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RESUMO 

O objetivo deste estudo foi analisar a composição da placa dental formada na presença de sacarose 

ou glícose+frutose e sua relação com cariogenicidade. Doze voluntários adultos participaram deste 

estudo cruzado realizado em 03 etapas de 28 dias . Para cada fase do estudo, um dispositivo 

palatino de acrílico contendo 04 blocos de esmalte dental humano foi confeccionado para os 

voluntários. Uma solução de sacarose 20% ou glicose 10% + frutose 10% foi gotejada sobre os 

blocos de esmalte 8 x/dia, enquanto no grupo controle não foi utilizada nenhuma das soluções. 

Durante o período experimental, todos os voluntários utilizaram dentifrício não fluoretado, não 

escovaram os blocos dentais e ingeriram água fluoretada a 0,60 ppm F. Concentrações de cálcio, 

fósforo, flúor, carboidrato total e proteína (assim como eletroforese) foram determinadas na placa 

dental após cada fase. Nos blocos dentais analisou-se a concentração de flúor e microdureza 

superficial e interna do esmalte. Os resultados mostraram que a placa dental formada na 

presença de sacarose foi mais caríogênica que a formada quando da presença de glicose+frutose. 

Isto foi observado qualitativamente e comprovado quantitativamente (p<O,OS) pela análise de 

microdureza superficial e interna do esmalte dental. Quanto à concentração de flúor no esmalte 

houve um aumento na superfície (12,9 ~m) quando da placa formada na presença de sacarose ou 

glicose+frutose em relação ao grupo controle (p<O,OS). Concentrações menores de Ca, P e F 

foram encontradas na placa formada na presença de sacarose e glicose+frutose em relação ao 

controle (p<O,OS). A concentração de polissacarídeos insolúveis, quando da exposição à sacarose, 

foi maior em relação aos grupos controle e glicose + frutose (p<O,OS). O perfil eletroforético das 

proteínas da placa dental mostrou padrões distintos quando a placa foi formada na ausência e 

presença dos diferentes carboidratos. Os resultados sugerem que a maior cariogenicidade da placa 

dental formada na presença de sacarose não pode ser explicada unicamente pela maior porosidade 

da sua matriz. Sua menor concentração inorgânica e a sua peculiar composição protéica também 

devem contribuir para o fenômeno. 



1- INTRODUÇÃO 

A cárie dental é um processo dinâmico que depende das condições prevalentes na 

interface dente-placa, quando da ingestão de carboidratos fermentáveis (CUR Y, 1993 ). 

Entre os carboidratos fermentáveis, a sacarose é considerada como o de maior potencial 

cariogênico, pois, além de produzir ácido quando metabolizada por microrganismos, é um 

substrato para síntese de glucanos extracelulares (NEWBRUN, 1967). Esta produção de 

glucanos decorre do aproveitamento de energia quando da hidrólise da sacarose ( ROLLA, 

et ai, 1985 ). Os glucanos extracelulares modificam a matriz da placa, aumentando o 

índice de difusão do açúcar e conseqüente produção de ácido na camada mais profunda da 

placa ( FU et ai, 1991; ZERO et ai. 1992; ZERO, 1995 ). Assim a placa dental formada 

na presença de sacarose pode ser mais cariogênica devido a um aumento na porosidade 

da matriz rica em glucanos ( DIBDIN & SHELLIS, 1988 ; van HOUTE, 1994 ). 

Entretanto estes não são os únicos fatores a serem considerados. A composição inorgânica 

da matriz da placa dental, especialmente em termos de cálcio, fósforo e flúor ', determina o 

grau de saturação da placa em relação ao produto de solubilidade do esmalte (MARGOLIS 

et ai., 1988 a,b; MORENO & MARGOLIS, 1988 ; TATEVOSSIAN, 1990 a,b; 

MARGOLIS & MORENO, 1992 ), definindo se haverá ou não desmineralização quando 

ocorrerem quedas de pH (MORENO & MARGOLIS, 1988; MARGOLIS et ai., 1988a; 

TATEVOSSIAN, 1990; MARGOLIS et ai., 1993 ). Em adição, as concentrações de Ca e 

P na placa dental são relevantes em termos de desenvolvimento de cárie, considerando que 

há uma relação inversa entre concentração destes íons na placa dental ( ASHLEY, 1971 ; 

1972; 1975 a,b; ASHLEY & WILSON, 1977b,; GROBLER et ai., 1982; SHAW et al., 

1983) e no fluido da placa ( TATEVOSSIAN, 1990b ; MARGOLIS, 1990 ; MARGOLIS 

& MORENO, 1992 ; MARGOLIS et ai. 1993 ) e experiência de cárie. Assim, a placa 

formada sob uma freqüência de sacarose 8x/dia, apresenta 7x menos F , 10x menos P, 3x 

menos Ca e 3x mais polissacarídeos insolúveis em relação à formada na ausência de 

sacarose ( CUR Y et ai. 1997 ). Deste modo, matematicamente, em termos de peso, o 

aumento da massa da placa, em termos de polissacarídeos não explica isoladamente a 

reduçao iônica proporcional. A diminuição na composição inorgânica da placa dental com 

o aumento da freqüência de sacarose, poderia ter três explicações. A primeira seria que o 

constante baixo pH ambiental pela fermentação da sacarose poderia liberar reservatórios 

• Flúor -termo genérico para definir as fonnas iônicas (íon flúor, fluoreto), íonizável e não ionizável do 
elemento flúor. 
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de íons minerais da placa, que se difundiriam para a saliva, o que entretanto ocorreria com 

outros carboidratos fermentáveis ( por exemplo glicose e frutose ). A segunda explicação 

poderia ser que o esmalte ganharia estes íons da placa dental durante as ciclagens de pH 

após desafio cariogênico, o que explicaria principalmente a redução de flúor na placa 

dental considerando o grau de saturação em relação à fluorapatita (LARSEN & BRUNN, 

1994 ), entretanto isto ocorreria com outros carboidratos fermentáveis. E a terceira 

explicação poderia ser o balanço entre polissacarídeos/proteínas na matriz da placa dental 

durante a formação da placa na presença de sacarose, a qual poderia ser deficiente em 

proteínas ou peptídeos salivares aos quais poderiam se ligar íons Ca, P e F, o que ocorreria 

principalmente com sacarose devido a predominãncia de glucanos extracelulares. 

