentos

Blocos com perda

Tratamentos Nuamero de blocos  mineral visivel Blocos clinicamente
examinados (Mancha Branca) integros
Controle 48 0 48
Glicose +Frutose 48 27 21
Sacarose 48 43 05
Total 144 70 74

Foram examinados 144 blocos de esmalte, sendo 48 em cada grupo de tratamento. Com
relagio ao grupo controle podemos observar, em todos os blocos, o ndo desenvolvimento
de carie clinicamente visivel, enquanto que os grupos que utilizaram glicose + frutose e
sacarose apresentaram, respectivamente, 56,25% e 89,58% dos blocos com perda visivel

de minerais (mancha branca).



5.10 — Microdureza de Superficie do Esmalte

A seguir sdo apresentadas a média da porcentagem de perda de dureza superficial
(Yo PDS) quando da analise de microdureza superficial de esmalte (Dureza em Knoop),
obtida através da comparagdo da microdureza prévia (esmalte integro) e a microdureza

avaliada apos os tratamentos.

Tabela IX —Medias e erro padrao da média da porcentagem de perda da dureza dos blocos

de esmalte, em fungdo dos tratamentos (Controle, Glicose+Frutose e Sacarose).

Tratamentos % PDS
Controle 3,35+ 0,68 a

Glicose + Frutose 4420+721b
Sacarose 73,37 +6,92 ¢

Meédias seguidas por letras distintas, diferem entre si ao nivel de significdancia de 5%.

Verificou-se que os tratamentos controle, sacarose e glicoset+ frutose diferiram
entre si de uma maneira significativa (p<0,05). Estes resultados estao ilustrados nas figuras

21 a24,
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Figura 21 - Representagdo das médias de porcentagem de perda de dureza dos blocos de

esmalte em fungdo do tratamento e significancias estatisticas.
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Figura 22 — Aspecto microscopico (50x) do esmalte dental do grupo controle e as

impressdes realizadas. 1- Marca de referéncia (100 g); 2- Dureza inicial; 3 e

4- Dureza ap0s o tratamento
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Figura 23 — Aspecto microscopico (50x) do esmalte dental do grupo glicose+frutose e as

impressdes realizadas. 1- Marca de referéncia (100 g); 2- Dureza inicial, 3 e 4-

Dureza apos o tratamento
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Figura 24 — Aspecto microscopico (50x) do esmalte dental do grupo sacarose e as
impressoes realizadas. 1- Marca de referéncia (100 g); 2- Dureza inicial; 3 e 4

- Dureza ap0s o tratamento



5.11 — Analise de Microdureza Interna do Esmalte
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A seguir sdo apresentadas as média da microdureza interna do esmalte (Dureza em

Knoop), obtida em fun¢do da distancia da superficie e a area integrada com relagio aos

tratamentos.

Tabela X ~ Médias e erro padrao da média da microdureza interna do esmalte a distancia

(um) da superficie e area integrada , em fungdo dos tratamentos (Controle, Glicose+Frutose

e Sacarose).

Distancia em um da

Sacarose

superficie / Area integrada Tratamentos Média/EP
20 Controle 32469 + 846 a
Glicose + Frutose 143,01 + 2563 b
- Sacarose 78,94 + 2357 ¢
40 Controle 338,05 + 5,88 a
Glicose + Frutose 198,20 +31,28 b
Sacarose 103,60 + 2983 ¢
60 Controle 341,36 + 4,01 a
Glicose + Frutose 255,28 + 2988 b
Sacarose 160,33 + 32,95 ¢
80 Controle 33797 + 6,08 a
Glicose + Frutose 296,65 + 26,34 a
Sacarose 203,03 + 36,43 b
100 Controle 341,71 + 5,04 a
Glicose + Frutose 31222 + 2474 a
Sacarose 23167 + 3517 b
Area Integrada Controle 27021,73 +394,15 a
(KHN x um) Glicose + Frutose 20159,50 +2213,40 b

12414,39 +2419,43 ¢

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significdncia
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Na analise de microdureza interna do esmalte foi encontrada diferenga significativa
entre os tratamentos em todas as distdncias avaliadas, assim como na area integrada
(p<0,05). Com relagdo as distdncias de 20, 40 e 60 um foi encontrada diferenca
significativa entre os trés tratamentos (p<0,05), sendo a menor média do tratamento
sacarose, diferindo dos tratamentos glicose+frutose e controle que por sua vez diferiram
entre si. Nas distdncias de 80 e 100 um o tratamento sacarose diferiu do tratamento
glicoset+frutose e controle, porém estes Gltimos ndo diferiram entre si. Quanto a area
integrada a menor média foi observada com tratamento sacarose que diferiu
significativamente do tratamento glicose+frutose e controle, os quais diferiram

significativamente entre si. Estes resultados estdo ilustrados nas figuras 25 a 27.

Figura 25 — Aspecto microscopico (50x) da sec¢do do esmalte dental do grupo controle e

as impressoes realizadas.
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Figura 26 — Aspecto microscopico (50x) da secg¢do do esmalte dental do grupo
glicoset+frutose e as impressoes realizadas.

Figura 27 — Aspecto microscopico (50x) da sec¢do do esmalte dental do grupo sacarose e
as impressoes realizadas.
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5.12 — Concentracio de Flior no Esmalte Dental

A seguir estdo os resultados da concentragio de flior no esmalte dental

Tabela XI — Médias e erro padrao da média da concentragio de flior no esmalte e area sob
a curva , em fungdo da distdncia (média + dp) da superficie do esmalte (um), por

tratamento (Controle, Glicose+Frutose e Sacarose).

Distancia em pm da
superficie / Area integrada Tratamentos Media/E.P.

Controle 2847,76 + 307,63 a

12,9 + 0,39 Glicose + Frutose 3811,98 + 249.88b

Sacarose 4060,70 + 241,28b

Controle 1629,49 + 153,51b

245+1.,19 Glicose + Frutose 1859,71 + 163,11b

Sacarose 211247 + 154,13 b

Controle 1278,04 + 124,25b

36,9 +2,04 Glicose + Frutose 1226,02 + 111,11b

Sacarose 143304 + 12510 b

Controle 748,90 + 58,67 b

60.6 +3.23 Glicose + Frutose 735,01 + 7422 b

Sacarose 84920 + 9098 b

Controle 54335 + 3830 b

83.8 + 4,87 Glicose + Frutose 50524 + 59,72 b

Sacarose 60747 + 77,13 b
Area Sob a Curva Controle 88057,96 +8002,17b
(ppm F x um) Glicose + Frutose 97821,06 +6870,92b
Sacarose 110100,34 + 778498 b

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

Nas concentragdes de flior no esmalte foi observada diferenga significativa apenas
na primeira camada na qual, o tramento sacarose ndo diferiu do tratamento glicose+frutose

e ambos difieriram do controle (p<0,05). Os resultados estdo ilustrados na figura 28.
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Figura 28 - Média dos valores da concentragdo do flior em fungdo da distancia da
superficie do esmalte (* Estatisticamente diferentes do controle, mas nao

entre si).
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6- DISCUSSAO

O desenvolvimento da carie envolve uma série de eventos em um biofilme
chamado de placa dental, onde as interagBes bacterianas entre si e com a superficie dental |
as mudangas ecologicas provocadas pela dieta, os aspectos fisico-quimicos inerentes ao
processo € a composigio e propriedades da matriz da placa sdo desafiantes para quem faz
pesquisa. De acordo com BURNE ( 1998 ), somente a integragio entre a genética
molecular, a bioquimica e fisiologia dos microrganismos e a fisico-quimica poderdo
esclarecer 0s eventos que ocorrem nesses biofilmes determinando ou ndo sua
patogenicidade.

Os resultados do presente trabalho mostram que tanto a placa dental formada
na presenca constante de sacarose como a formada quando da alta fregiiéncia da mistura
dos seus monossacarideos componentes ( glicose + frutose ) foram mais cariogénicas que o
controle. Isso foi observado qualitativamente ( Fig. 18, 19 e 20 ¢ Tab. VIII ) e comprovado
quantitativamente pela analise de microdureza superficial ( Tab. IX ) e interna ( Tab. X )
do esmalte dental. Ao mesmo tempo, constatou-se que a placa formada na presenca de
sacarose foi mais cariogénica que a decorrente da exposicio a glicosetfrutose. A
comparagio dos resultados obtidos no presente trabalho com os da literatura nio ¢é possivel
de uma maneira direta, pois esta trata-se da primeira pesquisa in situ de longa durag@o com
um delineamento experimental especifico. O unico trabalho encontrado na literatura que
comparou o efeito da sacarose vs. glicose+frutose foi feito em macacos por COLMAN et
at, (1977). Os autores concluiram que, embora sacarose tivesse manifestado maitor
cariogenicidade que frutose, a mistura equimolecular de glicose+frutose foi mais
cariogénica que a sacarose. Segundo os referidos autores, sacarose ndo teria atributos
quimicos proprios que contribuiriam para sua maior cariogenicidade. A aparente
discrepéncia dos resultados desse trabalho com o presente pode ser explicada pelo fato de
que autores ndo utilizaram solugdes puras dos carboidratos, sendo eles misturados com os
alimentos. Os outros trabalhos da literatura tém comparado sacarose com outros
monossacarideos, mas ndo com a mistura glicoset+frutose. Assim, EDWARDSON &
KRASSE, em 1967, mostraram em hamster que sacarose foi mais cariogénica que glicose,
sendo confirmado por HORTON (1985) em ratos. Por outro lado, o primeiro estudo em

humanos parece ter sido feito por KOULORIDES et al, em 1976 . Esses autores
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desenvolveram um dispositivo intra-oral para estudos iz situ (ICT) e demonstraram que

ghcose, frutose ou sacarose tinham a mesma capacidade de provocar desmineralizacio do
esmalte dental. Esse resultado aparentemente discrepante foi justificado pelo ndio controle
da dieta dos voluntarios, a qual poderia ser rica em sacarose, mascarando o efeito do teste.
Até este periodo o maior potencial cariogénico da sacarose era atribuido 4 formagio de
dextranos e conseqiiente maior ades3o bacteriana (GIBBONS & BANGHARDT, 1967).
Portanto, maior quantidade de placa do que mudangas na sua qualidade induzidas por
sacarose era levada em consideragfio. Em acréscimo, mesmo trabalhos mais recentes que
ndo tém encontrado diferenga de desmineralizagdio do esmalte comparando glicose, frutose
e sacarose devem ser analisados criticamente. Assim, BRUDEVOLD et al. (1983),
utilizando um modelo in sity no qual uma massa de cultura de bactéras foi colocada sobre
blocos de esmalte (placa experimental), mostraram que uma exposi¢io a solucdes de
glicose, frutose ou sacarose tinha a mesma capacidade de desmineralizar o esmalte. O
resultado ndo ¢ contraditorio, pois os autores apenas avaliaram a acidogenicidade destes
carboidratos, os quais sdo fermentados pelas bactérias em velocidade semelhante. Segundo
CHARLTON et al. (1971), fatores outros que ndo a acidogenicidade devem explicar as
diferentes capacidades cariogénicas entre sacarose e glicose ou frutose,

Assim, os resultados do presente trabalho mostram que uma dieta com
carboidratos fermentaveis ( sacarose ou a mistura glicose + frutose ) provoca a formagio
de um biofilme cariogénico em relagdio a placa formada na auséncia de aglcares ( grupo
controle ). Por outro lado, os biofilmes formados na presenga de sacarose ou glicose +
frutose mostraram diferentes potenciais cariogénicos, 0 que deve estar relacionade com a
composigdo das respectivas placas dentais formadas.

Deste modo, a tabela I mostra que as diferencas comegam com a quantidade
de placa formada. A principio, deveria se esperar, do ponto de vista energético, uma
mesma quantidade de placa formada na presenga de sacarose ou glicose + frutose, sendo
menor na auséncia de aglicares devido a uma limitagio de nutrientes caléricos. A maior
quantidade de placa formada na presenca de sacarose pode ser explicada pela sintese de
polissacarideos extracelulares decorrentes da variagdo de energia livre da hidrdlise da
sacarose pela agdo de glicosiltransferases { GUGGENHEIN, 1970, GIBBONS & van
HOUTE, 1973 , JENKINS, 1978 , CARLSSON, 1986 , ROLLA et al. 1985 ). Essa maior
quantidade de placa formada na presenca de sacarose estd de acordo com CARLSSON &
SUNDSTROM (1968) ¢ SCHEININ & MAKINEN (1971), quando compararam com a

placa formada na presenga de glicose ou frutose. De fato, a tabela VI mostra que na
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presenga de sacarose observou-se na placa dental uma maior quantidade de polissacarideos
soliveis em dlcali do que quando da exposigio a glicose + frutose.