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

na presença de glicose + frutose ou sacarose com cariogenicidade. 



2- OBJETIVOS 

2.1- Objetivo Geral 

Relacionar a composição da placa dental formada na presença de glicose + 

frutose ou sacarose com a cariogenicidade das mesmas. 

2.2- Objetivos Específicos 

- Comparar os efeitos da sacarose e glicose + frutose na formação e 

composição da placa dental através de : 

• Peso úmido da placa dental 

• Componentes inorgânicos ( Ca, P e F ) 

• Componentes orgânicos ( Carboidratos e Proteínas ) 

3 

- Analisar o grau de desmineralização e incorporação de flúor no esmalte 

sob a placa formada na presença de sacarose e glicose + frutose através de : 

• Exame Visual dos Blocos de Esmalte 

• Medidas de Microdureza Superficial e Interna do Esmalte Dental 

• Concentração de Flúor no Esmalte Dental 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 Placa Dental- Considerações Gerais 

A placa dental consiste de um agregado bacteriano imerso em um 

material amorfo denominado matriz da placa dental. Contém aproximadamente 80% 

de água e 20% de sólidos. A matriz da placa dental contém componentes inorgânicos, 

especialmente cálcio, fósforo e flúor, que contribuem com aproximadamente 5% a 

10% do peso seco da placa (NIKIFORUK, 1985 ). As proteínas salivares e bacterianas 

compreendem aproximadamente 40% a 50% do peso seco da placa ; carboidratos 

contribuem com 13% a 18% e lipídeos 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 polímeros extracelulares, como glucanos 

(homopolímeros de glicose ), frutanos ( homopolímeros de frutose ), ou 

heteropolissacarídeos, sintetizados pelas bactérias ( HOTZ et al.,1972). Esses 

constituintes têm sido amplamente estudados e considerados como fatores 

determinantes para o desenvolvimento ou não da cárie dental. 

3.1.1- COMPONENTES INORGÂNICOS ( Ca, P e F ), 

ORGÂNICOS (CARBOIDRATOS E PROTEÍNAS) E CÁRIE DENTAL. 

O primeiro estudo de composição da placa dental parece ter sido feito 

por DOBBS em 1932. Este autor sugeriu que a remoção da placa dental por um 

solvente químico poderia ser útil para o controle da cárie. Portanto, coletou placas e 

tentou dissolvê-las com uma ampla variedade de solventes. Embora tenha ocorrido 

solubilidade, nenhum destes produtos mostrou eficácia para a remoção da placa in 

vivo. Continuando seus estudos, este autor coletou placa dental, realizou extração com 

NaOH 5% e então filtrou, dializou e precipitou com HCl as proteínas. O precipitado 

de proteínas compreendeu 28-52% do total de proteínas da placa, tendo o autor 

afirmado que essa proporção representava o teor de mucina na placa. 
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DAWES (1962), observou que, quando a placa foi homogeneizada em 

NaOH 0,1N, aproximadamente 33% (variação de 15-51%) do nitrogênio da placa 

estava presente em solução enquanto somente 5% foi dissolvido em água. 

Histologicamente as bactérias aparentavam permanecer intactas. 

FERGUSSON (1964) tentou correlacionar as proteínas da matriz da 

placa dental com as da saliva por eletroforese em gel de amido. Este autor relatou a 

separação de 07 proteínas da placa dental, as quais corresponderam em mobilidade às 

07 proteínas estudadas na saliva da parótida de um indivíduo. Através da coloração 

para carboidratos foi demonstrado que as proteínas eram glicoproteínas. Este 

resultado parece sustentar a visão de que proteínas salivares contribuem para a placa 

dental, mas não exclui a possibilidade de que proteínas bacterianas por si só também 

estivessem envolvidas. 

CARLSSON & SUNDSTROM, em 1968, investigaram a composição 

química, quantidade, densidade microbiana e aparência histológica da placa dental 

formada sob dietas com freqüentes bochechos de sacarose ou glicose. O estudo 

consistiu de dois períodos experimentais, com duração de três dias cada, com 

amostras de placa coletadas de sete voluntários. A dieta nesses períodos foi leve, 

isenta de sacarose e cereais. Essa dieta foi suplementada a cada meia hora, durante o 

dia, com um bochecho de solução de sacarose 25% ou glicose 25% (lO mL ) em cada 

período. Os voluntários foram instruídos a não escovar seus dentes e alimentar-se de 

tal forma a evitar a fricção do alimento com a superfície vestibular. As amostras de 

placa foram coletadas pela manhã no final de cada período, pesadas e 

homogeneizadas em 2 mL de "tampão salina" ( 0,05 M, pH 7,3 ) 4° C. Após O, l mL 

do homogenado ter sido selecionado para cultura, o restante foi imediatamente 

liofilizado e então estocado sob vàcuo em ampola selada. O ensaio químico do 

material da placa foi realizado quando todas as amostras tinham sido coletadas. As 

amostras foram reidratadas em 1,9 mL de àgua destilada e então estocadas a -20° C. 

Carboidrato total foi estimado de acordo com DUBOIS et al. ( 1956 ). O teor de 

nitrogênio foi analisado pelo método Kjeldahl. A quantidade de placa formada em 

volume (média e variação ) no período sacarose foi l 56 ~I ( 44 - 425 ) e 35 ~I ( 8 - 97 

) no período glicose. A densidade de microrganismos viáveis e concentração de 

nitrogênio- Kjeldahl foi significantemente maior na placa coletada após o período 
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glicose. Por outro lado, a relação carboidrato por unidade de nitrogênio na placa do 

período sacarose foi cinco vezes maior em relação ao período glicose. Esses 

resultados, juntamente com o que é conhecido sobre microbiota da placa, indicam 

que, após ingestão de sacarose uma considerável quantidade de espaços na placa 

poderia ser ocupado por dextranos intermicrobianos. Esta interpretação foi sustentada 

pelo aspecto histológico da placa. 