Como decorréncia de uma maior quantidade de placa por 4rea, o biofilme
formado na presenga de sacarose ¢ mais espesso do que o formado na presenca de glicose
+ frutose o que por si s explicaria o maior desenvolvimento de carie, conforme tem sido
demonstrado em estudos anteriores ( MELLBERG et al., 1990). Entretanto, na presenca
de sacarose, as bactérias sintetizam polissacarideos extracelulares que modificariam a
qualidade da placa tornando-a mais cariogénica.

Assim, DIBDIN & SHELLIS (1988 ) sugeriram que uma placa formada na
presenca de sacarose seria mais cariogénica devido & maior porosidade da sua matriz
extracelular em fun¢3o da presen¢a de polissacarideos . Deste modo, os substratos se
difundiriam facilmente por esta placa atingindo a interface dente-placa onde seriam
fermentados a 4cidos com grandes quedas de pH ( ZERO et al,, 1986; FU et al., 1991).
Porém, a maior cariogenicidade de uma placa formada na presenga de sacarose foi
demonstrada com culturas bacterianas crescidas em meio suplementado ou nio deste
dissacarideo. Assim, ZERO et al. (1992) comprovaram com placa experimental que havia
uma maior desmineralizagdo do esmalte sob placa rica em glucanos extracelulares
(bactéria crescida em meio contendo sacarose), do que na sua auséncia. Por outro lado, de
acordo com ZERO (1993), pouco € conhecido sobre as respostas biologicas ocorrendo em
uma comunidade heterogénea como a placa dental.

No presente trabalho os biofilmes foram formados in sifu no meio ambiente
bucal. Assim, na placa dental formada na presenca de sacarose (Tab. VI ) observou-se 5,4x
mais carboidratos soltiveis em dlcali (polissacarideos extracelulares ) que o controle e 3,0x
mais que a formada na presenga de glicose+frutose. Deste modo, enquanto a maior perda
de mineral do esmalte sob a placa formada na presenga de glicose+Hrutose em relagio ao
controle seria explicada pela manutencio de um pH baixo decorrente da simples
fermentaciio destes monossacarideos, a maior cariogenicidade da sacarose seria atribuida a
um sinergismo da maior producfo de acidos na interface dente-placa devido a maior
porosidade da placa e conseqiiente difusdo deste carboidrato fermentavel através da
matriz de polissacarideos.

Os resultados do presente trabalho, quando se compara o grupo controle ¢ a
placa formada na presenca de sacarose, estdo de acordo com CURY et al. (1997) . Estes
autores mostraram que a placa formada na presenga de exposi¢iio a sacarose 8x/dia

apresentava maior concentragdo de carboidratos soluveis em alcali e desenvolveu carie no
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esmalte em relagio ac controle. Entretanto, esses autores mostraram que na placa formada

na presenca de sacarose havia também uma diminui¢fo significativa das concentragtes de
Ca, P e F, o que poderia ser um fator adicional para explicar a maior cariogenicidade deste
dissacarideo.

Os resultados atuais comprovam os anteriores, constatando-se concentragdes
menores ¢ estatisticamente significativas  de Ca, P ¢ F na placa formada na presencga de
sacarose em relagdo ao controle (Tabs. II, Il ¢ IV ) . Essas concentragdes menores destes
minerais poderiam ser decorrentes das estruturas das placas formadas ou do simples
processo fermentativo da sacarose. Assim, no presente trabalho, foi utilizada soluciio de
glicose+frutose, as quais sfio apenas fermentiveis, enquanto sacarose, além de ser
fermentavel, é transformada em polissacarideos extracelulares tipo glucanos. O presente
trabalho mostrou (Tabs. II, Il e IV ) que a placa formada na presenga constante de
glicoset+frutose também apresenta menores concentragdes de Ca, P e F que a formada na
auséncia de carboidratos (p<0,05). Por outro lado, embora na placa formada na presenca de
sacarose tenham sido observadas concentragdes de Ca, P e F menores do que a formada
na presenga de glicoset+frutose, as diferencas nfo atingiram nivel de significincia
estatistica. Estas menores concentragdes de Ca e P em placas dentais tém sido relacionadas
com maior exposigdo a carboidratos da dieta, particularmente sacarose, como tem sido
relatado na literatura (ASHLEY, 1972; ASHLEY & WILSON, 1977a ; WILSON &
ASHLEY, 1988), embora ndo seja um consenso ( SCHEININ & MAKINEN, 1971,
GEDDES et al., 1978), mas foi confirmado experimentalmente por CURY et al. (1997).

Entretanto, ainda ndo ha uma explicaciio para esta menor concentragdo de Ca,
P e especificamente F quando a placa € exposta a carboidratos. Em primeiro lugar, deve
ser diferenciada a placa que é formada quando da presenga constante de carboidratos, da
composicio da placa logo apds uma tnica exposiciio. Assim, quando sacarose € fornecida
para uma placa, tem sido observado um aumento de Ca e P no fluido da mesma
{(KASHKET & YASKELL, 1990; RANKINE et al, 1996) os quais sdo provenientes
principalmente do esmalte dental devido a uma dissoluglo acida. No presente trabalho a
placa foi analisada depois de 28 dias de formagiio quando da exposi¢do a sacarose ou
glicose+frutose 8x/dia. Portanto, a placa estava se formando ao mesmo tempo que era
produzido cido pela fermentacdo dos carboidratos. Portanto, a menor concentragio de Ca,
P e F encontrada pode ser decorrente da estrutura da mesma. Assim, ¢ conhecido que o pH
influencia a formacfo de agregados de proteinas salivares com Ca e P , sendo que pH altos

favorecem a precipitagio (KLEINBERG,1970). Deste modo, devido 4 fermentagdo
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constante da sacarose ou da glicose+frutose o pH baixo ndo favoreceria a formagio de
uma matriz protéica rica em Ca e P. Esta hipétise € plausivel e encontra respaldo tanto na
concentragdo de proteinas da matriz das placas (Tab..VI1 ), como nos diferentes perfis
protéicos encontrados (Fig.13, 15, 16 e 17 ). Assim, a menor concentragio de Ca e P na
placa dental contribuiria para a cariogenicidade da placa formada na presenca de
glicose+frutose e para a maior cariogenicidade da formada na presenca de sacarose.

Entretanto, ao mesmio tempo foi também observada uma menor concentragio
de F nas placas formadas na presenca de sacarose ou glicose+frutose (Tab.II). Esta menor
concentragio poderia ser explicada primeiro pelo fato de que, durante a dindmica do
desenvolvimento da carie, a0 mesmo tempo que o dente perde minerais tipo apatita, ganha
flaor na forma de fluorapatita (LARSEN & BRUNN, 1994 ). Isto tem respaldo na analise
de flGor no esmalte quando concentragles maiores foram encontradas no esmalte sob as
placas expostas continuamente a sacarose ou glicose+frutose (Tab. X1 ). Entretanto, como
as placas dentais foram coletadas pelo menos 12h apdés a ultima exposigdo aos
carboidratos, teria havido um tempo suficiente para a saliva novamente saturar a placa de
fldor.

Por outro lado, embora nfio estatisticamente significativa, a concentragio de
flGior na placa formada na presenga de sacarose foi menor do que a formada na presencga de
glicose+frutose. Este dado sugere que a matriz destas duas placas sejam diferentes, quer
seja do ponto de vista quantitativo como qualitativo. Em termos quantitativos (Tabs V1l e
VII ), enquanto a relagfio carboidrato solivel em alcali/proteinas ¢ de 788,7x na placa
formada na presenca de glicose +frutose, na formada na presenga de sacarose € de 2432.,6x.
Este resultado esta de acordo com CARLSSON & SUNDSTROM (1968), que encontraram
uma relagdo carboidrato/nitrogénio 5x maior na placa formada na presenca de sacarose do
que glicose. Do ponto de vista qualitativo, diferentes perfis protéicos foram observados na
matriz das placas formadas na presenga de sacarose ou glicoset+frutose (Fig. 15,16,17).
Segundo ROLLA & BOWEN (1977), F interage eletrostaticamente com o Ca ligado a
radicais anidnicos da matriz da placa, os quais sdo principalmente proteinas, Assim, a
menor concentragio de F na placa formada na presenca de sacarose contribuiria fisico-
quimicamente para sua maior cariogenicidade. Ao mesmo tempo, a maior concentragio de
flior na placa formada na presenca de glicose+frutose contribuiria nfio s6 fisico-
quimicamente como ecologicamente (MARSH, 1990) para sua menor cariogenicidade.

A menor concentragfo de Ca, P e F na placa poderia também ser explicada pela

difusdo para a saliva, devido a dissolu¢do dos reservatorios de minerais, quando da
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produgio de acidos pela fermentacio da sacarose ou da mistura glicoset+frutose.
Entretanto, as placas dentais formadas nas presengas destes carboidratos foram coletadas
pelo menos 12 horas apos a Gltima exposi¢do. Assim, haveria um tempo suficiente para
que a placa novamente se saturasse destes ions se o problema fosse uma simples lei de
aco de massas. Embora possa ser sugerido um outro trabalho para estudar a cinética
destes fons na placa dental, os resultados sugerem que o problema esta na composigio da
matriz da placa que ndo seria capaz de concentrar Ca,PeF.

Fazendo uma analise global dos resultados do presente trabalho, eles mostram
em praticamente todas as analises comportamentos extremos da placa controle em relagdo
4 formada na presenca de sacarose, ficando os da placa desenvolvida na presenga de
glicose+Htutose em situagio intermediaria. Na comparagiio entre os resultados nem sempre
diferencas significativas foram observadas, porém a tendéncia do fenémeno biologico é
irrefutavel e deve ser considerada. Assim sendo, novas pesquisas deverdo ser

desenvolvidas no sentido de confirma-lo.
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7-CONCLUSOES

[r—y
¥

A composigio bioquimica da placa dental influencia a sua
cariogenicidade ;

Embora uma matriz de glucanos seja o fator principal para a maior
cariogenicidade da placa dental formada na presenca de sacarose, seu
perfil protéico distinto e menor concentracdo de Ca, P e F devem ser
considerados;

A menor concentracdo de Ca e P nas placas formadas na presenga de
sacarose ou glicose+frutose pode ser devido a estrutura das proteinas da
matriz destas placas;

A menor concentracio de F nas placas dentais formadas na presenca de
sacarose ou glicose+frutose pode ser devido a deficiéncia de proteinas

ligadoras de Ca na matriz destas placas.



8- ANEXOS
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ANEXO 1

INFORMACOES E CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO PARA PESQUISA CLINICA

Nome do voluntario;

As informaces contidas neste prontudrio formam fornecidas por Maria Augusta Bessa Rebelo
(Doutoranda), Prof* Dra. Altair A. Del Bel Cury e Prof Dr. Jaime A. Cury (Orientador), objetivando
firmar acordo escrito mediante o qual o voluntirio da pesquisa autoriza sua participagio, com pleno
conthecimento da natureza dos procedimentos e riscos a que se submetera, com a capacidade de livre
arbitrio € sem qualquer coagio.

1-

A

1.

Titule do Trabatho Experimental

Analise Bioquimica e Cariogenicidade da Placa Dental Formada na Presenca de Sacarose e
Glicose+Frutose. Estudo in sifu.

Objetivo
Relacionar a composicio organica e inorginica da placa dental com sua cariogenicidade.

Justificativa

A cdrie ¢ uma doenga que se caracteriza pela desmineralizacdo dos tecidos dentais quando da
mgestdo de carboidratos fementdveis, a nivel da interface dente-placa. Estudos prévios tém
mostrado diminuicio da concentragho inorganica (Ca, P, F) formada na presenca de sacarose;
porém dados na literatura ndo esclarecem se este achado ¢ devido a composicio orginica da matriz
da placa em termos de polissacarideos e proteinas.