KREMBEL et al., em 1969, com o objetivo de obter frações celulares 

e acelulares da placa dental, testaram diferentes procedimentos químicos e verificaram 

a pureza das frações obtidas através de observações em microscópio eletrônico. Após, 

o uso de um spray com água, placa dental foi coletada com uma espátula de aço, pela 

manhã, de pacientes em jejum e sem escovação dos dentes. As placas foram primeiro 

tratadas com soluções de EDTA 0,1, 0,5 e 1% (por 10, 30 2 45 minutos,! h e 3 h), 

NaOH 0,01N e HCl O, IN, ou solução de tampão fosfato (pH 7,4), sendo então 

centrifugadas em sacarose com gradiente 0-50%. Em outros experimentos, as placas 

foram fervidas em água destilada, ou submetidas alternadamente a congelamento e 

aquecimento em temperatura ambiente. Também foi utilizada agitação ultrasônica ou 

tratamento com lisozima. Todos esses procedimentos foram seguidos por 

centrifugação em gradiente de sacarose. Entretanto, sob microscopia eletrônica, 

nenhum destes métodos foi apropriado para obtenção de uma fração celular e clara, 

livre de bactérias, ou uma fração celular livre de matriz aderente. Uma separação 

satisfatória foi alçancada com o seguinte método. Aproximadamente 20 mg de placa 

dental humana, coletada com um espátula de aço, em 2-3 rnl de água bi-destilada (pH 

6,5), foi dispersada por ativação mecânica com um bastão de vidro, por 1 O minutos. 

Após 5 minutos de centrifugação a 3000 rpm, o sobrenadamente foi filtrado em 

Millipore (0,45 mJ.t). Observações em microscopia eletrônica mostraram que essa 

fração, livre de bactérias, tinha uma ultra-estrutura de granulação fina, e foi 

considerada como acelular. Ao contrário, os sedimentos obtidos foram compostos de 

um grande número de microrganismos. Análises bioquímicas preliminares foram 

realizadas no material da placa total, assim como nas frações celulares e acelulares 

obtidas com este último método. Extração com clorofórmio-metano! (2: 1 v/v), 

mostrou um teor relativamente alto de lípideo (26-30%) na fração acelular. O teor de 

proteínas dessa fração, estimada pelo método de Folin, foi baixo, portanto as proteínas 
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da placa estão principalmente associadas com a fração celular (40-70%). Análises 

preliminares mostraram que a fração acelular contém 3 x mais cálcio do que a fração 

celular e 2 x mais fósforo. 

GUGGENHEIN, em 1970, descreveu uma abrangente revisão 

considerando diferentes aspectos da formação de polissacarídeos extracelulares em 

relação à placa dental, conforme exposição a seguir. A primeira evidência direta da 

ocorrência de polissacarideos na placa dental foi fornecida por McDOUGALL em 

1964. Extratos de amostra de placa precipitados em etano! 70% foram hidrolisados e 

análises revelaram que frutose era o único componente. O autor concluiu sobre essa 

base que o polissacarídeo era um levano que correspondia de 0,3 - 2,9% do total do 

peso seco de 25 amostras individuais. Uma investigação similar foi realizada por 

CRITCHLEY et al. (1967), que fizeram extratos de amostras de placas com água fria 

e subseqüentemente com hidróxido de sódio 0,5 N. A hidrólise ácida seguida de 

cromatografia em papel do extrato dialisado com água fria, mostrou glicose e frutose 

como principais componentes, ao passo que glucose foi o principal constituinte no 

material hidrolisado extraído com álcali. O procedimento de extração foi repetido 

após uma incubação in vitro das amostras de placas em sacarose; o material solúvel 

em água encontrado foi uma mistura de frutano e glucano, enquanto na fração solúvel 

em álcali se encontrou um glucano que foi precipitado em etano! a 45%. Uma 

degradação Smith modificada foi realizada para estabelecer os tipos de ligações 

desses polissacarídeos, e os principais tipos de ligações glicosídícas encontradas 

foram hexopiranosídeo 1-6 e/ou 1-2 e cetofuranosídeo 2-6. Concluiu-se, portanto, 

que os polissacarídeos na placa eram dextranos e levanos. Entretanto, os produtos da 

reação foram somente identificados qualitativamente por cromatografia de papeL O 

dextrano foi o principal polissacarídeo encontrado na matriz da placa, enquanto que o 

levano correspondeu apenas 1 a 2% do total do peso seco. A pequena quantidade de 

polissacarídeos extracelulares extraíveis da placa dental não foi suficiente para 

extensivas análises químicas, além do mais, essas substâncias não eram homogêneas. 

Para superar essas dificuldades, polissacarídeos extracelulares sintetizados in vitro 

por culturas puras de estreptococos orais têm sido estudados. Duas frações de 

polissacarideos extracelulares foram isoladas a partir de estreptococos do grupo 

mutans, e ambas evidenciaram serem glucanos, mas somente uma fração foi solúvel 
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em água (DONOHUE et aL, 1966). Portanto, a partir desta revisão pode-se concluir 

que uma das características da placa dental é a habilidade para sintetizar substâncias 

extracelulares. Polissacarídeos extracelulares e glicoproteínas salivares parecem ser os 

principais constituintes da matriz da placa sendo os polissacarídeos produzidos por 

determinadas bactérias orais a partir da sacarose. Os polissacarídeos isolados da placa 

dental têm demonstrado ser glucanos e frutanos. Entretanto esses componentes não 

são homogêneos do ponto de vista químico ou morfológico, apresentando diferenças 

na solubilidade. Análises químicas, incluindo alguns trabalhos estruturais, têm sido 

feitas principalmente sobre frações que eram solúveis em água e sobre o material que 

foi extraído com soluções alcalinas fracas. A fração de polissacarídeos insolúveis 

somente foi extraída com álcali forte. Devido a suas propriedades químicas e fisicas 

os glucanos insolúveis têm sido considerados como a "peça de resistência" da matriz 

da placa dentaL 

FOX & DAWES, em l970b , realizaram um estudo no qual as 

proteínas da placa dental extraídas com vários solventes foram comparadas com 

amostras de misturas de culturas puras de alguns tipos de microrganismos 

predominantes na placa dentaL Isso permitiu uma estimativa da prorporção de 

proteínas na matriz da placa e do provável grau de contaminação pelos produtos 

liberados e das proteínas bacterianas da matriz extraída da placa por vários solventes. 

Participaram deste experimento, estudantes que foram instruídos a não escovarem os 

dentes por 2 dias. Na manhã do 32 dia, em jejum, a placa foi removida com uma 

cureta de todas as áreas dos dentes exceto a superficie lingual dos dentes anteriores. A 

placa foi pesada, imediatamente em uma balança de torção para O, 1 mg e colocado em 

3 ml de salina 0,4% a 0° C para permitir a mistura de várias amostras de placa. A 

placa e salina foram agitadas para facilitar a remoção de amostras representativas. Um 

total de 10-80 mg de placa por indivíduo foi usualmente obtida. Para a extração de 

proteínas da mistura de microrganismos ou da placa dental alíquotas da mistura de 

microrganismos ou da placa dental foram adicionados a 8 diferentes tampões de força 

iônica 0,05 em uma faixa de pH variando de 1,3- 12,7. O volume foi feito para 1 ml 

com teor de proteína total de aproximadamente 2 mg e a temperatura foi mantida a 0°, 

23 o ou 37° C. No tempo zero, as amostras foram submetidas a análises e, após 30 

minutos, os tubos foram centrifugados e o sobrenadante coletado. As análises de 

proteínas foram realizadas pelo método de LOWRY et ai. (1956) e porcentagem de 
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proteína total no sobrenadante foi calculada. Para determinar o grau de variabilidade 

individual na porcentagem de proteínas extraíveis da placa dental, 16 amostras de 

placa de 03 dias foram colocadas em NaOH O,OSN a O o C . No tempo zero, amostras 

foram tomadas para determinação de proteína total e, 1 hora após centrifugação, 

alíquotas do sobrenadante foram removidas para análise de proteína, e a porcentagem 

de proteína total da placa extraída em NaOH foi calculada. Para facilitar a 

comparação com o trabalho de SILVERMAN & KLEINBERG (1967) experimentos 

foram conduzidos nos quais alíquotas de mistura de microrganismos combinados e 

placa dental foram submetidos à extração com NaOH O, 1 N a 0° C e 23 o C por 5 

horas. Amostras foram obtidas em intervalos durante o período de 5 horas para seguir 

o grau de extração de proteínas. Com relação aos efeitos da temperatura e pH na 

extração de proteínas da placa dental e da mistura de microrganismos, os resultados 

foram submetidos a uma análise de variância, e os principais efeitos (por exemplo, 

temperatura, pH, placa dental x microrganismos combinados) foram significantes a 

nível de 1%. A quantidade de proteínas extraídas a 37 o C foi levemente mas 

significativamente (p<0.01) maior que a O ° C ou 23 ° C. A variabilidade mínima 

tanto para a placa dental como para a mistura de microganismos foi em pH 4,0 e 5,0 e 

a máxima em pH 12,7. Significantemente mais proteína (p<0,001) foi extraída da 

placa dental do que da mistura de microrganismos. Quanto à variação de pH, a 

proporção de porcentagem de proteína extraída da placa dental para a extraída da 

mistura de microrganismos, foi relativamente constante a aproximadamente 4: 1. A 

porcentagem média de proteínas extraídas, de 16 amostras de placa dental, após 

exposição a NaOH O,OSN por 1 hora foi 37,1 ± 8,1% (SD) com uma variação de 28,9 

-45,3%. Com relação à solubilização com NaOH 0,1 N das proteínas da placa dental 

e associação de microrganismos os resultados mostraram que a porcentagem de 

proteínas na placa neste experimento foi relativamente maior do que os valores 

obtidos quando a placa foi extraída com NaOH 0,05 N. Com um aumento no tempo 

de exposição ao NaOH O,IN, houve um aumento na porcentagem de proteínas 

extraída da placa dental e da mistura de microrganismos . Entretanto, com o tempo de 

extração maior que I hora, o aumento absoluto na proteína extraída da placa dental foi 

aproximadamente igual ao aumento na proteína extraída da mistura de 

microrganismos. Portanto NaOH 0,1 N a 0° C durante 1 hora extrai basicamente 

proteínas da matriz da placa e não das bactérias. 
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KLEINBERG, em 1970, atribuíram à presença de cálcio e fósforo na 

placa dental com a formação de um complexo proteína-carboidrato-cálcio-fosfato 

sobre a superficie o qual levaria a precipitação de glicoproteínas salivares quando 

ocorresse aumento de pH 

SCHEININ & MÀKINEN, em 1971, avaliaram o efeito de vários 

açúcares na formação e composição da placa dental. O estudo consistiu de 02 

períodos com duração de quatro dias cada, com participação de 46 estudantes sob um 

regime dietético. Durante esses períodos os estudantes deixaram de escovar os dentes 

e foram divididos em quatro grupos experimentais. Durante o primeiro período do 

experimento, os participantes estiveram sob uma dieta normal, portanto a ingestão de 

açúcar não foi excluída. No segundo período, cada um dos grupos esteve sob uma 

dieta estrita com relação a açúcar. Em adição à dieta regular cada grupo recebeu 

exclusivamente fiutose, glicose, sacarose ou xilitol. A quantidade total individual 

dessas substâncias variou de 40 a 50 gramas, e a ingestão consistiu de 15 balas tipo 

toffes com intervalos de 1 hora. Essas balas continham fiutose, glicose, sacarose ou 

xilitoL Ao fmal de cada período os estudantes foram avaliados quanto ao índice de 

placa (SILNEES & LÚE , 1964). Em seguida, a placa foi coletada, pesada e suspensa 

em salina fisiológica ( 4°C). A relação entre a quantidade de salina e placa foi 0,2 

mL I 1 O mg de placa. Com relação aos resultados, observou-se uma correlação 

positiva entre o índice de placa .e o peso úmido da placa. A menor quantidade de placa 

e índice de placa foi encontrada no grupo xilitol, seguido pelos grupos fiutose e 

glicose, enquanto a maior quantidade de placa e índice de placa foi observada no 

grupo sacarose. As diferenças entre os valores nos grupos xilitol e sacarose e entre os 

grupos fiutose e sacarose foram estatisticamente significantes. As placas formadas 

com diferentes açúcares com relação ao cálcio, fósforo, proteína, ácido láctico, 

polissacarídeo tipo dextrano, não foram estatisticamente significantes. Por outro lado, 

a quantidade de hexosaminas e açúcar total ( fração de polissacarídeo parcialmente 

purificada ) da placa foi reduzida significantemente quando se comparou uma dieta 

normal com dietas contendo xilitol, glicose ou fiutose, mas não sacarose. 
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ASHLEY, em 1971, realizou um estudo cujo objetivo foi relacionar a 

prevalência de cárie nos dentes superiores posteriores em estudantes com as 

concentrações de cálcio e fósforo na placa dental coletada desta região, e avaliar os 

efeitos do rúvel de cálcio e fósforo na saliva parotideana e a ingestão do açúcar na 

dieta. Após a profilaxia e polimento, os estudantes abstiveram-se da escovação dental 

por 48 horas. Eles foram indagados sobre sua dieta, em particular atenção à ingestão 

de açúcar. Após 48 horas, eles mastigaram um doce por 5 minutos, e a placa foi 

coletada após 30 minutos; isto foi feito para padrorúzar a última exposição ao açúcar . 