Procedimento da fase Experimental

O estudo serd do tipo cruzado, consistindo de 03 grupos de tratamento, nos quais 12 (doze)
voluntdrios adultos utilizarfio dispositivos intra-orais contendo blocos de esmalte integros, a saber:
Grapo I Utilizando sacarose 20%, 08 vezes ao dia; Grupo II: Utilizando solugfo de
glicose+frutose 20%, 08 vezes ao dia; Grupo III — Controle: Nio utilizando sacarose ou
glicose+rutose). O periodo total do estudo compreendera 03 etapas de 28 dias com intervalo de 07
dias entre cada etapa. Em cada etapa participardio o5 doze voluntdrios, sendo 04 voluntdrios em

cada tratamento, de tal modo que ao final de todos os cruzamentos, todos os voluntarios serfo
submetidos a todos os tratamentos.

Desconforto ou riscos esperados
Os voluntarios poderfio apresentar discreta halitose duranie o periodo experimental, 0 que podera
ser atenuado com adequada higiene bucal bem como limpeza do dispositivo,

Informacgies

O voluntirio tem garantia de que receberd respostas a qualquer pergunta ou esclarecimento de
qualquer divida quanto aos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a
pesquisa. Também os pesquisadores supracitados asswmem o compromisso de proporcionar
informacfio atwalizada obtida durante o estudo, ainda que esta possa afetar a vontade do individuo
em continuar participando.

Retirada do consentimento

O voluntario tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo sem prejuizo de ordem pessoal-profissional com os responsiveis pela
pesquisa.

Aspecto legal

Elaborados de acordo com as diretrizes ¢ normas que regulamentam pesquisas envolvendo seres
humanos, atendendo & Resolughio n®. 196, de 10 de outubro de 1996, do Consetho Nacional de
Saude / Ministério da Satde — Brasilia — DF.
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9-  Garantia da sigilo
Os Wsadores assepuram a privacidade dos sujeitos quanto aos dados confidenciais envolvidos
na pesquisa,

10- Local da pesqnisa
A pesquisa sera realizada na Faculdade de Odontologia de Piracicaba, da Universidade Estadual de

Campinas — UNICAMP, localizada & Avenida Limeira, 901 — Caixa Postal 52, CEP 13414-018 -
Piracicaba - SP.

11- Consentimento pds-informacio
En , certifico que tendo lido as
informacfes acima ¢ suficientemente esclarecido(a) de todos os itens pela Doutoranda Mana
Augusta Bessa Rebelo, Prof® . Dra. Altair A Del Bel Cury e Prof. Dr. Jaime A. Cury (Orientador),
estou plenamente de acorde com a realizacio do experimento. Assim, eu auforizo a execugio do
trabalho de pesquisa, exposto acima, em mim.

Piracicaba, 28 de juiho de 1997

Nome {por extenso):
Assinatara:

1* via: Instituicdo

22 via: Voluntario
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ANEXO 2

ANALISE BIOQUIMICA E CARIOGENICIDADE DA PLACA DENTAL
FORMADA NA PRESENCA DE SACAROSE E GLICOSE+FRUTOSE
ESTUDO IN SITU

Instrugdes aos Voluntarios

O estudo serd dividido em 3 etapas. Sendo cada etapa de 28 dias -, e com intervalo
de 1 semana entre elas, de acordo com o cronograma abaixo:

a) 1° etapa: 29/07/97 a 26/08/97

b) 2*¢ etapa: 09/09/97 a 07/10/97

¢) 3 etapa: 14/10/97 a 11/11/97
A agua ingerida deverd ser necessariamente de abastecimento publico de
Piracicaba
Durante o periodo do experimento e uma semana antes de cada etapa, ndo utilizar
nenhum produto contendo fluor, exceto agua.
Os dispositivos intra-orais deverdo ser utilizados durante todo o dia, inclusive para
dormir, exceto durante as refei¢Bes e higiene oral, sendo nestes periodos os
aparelhos acondicionados na caixa plastica fornecida, contendo no seu interior um
algoddo umedecido.
A escovacdo habitual devera ser feita apenas com o dentifricio fornecido por nos.
Os dispositivos devem ser higienizados, escovando-os somente a patte interna dos
Mesmos.
Sera fornecida solugfo de sacarose 20% ou glicoset frutose 20%, em frasco
conta-gota. O voluntario devera colocar 01 gota, solugdo que receber, sobre cada
bloco de esmalte contido no dispositivo intra-oral, esperar 5 minutos e coloca-lo
na boca. Este procedimento devera ser feito 8 vezes ao dia, de acordo com o
delineamento experimental, como segue abaixo:

Grupo I (Sacarose) 8:00h 9:30h 11:00h 14:00h
15:30 h 17:00 h 1900 h 21:00h
Grupo I {Glicose+Frutose) 8:00h 9:30h 11:00h 14:00h
15:30h 17:00h 19:00 b 21:00h
Grupo III (Controle): Utilizar os dispositivos, porém sem uso das solugbes.
Obrigada
AUGUSTA

Qualquer davida ou problema com o dispositivo intra-bucal, por favor comunicar-nos com a maior
brevidade possivel

Tel: 430-3303 {Lab. Bioquimica)
433-4736 (Prof®. Altair / Prof. Jaime)
9(092) 982-4250 (Augusta)
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Apéndice 1

Analise de Flior na Agua de Abastecimento Publico de Piracicaba

Apresentamos os resultados da analise de flior na 4gua de abastecimento publico de
Piracicaba-SP , no decorrer das trés etapas experimentais.

Tabela XII — Médias e desvio padr3o da concentragio de flior na agua, durante as trés etapas
do experimento.

Etapas ppm F Periodo
1? 0,62 + 0,07 29.07.97
2 0,56 + 0,03 09.09.97

3 0,64 +0,16 14.10.97
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Apéndice 2

Tabela XIII- Peso Umido da Placa Dental (mg / bloco dental)

Periodo
Grupo Individuo 1 2 3
i A t1=1,25 t2=4,84 t3=4,74
B t1=16,27 t2=9 56 t3=4,80
C t1=22,12 12=5.96 t3=2,37
D 11=9,92 t2=3,12 3=
2 E t2=11,63 t3=2,34 t1=13,32
F 12=9,56 t3=0 54 t1=14,38
G 12=1,42 t3=5,88 t1=18,74
H 12=9,96 t3=9,32 t1=13,87
3 i t3=0,96 t1=324 t2==0,58
J t3==3 66 t1=10.90 12=9,56
K t3=5,02 t1=8,24 t2=13,31
L 13=2,60 t1=25,62 12=8,16