A divisão de grupos de baixa e alta incidência de cáries foi de acordo com suas 

superficies lisas dos dentes posteriores. Os resultados mostraram que indivíduos com 

baixo índice de cárie tinham significativamente maior nível de cálcio na placa 

(p<O,OS), fósforo inorgârúco (p<0,001) e fósforo total (p<0,01) e uma 

significativamente menor ingestão de açúcar no período de 48 horas (p<O,OS), 

ASHLEY, em 1972, continuando seus estudos investigou os efeitos da 

saliva parotideana e açúcar da dieta sobre a placa em 4 regiões dentais (superior 

anterior, inferior anterior, superior posterior e inferior posterior), e a relação entre as 

concentrações de cálcio e fósforo da placa e prevalência de cáries nessas regiões. 

Noventa e nove (99) estudantes participaram do estudo que envolveu coleta de saliva, 

profilaxia, polimento, e 48 horas de abstenção de escovação dental antes da coleta de 

placa. Concentrações de Ca e . .P da saliva parotideana tiveram correlação positiva, 

exceto na região anterior. Em contraste, observou-se uma correlação negativa entre a 

experiência de açúcar durante as 48 horas de acúmulo de placa e concentração de 

cálcio e fósforo na placa, especialmente na região anterior (p de < 0,001 a < 0,05). 

Correlações significantes foram encontradas entre placas e cárie na região posterior 

onde uma relação inversa entre a concentração de fósforo inorgârúco e total e CPO de 

todas as superficies (p<O,OOl e <0,01) foi observada. Esses achados sustentam a 

hipótese de que desmineralização do esmalte é significantemente afetada pela 

concentração de Ca e .P da placa, que por sua vez está relacionada à composição 

salivar e experiência de açúcar na dieta. 
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FRY & GRENBY, 1972, com a finalidade de estudar os efeitos da 

redução da ingestão de sacarose sobre a formação e composição da placa dental, 

efetuaram um estudo no qual a sacarose foi omitida da dieta de um grupo de 19 

homens por um período de 14 semanas, e substituído por xarope de glicose e 

ciclamato de cálcio. Observações foram feitas em dois períodos de 14 semanas, sendo 

o primeiro com uma dieta pobre em sacarose no qual os alimentos que continham 

sacarose foram substituídos por xarope de glicose e ciclamto de cálcio, e o segundo 

com uma dieta normaL O índice de placa dental foi avaliada quinzenalmente, e 

amostras foram coletadas para análise. Os voluntários abstiveram-se de qualquer 

procedimento de higiene oral por 3 dias antes de cada avaliação. As amostras de 

placa de cada indivíduo foram coletadas com escavadores, pesadas e secas para peso 

constante sob pressão reduzida, e estocadas a - 20° C até serem analisadas. Cada 

amostra de placa seca foi misturada com 4,0 mL de água em um tubo de centrífuga e 

homogeneizada com um bastão de vidro com tampa revestida de borracha. Após 

centrifugação a 3500 rpm por 15 minutos, o sobrenadante foi transferido. A extração 

foi repetida duas vezes mais, e os extratos foram combinados, dando um volume total 

de 12,0 mL. Alíquotas foram tomadas para a determinação de carboidrato solúvel 

total, levano solúvel, cálcio e fósforo. O resíduo após extração foi preservado para 

determinação de carboidrato total insolúvel. Os resultados obtidos mostraram que a 

extensão da placa atingiu um período crítico entre 6 - I O semanas, então decaiu, até 

14 semanas, declinou a um nível significativamente menor em relação á dieta normal 

contendo sacarose. Comparado com a dieta normal, a dieta com substituição de 

sacarose por xarope de glicose e ciclamato de cálcio produziu uma placa contendo 

significativamente mais carboidrato solúvel, mas não houve diferença nos 

carboidratos totais insolúveis, ou em "levanos" solúveis. Níveis de cálcio solúvel na 

placa foram similares nos dois períodos, mas a placa com substituição de sacarose por 

glicose conteve mais fósforo do que a placa normal. 

GffiBONS & van HOUTE, 1973, em seus relatos sobre a formação de 

placa dental citam que possivelmente o melhor exemplo de adesão interbacteríana 

mediada por polímeros bacteríanos diz respeito aos Streptococcus mutans. Existem 

dados que indicam que o único potencial do S. mutans está associado com sua 

habilidade para formar placa dental em superficie lisa, e que isto é dependente da 

síntese de polissacarídeo extracelular a partir da sacarose. O S. mutans forma 



l3 

depósitos microbianos aderentes na presença de sacarose, e isto forma uma extensa 

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

MANDEL, 1974, em uma revisão, estudou a relação da saliva e placa 

com cárie dental, e descreveu que a quantidade de matriz intercelular na placa é 

extremamente variável e amplamente dependente da dieta. A placa é formada mesmo 

em indivíduos alimentados por sonda, mas é fina e produz relativamente pouco ácido. 

Quando a ingestão de sacarose é alta, a placa cresce rapidamente devido à formação 

de uma quantidade substancial de dextrano. Quando a ingestão é um pouco mais 

moderada, 115 g I dia, a quantidade de placa não é significativamente elevada, 

embora dextrano e levano est~am aumentados. Quando a glicose é o principal açúcar 

da dieta, a matriz intercelular consiste em um heteropolissacarídeo composto de 

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

HOLT, em 1975a, em seus estudos sobre placa dental humana avaliou 

as características físicas e químicas e atividade enzimática de extratos de placa 

dental. Foi coletada placa dental humana supragengival de pacientes com vários 

graus de cárie e doença periodontal. Os extratos de placa, preparados em cinco 

diferentes soluções ( 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 

enzimática da amilase e lisozima. Considerando que não foram observadas vantagens 

qualitativas ou quantitativas na utilização de extremos de pH ou uréia, todos os 

extratos subseqüentes foram preparados em tampão fosfato salina pH 7,3. Os extratos 

concentrados foram fracionados por filtração em gel e caracterizados por eletroforese 

em gel de poliacrilamida, mapeamento de peptídeos, estimação do peso molecular, 

determinação de atividade enzimática e análises de aminoácidos e carboidratos. 

Regiões de similaridade entre os géis foram reveladas pela comparação de perfis 

eletroforéticos do extrato da placa, soro normal e saliva total. O perfil de eluição do 

extrato da placa a partir de uma coluna padronizada Sephadex G-200 indicou a 

presença de proteínas de alto e baixo peso molecular que podem estar correlacionadas 

com os componentes do soro normal e da saliva. Uma terceira fração predominante 

não apresentou correlação com o soro e saliva. Os pequenos peptídeos nessa fração 

foram submetidos a análises de aminoácidos, carboidratos e mapas peptídicos. Os 
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aminoácidos mais abundantes foram alanina, ácido glutâmico, glicina, valina, leucina, 

lisina e serina. Estes pequenos componentes não continham açúcares aminados ou 

neutros. O extrato da placa e os pequenos peptídeos exibiram semelhantes perfis. 

Continuando o estudo descrito anteriormente, HOL T & MESTECKY, 

em 1975, avaliaram as características imunoquímicas da placa dental de humanos. 

Assim, foram preparados extratos de placa supragengival para análises 

imunoquímicas. Os sedimentos extraídos foram examinados por anticorpos 

fluorescentes para a presença de imunoglobulinas. Precipitação com antisoros 

monoespecíficos e polivalentes revelaram IgA, IgG, componente secretor , C3, 

azmacroglobulina, lactoferrina, e albumina nos extratos. Filtração em gel do extrato 

da placa revelou duas frações que continham as proteínas acima mencionadas e uma 

proeminente, terceira fração dialisável que foi imunoquimicamente não reativa. IgA, 

lgG, componente secretor, e cadeias leves foram observadas, pela imunoflorescência, 

nos sedimentos da placa lavada. A liberação dessas imunoglobulinas pelo tratamento 

com uréia indicou sua provável participação dos complexos imunes. 

Ainda em 1975b, HOLT avaliou a variação de proteínas na placa 

dental de humanos. Para tal, amostras de placa (coletada de 13 pacientes com 

experiência passada de cárie e vários graus de doença periodontal) foram dispersadas 

em 1 mL de água destilada , homogeneizada e liofilizada. Cada amostra liofilizada foi 

extraída em 1 mL de tampão salina, concentrada para O, 1 mL por diálise sob pressão 

negativa e analisada. Os estudos de atividade enzimática revelaram amilase em todas 

as amostras de placa. Lisozima estava presente ocasionalmente. A imunofluorescência 

dos sedimentos de placa individual revelou que lgA e IgG ocorreram freqüentemente. 

Eletroforese não dissociante em gel de poliacrilamida dos extratos da placa de 

diferentes indivíduos, mostrou grande variabilidade, apesar de algumas zonas de 

similaridade. Os peptídeos mostraram similaridade. 

De acordo com ASHLEY, 1975b, os resultados de 3 estudos sobre a 

placa de crianças e adultos indicaram que a resposta da placa a uma única exposição 

de 5 minutos a cubos de açúcar ou doces depende da condição inicial da placa. A 

placa foi coletada 15 minutos após exposição ao açúcar e homogeneizada com água 
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deionizada a 4° C. Assim, significativa diminuição no nível de cálcio e fósforo foi 

observada nas placas dos indivíduos que fizeram restrição previa a açúcar, mas não na 

placa sem esta condição. 

Prosseguindo seus estudos, ASHLEY, em 1975a, realizou uma 

pesquisa sobre a relação entre os níveis de cálcio e fósforo na placa dental e o CPOS 

em meninos de 11 a 14 anos que, durante esse estudo fizeram uso de dentifrício sem 

flúor. A coleta da placa foi feita aos 6, 12 e 24 meses, após o exame odontológico 

inicial, e foi referida como visitas A, B, C respectivamente. As amostras de placa após 

a coleta foram estocadas à -17"C até a análise, sendo então homogeneizadas à 4"c em 

água deionizada. Os resultados dessa pesquisa mostraram que todos os coeficientes 

de correlação entre as concentrações de Ca e P e o CPOS total e o CPOS para 

superficies lisas foram negativas nas visitas A, B, C, sendo que foram alcançadas 

diferenças estatísticas em 1 O das 12 combinações nas visitas B e C, mas não na visita 

A. Foi observado também, ao final de um período de dois anos, que todos os 

coeficientes de correlação entre os níveis de cálcio e fósforo e a experiência de cárie 

foram negativos e seguiram um padrão semelhante àqueles já encontrados. 

AGUS et al., 1976, realizaram uma pesquisa sobre a associação do 

conteúdo de flúor total da placa com a experiência individual de cárie de 72 escolares 

com idade de 9 a 13 anos, residentes em Katoomba, Sydney e Yass, que continham, 

na água 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 bastão de vidro. 

Um volume mínimo de água destilada, para atingir uma consistência cremosa 

uniforme, foi adicionada às amostras, quando necessário. As amostras foram divididas 

em porções de aproximadamente 1 mg de peso seco para análise de íon flúor total e o 

restante para deteminação de outros minerais: Ca, P, K, Mg, Sr, Zn, Pb, Cu, e Li. As 

amostras foram secas em estufas a so" C. A média das concentrações de flúor 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 

associação inversa significativa da concentração de flúor total na placa com a 

experiência de cárie para os escolares da cidade de Sydney e também quando 

analisada toda a amostra. 



16 

Em suas subseqüentes pesquisas, ASHLEY & WlLSON, l977a, 

estudando a relação entre experiência de açúcar da dieta e quantidade e composição 

bioquímica da placa dental em humanos, obtiveram os seguintes resultados em 

diferentes situações descritas abaixo: 

a) Experimento preliminar: comparação da placa em relação à dietas ricas e 

livres de açúcar. 