* placa nio quantificavel
t1= sacarose

2= glicose + frutose
t3 = controle
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Apéndice 3

Tabela XIV - Concentragio de flior na placa dental ( ugf/g)

Periodos
Grupo Individuo 1 2 3
1 A t1=21,63 12=1,99 t3=34,65
B t1=19,48 t2=138,02 t3=149,16
C t1==0,93 12=6,35 t3=2268,36
D 11=1,21 t2=4 81 t3=*
2 E t2=0,54 t3=166,03 11=1,34
F t2=1,42 t3=42,57 t1=1,26
G t2=9 .15 13=10,39 t1=2,23
H t2=5,70 13=44,30 t1=3 99
3 I 13=252,75 t1=12,65 12=152,88
J 13=313,52 t1=1,23 t2=7.85
K t3=142.49 11=0,61 12=1,63
L 13=:102,71 t1=0,55 t2=2,55
t1= sacarose
t2= glicose + frutose
13= controle

*placa nio quantificavel
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Apéndice 4

Tabela XV - Concentragdio de fosforo na placa dental (mg/g)

Periodos
Grupo Individuo 1 2 3
1 A t1=0,63 t2=0,25 t3=11,07
B t1=0,42 12=2 01 13=15,76
C 11=0,23 12=0,23 13=9,41
D t1=0,08 12=0,28 t3=*
2 E 12=0,39 t3=5,56 t1=0,41
F 12=0,49 t3=1,15 t1=0,33
G 12=0,03 t3=6,78 11=0,32
H 12=0,76 t3=19,94 t1=0,39
3 I 13=5,66 11=0,20 t2=0,57
) t3=9,49 t1=0,23 12=0,41
K 3=21,04 t1=0,23 2=0.21
L 13=20,84 t1=0,11 12=0,45
t1= sacarose
t2= glicose + frutose
t3= controle

*placa ndo quantificavel
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Tabela XVI - Concentraggo de calcio na placa dental ( pg/mg)
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Periodo
Grupo Individuo 1 2 3
| A t1=0,17 12=0,90 t3=21,05
B tl=* t2=8,77 t3=32,16
C 11=0,74 t2=0,92 13=16,84
D tl=1,15 12=1,23 3=
2 E 12=0,07 t3=11,25 11==0,63
F £2=0,55 t3=4 82 t1=0,58
G 12=27 13=215,04 t1=0,84
H t2=0.42 13=12,60 t1=0,62
3 1 13=7,84 11=0,82 £2=3,89
J t3=17,40 11=0.78 2=1,11
K t3=34,10 11=0,45 12=0,59
L t3=14,27 t1=0,37 t2=1,22

* placa ndo quantificavel

t1=sacarose
t2=glicose + frutose
t3=controle
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Tabela VXII - Concentragéo de proteinas na placa dental (mg% )
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Periodos
Grupo Individuo 1 2 3
1 A 11=0,38 121,03 t3=1,97

B t1=2,09 12=1,39 13=232
C t1=1,08 12=1,44 13=2.16
D 11=0,32 12=1,04 {3=*

2 E t2=2,09 t3=2,41 t1=2.14
F 12=0,36 t3=2,46 11=2,29
G 12=2.44 t3=1,76 11=0,8
H t2=1,88 13=1,71 t1=1,81

3 1 t3=2,66 t1=1,29 t2=0,73
J 13=2,53 t1=2,31 12=2,03
K t3=2 47 t1=1,59 t2=1,69
L £3=2.29 t1=1,25 12=1,95

t1= sacarose

2= glicose + frutose

3= controle

*placa ndo quantificavel
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Tabela VXIII - Concentragio de carboidrato soliivel em acido na placa dental
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Periodo

Grupo  Individuo 1 2 3

1 A 11=8.7 t2=59 13=4,7
B 11=4,6 12=5,7 13=4,1
C 11=12,1 12=6,7 t3=3,5
D t1=3,5 12=772 t3=*

2 E 12=2,6 13=7.0 t1=15,1
F t2=17.3 13=6,2 t1=8,1
G 2= t3=2,1 11=49,2
H t2=22.0 t3=6,1 t1=10,2

3 I 13=3,2 11=17.0 =293
J t3=04 t1=27.7 t2=3.5
K t3=2.4 11=8.6 t2=91
L 13=2,1 t1=83 t2=4,8

t1= sacarose

t2=glicose + frutose
t3=controle

* placa ndo quantificivel
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Apéndice 9

Tabela XIX - Concentrag#o de polissacarideo solivel em alcali na placa dental

Periodo

GRUPO Individuo 1 2 3

i A 11=13,0 12=71 13=6,7
B 11=9 1 12=5,9 t3=3,1
C t1=41,1 12=14.4 t3=4,8
D t1=60,3 12=15,7 13=*

2 E 12=8.6 13=7,6 t1=12,0
F =295 £3=6,9 11=68,1
G t2=10,9 13=3,3 t1=85,2
H t2=9.5 t3=5,4 t1=214

3 I t3=16,0 t1=12,3 =8.5
J t3=6,8 t1=26,1 12=14,1
K 13=5,8 t1=36,7 t2=11,5
L 13=5,3 t1=104,3 12=6,3

t1= sacarose

t2=glicose + frutose

t3=controle

*placa ndo quantificavel
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Tabela XX - Microdureza Superficial do Esmalte
% de perda mineral
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Periodo

Grupo Individuo 1 2 3

1 A t1=263,94 t2=77.61 t3=2,70
B t1=41,52 t2=0,80 13=3,99
C t1=79,71 t2=44 57 13=3,03
D t1=85,15 12=82,12 13=4.96

2 E 12=58.47 13=3,23 11=88,52
F t2:==20,24 t3=0,0 t1=45,76
G 12=36,04 t3=0,0 11=3551
H 12=27,67 13=0,0 £1=95 05

3 I 13=7,16 t1=96,76 12=21,76
J t3=4.97 £1=99,53 t2=38,44
K 13=5,25 t1=53.18 12=71,10
L t3=4,87 t1=95.78 t2=51,65

t1= sacarose

t2= glicose + frutose
t3 = controle
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Apéndice 11
Tabela XXI - Média da Microdureza Interna do esmalte

Periodo
1 2 3
Grupo Individuo dist. um T1 T2 T3
1 A 20 141,65 51,51 346,92
40 149,31 80,38 374,17
60 249,55 160,69 363,58
80 330,92 301,77 364,08
100 322,08 336,97 377,58
B
20 227,75 276,17 353,50
40 304,33 326,58 339,42
60 320,25 344.25 356,92
80 326,67 341,50 357,00
100 336,58 327,42 341,42
C 20 98,88 98,42 277,25
40 104,94 146,70 31233
60 222,67 250,01 331,58
80 269,42 290,42 324,58
100 289,08 324,67 327,75
b 20 42,07 103,63 282,67
40 83,73 249,00 322,58
60 147,28 341,75 335,92
80 226,08 351,67 294,50
100 287,42 358,67 317,92
T1= sacarose
T2= glicose + frutose
T3= controle

{ cont. }
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Periodo
1 3
Grupo Individuo pm T2 T3 T
2 E 20 191,53 284,83 46,17
40 228,98 311,25 3433
60 303,08 333,00 167,27
80 327.83 336,67 315,75
100 329,25 336,17 345 83
F 20 173,08 334,08 0,00
40 208,45 360,33 0,00
60 266,19 366,08 0,00
80 312,17 357,17 0,00
100 326,25 355,00 0,00
G 20 229,20 320,08 13,78
40 286,38 348,50 49,28
60 324,33 341,00 76,53
80 341,67 344,67 115,42
100 345,50 351,58 151,25
H 20 266,67 34933 224,67
40 322,00 345,00 288,50
60 336,00 331,42 302,00
80 344,25 350,83 308 83
100 349.67 352,92 312,08

(

cont.

)
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cont. da Tabela XXI

Periodo
i 2 3
Grupo Individuo dist. pm T3 T1 T2
3 I 20 340,33 86,83 170,17
40 344,83 126,74 314,42
60 341,92 264.47 343,42
80 337,67 298,56 351,42
100 343,67 337.50 356,92
J 20 318,00 0,00 51,05
40 308,92 0,00 92,78
60 321,58 14,03 191,13
80 306,92 27,13 282,50
100 313,50 55,45 314,50
K 20 316,92 65,32 0,00
40 346,50 102,04 0,00
60 331,92 141,97 0,00
80 330,58 172,02 17,73
100 335,25 236,67 43,59
L 20 352,42 0,00 104,67
40 342,75 0,00 123,88
60 341,42 18,00 202,56
20 350,83 45,60 296,83

100 34775 106,06 333,25




Apéndice 12
Tabeta XXii - Concentracdo de Fitor no Esmalte

Grupo

1

individuo

A

ppm
t1=4736 4
t1=182558
11=12896
t1=633,45
t1=451,25

11=5317,35
t1=2417,7
t1=1325,8
t1=5668,75
11=608,06

11=4578,65
t1=2504.5
11=164535
t1=1081.05
11=628,65

11=4716,45
11=2220,05
11=16048
11=10085
11=685 65

1
dist.sup.pm
10,83
21,99
35867
56,89
77,67

12,25
24 .94
38,18
63,23
88,29

15,76
32,93
50,44
80,63
107,76

14,88
28,01
40,59
61,59
86,97

Periodo

2

{2=4800 55
t2=20833
t2=117385
12=875.45
t2=3634

t2=220555
12=1132,75
12=8305
12=535 .55
12=446,35

t2=3841,1
12=1868,35
122127555
12=772.05
12=481 05

12=337995
12=18567
t2=1283.65
12=687 2
{2=447 85

13,02
26,15
40,92
65,08
87,30

12,36
25,38
39,17
85,97
92,88

17,73
3382
48,25
78,77
113,01

15,10
29,65
44,42
74,17
103,38

3

3=2303 95
13=1360,46
13=18318
(3=648.2
t3=477

13=161586
t3=11525
3=036,7%
13=670.15
13=567.05

t3=26898,25
13=1883.70
t3=1343 .00
13=010,75
{3=6308

13=2006.8
t3=861,25
13=626,05
t3=42565
13=345.55

13,79
27,78
39,71
65,64
93,65

9.63
19,26
29,10
48,80
72,86

11,05
2265
33,04
56,23
78,10

10,07
21,88
33,81
54,92
73,74

{cont.)
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125042 35
12=2046,25
12=19203
12112245
12=680,15

12=4276,4
12=21638
12=1433 55
12=1018,75
t2=688.5

{2=4008 05
{2=2770,35
t2=1751,15
12=1137,55
{2=080,2

12=3062.35
12=2457 8
t2=1904.8
127144025
12=684,6

11,71
2539
40,26
68,41
94 96

8,98
17,50
2582
47,37
64,44

8,53
19,69
30,86
43,44
58,97

9,19
18,38
27,68
48,03
68,81

13=3630.25
t3=1821 5
t3=13438
13=831 55
{3=6009

13=2381.7
t3=11438
t3=81225
13=44005
{3=33665

t3=2127 55
13=1234,15
13=040,75
13=585.8
t3=448 55

t3=3610,4
{3=2067 9
13=1380,2
13=8495
13=6255

13,36
28,26
40,59
68,70
85,51

14,44
29,54
45,40
76,37
106,56

13,35
28,01
39,08
65,42
86,85

10,72
22,65
33,02
56,34
72,87

i1=4048 4
$1=2031 60
=208
11=477,35
11=306,35

174383
11=2584,06
11=2138.8
t1=1484,2
11=1337,85

t1=3609.5
1422289
t1=1319,45
t1=850,15
t1=582 05

t1=2311,6
t1=914,75
t1=616,15
t1=416,4
t1=342,.9

11,60
26,15
40,04
68,48
85,95

9,63
21,34
34,57
68,20
78,88

11,60
24 84
38,07
61,59
84,35

14,66
28,89
40,92
64,22
89,38

{cont, )
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i1=sacarose
{2=glicose+irutose
{3=controle