Dez voluntários adultos com idade variando entre 19 e 44 anos, durante dois 

dias, submeteram-se a uma dieta experimental por sucessivas semanas. Após 

profilaxia em cada ocasião, os voluntários abstiveram-se de higiene oral e 

consumiram uma dieta por eles mesmo selecionada da qual todas as fontes de açúcar 

da dieta furam eliminadas. Durante o período da dieta rica em açúcar, as bebidas 

consumidas foram suplementadas com sacarose, entre 10 a 15 ingestões, dependendo 

do consumo normal de cada voluntário. Durante o período livre de açúcar, uma dieta 

virtualmente idêntica foi consumida, sem suplementação com sacarose. A placa foi 

coletada de cada voluntário uma hora após o consumo da bebida suplementada ou não 

com sacarose. Os resultados obtidos mostraram que a dieta rica em açúcar foi 

associada com uma concentração significantemente menor de cálcio e fósforo 

inorgânico e significativamente maior concentração de carboidratos totais em relação 

às dietas livres de açúcar. 

b) Placa de dois dias: 15 minutos após exposição de açúcar 

Após profilaxia, 99 estudantes abstiveram-se de higiene oral por 2 dias. 

Durante esse tempo, relacionaram por escrito suas dietas. Cada voluntário então 

mastigou um doce por 5 minutos; a coleta de placa foi realizada 15 minutos após 

remoção do doce da boca. Os resultados mostraram que a concentração de fósforo 

inorgânico e cálcio da placa foram inversamente relacionados ao conteúdo de açúcar 

da dieta. 

c) Placa de dois dias: após uma noite sem alimentação 

Uma ou duas semanas após 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 após uma noite em jejum, tendo decorrido um mínimo 

de 8 horas após ingestão de alimentos ou bebidas. 

De acordo com os resultados obtidos, a correlação da composição da placa 

com a dieta não mostrou relação entre o tempo após a ingestão de açúcar e a 

composição da placa, exceto uma correlação negativa com carboidratos insolúveis em 
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álcali. Entretanto, foi obsevada uma correlação positiva entre a concentração de 

carboidrato da placa, com a exceção dos carboidratos solúveis em álcali, e a 

quantidade de açúcar na dieta, e em particular ao açúcar na forma líquida (p<O,Ol ). 

Uma correlação negativa significante entre açúcar solúvel no alimento e concentração 

de cálcio foi observada. A metodologia de extração dos componentes da placa dental 

foi descrita por ASHLEY, 1975b. 

d) Placa desenvolvida: variabilidade do tempo após exposição do açúcar. 

Amostras de placa dental foram coletadas de 51 escolares, com idade inicial 

entre 11-12 anos, em intervalos anuais em um período de 3 anos. Não foram impostas 

restrições de higiene oral. Urna história retrospectiva da dieta foi obtida 24 horas antes 

da coleta de placa. Os resultados mostraram que não houve correlação significativa 

entre concentração de cálcio e fósforo da placa e os parâmetros da dieta. 

Concentrações de carboidratos totais, solúveis em água e insolúveis em álcali da placa 

mostraram urna relação inversa no primeiro e segundo ano, e uma relação direta no 

terceiro ano à ingestão de açúcar. 

ASHLEY & WILSON, 1977 b, realizaram um estudo longitudinal 

sobre o incremento de cárie e a composição bioquímica da placa dental, e observaram 

a existência de uma correlação negativa entre incidência de cárie durante três anos e 

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

após o exame inicial. 

Em 1977, RÚLLA & BOWEN sugeriram um mecanismo de 

concentração de íon flúor na placa dental, em que íons cálcio da saliva são ligados a 

grupos ácidos fixados na placa e os íons flúor são atraídos para o cálcio ligado, como 

contra íons através de forças eletrostáticas. 

SCHAMSCHULA et ai., em 1977, estudaram as concentrações de 

cálcio e fósforo em amostras de placas de 72 escolares residentes em Kattomba, 

Sydeny e Yass, selecionados de acordo com o nível de flúor na água de consumo. 

Pelos resultados obtidos, os autores não observaram diferenças significativas entre as 

3 áreas para as concentrações de Ca e P. 
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JENKINS & EDGAR, em 1977, descreveram que as fontes de flúor 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 provável fonte de 

flúor na placa, sustentado por seus achados que estabeleceram uma relação inversa 

entre peso ou espessura da placa e concentração de flúor. 

JENKINS, 1978, descrevendo a síntese de polissacarídeos pela placa 

bacteriana, citou que, quando certas bactérias, incluindo várias espécies da placa, 

recebem sacarose, elas podem sintetizar vários tipos de polissacarideos ou converte-la 

em ácido. Durante a década de 60 aumentaram as evidências de que estes 

polissacarídeos eram importantes constituintes da placa e que influenciavam o 

processo da cárie. Isto levou a uma grande atividade de pesquisa em relação a 

métodos de prevenir sua acumulação na expectativa de que isto poderia reduzir cáries. 

Este autor diz ainda que são três os principais grupos de polissacarídeos que podem 

ser formados: (1) polímeros da glicose ( com o nome de glucanos) formados como 

urna 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 ligação entre frutose e glicose para 

sintetizar uma mistura de polímeros (glucanos, com a maioria das lígações na posição 

1-t 6 de alto peso molecular, e simultaneamente liberar frutose). A formação de 

dextrano pode ser prontamente vista pela comparação da composição química da 

placa e sua aparência em microscopia eletrônica na condição de jejum e 6 a 9 minutos 

após bochecho com uma solução de sacarose a 10%. A formação de glucanos 

evidentemente aumenta o volume da placa e análises mostram que a fração insolúvel 

de alto peso molecular pode ocupar acima de 1 O% de peso seco da placa (o 

carboidrato total é aproximadamente 15%); (2) outra enzima (levanosucarase) 

converte em levanos - polimeros extracelulares da frutose razoavelmente solúveis, 

com ligação na posição 2-t 6 , mas são formados em uma extensão menor do que os 

glucanos. Quando o suprimento de sacarose é esgotado, levanos são rapidamente 

metabolizados pelas enzimas da placa; (3) muitas bactérias orais estocam carboidratos 

como polissacarídeos intracelulares tipo glicogênio. Ao contrário dos polissacarídeos 

extracelulares, que são formados essencialmente a partir da sacarose, os 

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

estão ausentes, como entre as refeições. 