{3=5406 06
13267155
13=2082
{3=073.8
£3=680,2

13=3354,75
13=2246.6
t3=1720,65
{3=886,7
3=777.25

13=194215
13=13765
t3=1044.05
13=6745
{3=481,8

13=20057
13=1603.95
13=11871
13=1006,2
£3=536,15

13,02
27.02
41,69
64,00
83,69

16.41
30,20
44 86
68,93
93,43

18,27
33,04
47,81
80,52
112,03

12,15
23,85
33,48
55,80
71,77

11=42158
11=200330
t=2087 3
11=1197 45
11=708.25

11=381365
t1=23333
t1=1788,75
H=8089
11=5278

t1=3282,60
t1=1586.8
11=088,65
11=563.65
t1=484,85

112341465
t1=17685
11=1232,75
11=673,25
{1=4853

10,55
21,33
30,83
47,05
63,87

11,49
23,52
3512
57,22
81,07

13,24
27,35
42,12
73,96
105,80

12,91
28,99
44,85
78,33
113,56

t2=3035 35
12=125155
12=720,1
t2=4875
12=3727

{2=3247 9
12=1565,06
2=100875
{2=583 45
12=383.4

12=4089.55
{2=1800,15
12=1005,05
122542 45
12=3465

12=2041 05
12=13005
12=006,2
{2=522,75
2=3698

18,60
36,65
53,28
82,92
112,46

13,57
268,04
36,87
61,81
82,05

12,26
25,05
41,03
68,70
90,15

17,40
35,34
52,19
82,16
111,15

I41
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Apéndice 13

Tabela XXII - Média e desvio da concentragdo total de proteinas na saliva dos voluntérios .

Voluntirio mg/ml
1,92
0,72
0,53
0,27
0,93
0,61
0,58
1,10
0.45
0,94
0,64
1,31

Média 0,83
Dp 0,45

>
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Apéndice 14

SALIVA
A B c D E F G H i J K L
PM
66,000 018
45,000 |20
36,000 b it ey H—— b
20,000 ket 041 b e ) )
24,000 |7 {080 b o
w00 Jess || L | L b B bl
14,200 e 0,70 o o T
MP 1,92 0,72 0,53 0,27 0,93 0,61 0,58 1,10 0,45 0,94 0,64 1,31 '(mgfmz)

Figura 29 - representagdo diagramatica das proteinas da saliva dos voluntérios participantes do estudo. A primeira coluna representa a mistura padrédo
com seus respectivos pesos moleculares (PM) ¢ mobolidades relativas ( Rm ); as demais colunas representam o perfil eletroforético de cada voluntario e
os valores abaixo das colunas representam a concentrago de proteinas (mg/mL }.
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Apéndice 15

A B c
PM -
66,000 0.18
46,000 i — 7
36,000 }z

28,000 [osamn

24,000 [0
20,000 }.o.

14,200

MP 1,97 2,32 2,18

s/ placa

CONTROLE

2,42

2486

1,76

1,71

2,66

2,53

247

2,29 (mg/mi}

Figura 30 - representagiio diagramatica das proteinas da saliva dos voluntarios participantes do estudo. A primeira coluna representa a mistura padrio com seus respectivos pesos
moleculares (PM) e mobolidades relativas { Rm ); as demais colunas representam o perfil eletroforético de cada vohmntario no grupo controle ¢ 0s valores abaixo das colunas

representam a concentragio de proteinas (mg/mbL).
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Apéndice 16

GLICOSE + FRUTOSE
A B c D E F G H J K L
PM

66,000 o8 | | [ 4 L 0 4P L
45000 fospofodo | | beed LS T %
36,000 b 8
29,000 ks @
3
f)
24000 [ -
20,000 b g
' 3

14200
MP 1,03 1,39 1,44 1,04 200 0,37 244 1,88 073 203 1,69 105 (mg/m)

Figura 31 - representagio diagramatica das proteinas da placa dental dos voluntarios participantes do estudo. A primeira coluna representa a mistura
padrio com seus respectivos pesos moleculares (PM) e mobolidades relativas { Rm ); as demais representam o perfil eletroforético de cada voluntério no
grupo glicose + frutose e os valores abaixo das colunas representam a concentragdo de proteinas (mg/ mL ).
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Apéndice 17

A B C D
O.i& o I.u:,Z;:Z_Z.:. _________
050
058
0,70
MP 0,38 2,08 1,08 0,32

2,14

SACAROSE

2,29

0,80

1,81

1,28

2,31

1.68

1.04

{mg/mi)

Figura 32 - representagio diagramatica das proteinas da saliva dos voluntérios participantes do estudo. A primeira coluna representa a mistura padrfio com seus respectivos pesos
moleculares (PM) ¢ mobolidades relativas { Rm ); as demais colunas representam o perfil eletroforético de cada voluntdrio no tratamento sacarose ¢ os valores abaixo das colunas

representam a concemtragio de proteinas ( mg/mkb .
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Abstract

The aim of this study was to analyze the composition of dental plague formed in the
presence of sucrose or glucose+Hructose and its relation with cariogenicity. Twelve adult
volunteers took part in this crossover study done in three phases of 28 days each. For each
phase of the study, an acrylic resin appliance containing four human dental enamel blocks
was constructed for the volunteers. Solutions containing 20% sucrose or  10% glucose +
10% fructose were dripped onto the enamel blocks 8 times/day, while in the control group
nothing was used. During the experimental period all the subjects used fluoride-free
dentifrice, refrained from brushing the enamel blocks and drank water fluoridated at 0.6
ppm F. The concentrations of calcium, phosphorus, fluoride, total carbohydrate, and protein
( as well as electrophoresis) were determined in dental plaque after each phase. The
concentration of fluoride and microhardness were analyzed in the dental blocks. The
results showed that the dental plaque formed in the presence of sucrose was more
cariogenic than that formed in the presence of glucose+fructose. These results were
observed qualitatively and determined quantitatively (p<0.03) by the analysis of surface
and cross-sectional microhardness of dental enamel. Relative to fluoride concentration in
enamel, there was an increase in the surface (12.9 um) when the plaque was formed in the
presence of sucrose or glucose+fiuctose in relation to the control (p<0.05). Lower
concentrations of Ca, P, and F were found in dental plaque formed in the presence of
sucrose and glucose+frutose than in the control (p<0.05). The concentration of insoluble
polysaccharides was higher in the sucrose group than in the control and glucose+fructose
groups (p<0.05). The electrophoretic profile of the proteins in the dental plaque showed
distinct patterns when the plaque was formed in the absence and presence of the different
carbohydrates. The results suggest that the high cariogenicity of dental plaque formed in the
presence of sucrose cannot be explained only by the high porosity of the matrix. Its low
inorganic concentration and its peculiar composition in proteins may also contribute to this

phenomenon.
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