GEDDES et ai., 1978, observaram que mudanças visuais semelhantes a 

cáries inciais ocorreram quando 1 O voluntários não escovaram seus dentes por 14 dias 

e bochecharam uma solução de sacarose 9 x dia, enquanto que o grupo controle que 

não bochechou com sacarose mostrou uma mudança no esmalte significativamente 

menor. Amostras de placa foram coletadas 12 horas após o último bochecho e duas 

horas após as refeições. A concentração de cálcio e fósforo e peso úmido da placa 

acumulada durante o período sem higiene oral pelos 2 grupos não mostrou diferenças 

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

significativamente maior. 

Com o objetivo de avaliar a cinética do fosfato inorgânico ( 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 após bochecho com água, 

sacarose a 20%, e fosfato O, 12 e 0,5 M. A placa dental foi coletada nos tempos O, 5, 

10 e 15 minutos após cada bochecho. Seus resultados mostraram que o efeito local do 

aumento de fósforo inorgânico não contribui significativamente para a inibição da 

produção de ácido e que, quando o fósforo inorgânico foi introduzido na placa 

separadamente e após o bochecho com sacarose houve um aumento na sua 

concentração no fluído da placa, o que poderia exercer um efeito local de curta 

duração, por ação de massa, sobre a dissolução e remineralização do esmalte. 

WYCOFF et ai., 1980, realizaram um estudo no qual crianças 

bochecharam duas vezes ao dia com uma solução concentrada de glicerolfosfato de 

cálcio ou uma solução placebo. A placa foi coletada a cada duas semanas durante oito 

semanas, sendo determinado anteriormente o índice de Silness e Loe, 1964. Os 

resultados indicaram um menor índice de placa e uma maior concentração de fósforo 

para o grupo experimental em relação ao grupo controle nas 4 semanas de exame 
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HOOVER et ai., em 1980, compararam a composição qutmtca e 

microbiológica da placa dental de indivíduos com intolerância hereditária à frutose 

com restrita ingestão de açúcar na dieta com indivíduos com dieta normal. Os dois 

grupos não mostraram diferenças significantes na composição química da placa: a 

concentração média de proteínas, carboidrato, cálcio, magnésio e fósforo foram 

similares. A placa dental de ambos os grupos continham similar número de unidades 

formadoras de colônias por micrograma de proteína na placa, e Streptococcus sanguis, 

foi isolado com igual freqüência das amostras de placa dos dois grupos. Entretanto, 

Streptococcus mutans e Lactobacillus potencialmente cariogênicos foram isolados 3 a 

4 x mais freqüentemente nas placas dos indivíduos controle do que nos indivíduos 

com intolerância hereditária à frutose. Os autores concluem que a dieta (sacarose em 

particular) influência a colonização e multiplicação de organismos cariogênicos na 

placa dentaL 

TATEVOSSIAN & NEWBRUN, em 1981, investigaram a presença e 

quantidade de algumas proteínas aniônicas no fluido da placa dental humana por 

eletroforese não dissociante em gel de poliacrilamida e imunoeletroforese 

quantitativa. Ambos os métodos mostraram albumina como principal proteína 

componente. Entre as 8-17 bandas de proteínas detectadas pela eletroforese em gel, 

albumina, amilase, IgG, lactoferrina e IgA estavam uniformemente presentes. Os 

estudos imunoeletroforéticos quantitativos detectaram IgA em uma concentração 

similar àquela encontrada na saliva submandibular não estimulada; IgG, albumina e 

lactoferrrina estavam presentes em altas concentrações. IgA foi detectada em maior 

concentração pelo antisoro com especificidade para o componente secretor em relação 

ao antisoro com especificidade somente para cadeia pesada. A proporção média de 

alguns constituintes do fluido da placa foram: IgA:albumina ( 1:25); IgG:IgA ( 3,8: 1); 

IgG:albumina ( 1:7); lactoferrina:IgA (3,6:1); lactoferrina:albumina ( 1:7 ). As 

concentrações de proteína do fluido da placa sugerem que o fluido crevicular tem 

importante influência na sua composição. 
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BRECX et aL, 1981, afirmaram que estudos dos efeitos da composição 

da dieta sobre a formação da placa humana dental têm principalmente sido 

relacionados a carboidratos. Grande variação individual tem sido observada na 

formação e volume da placa como conseqüência de diferentes regimes com 

carboidratos. Este autor cita FOLKE et ai. (1972) que encontraram que a quantidade 

de sacarose na dieta não influencia a quantidade de placa formada durante um período 

de 4 dias. Cita ainda que CARLSSON & EGELBERG, 1965, demonstraram que 

indivíduos, recebendo uma dieta básica livre de carboidratos ou suplementada com 

glucose e frutose a cada 10 minutos diariamente por 4 dias, desenvolveram uma 

quantidade similar de placa. Quando a mesma dieta básica 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 bocheches freqüentes com 

soluções concentradas de glucose ou sacarose aumentaram o número de bactérias 

desenvolvidas sobre filmes plásticos aplicados às superficies dentais durante períodos 

de alta concentração de carboidratos na cavidade oral. Polissacarídeos extracelulares 

sintetizados pelos microrganismos da placa a partir da sacarose podem ser importantes 

em 2 aspectos, a saber: como reserva de energia e como constituintes da matriz da 

placa. Esses polissacarídeos extracelulares compreendem dextranos, mutanos e 

levanos, os quais são sintetizados pelas bactérias a partir da sacarose. Polissacarídeos 

intracelulares são produzidos como grânulos de reserva por muitas espécies 

bacterianas a partir de vários carboidratos, tais como: glucose, frutose e sacarose. 

Assim, estes autores, com o objetivo de estimar a influência de carboidratos na 

formação da placa inicial, avaliaram a morfologia da placa inicial, em microscopia 

eletrônica, quando desenvolvida em condições de suplementação experimental de 

carboidratos. Este estudo foi realizado em cinco estudantes. Uma solução plástica foi 

aplicada na superficie bucal de todos os pré-molares e caninos que solidificaram 

formando filmes transparentes. Essa investigação compreendeu 4 períodos 

experimentais de 4 horas, que foram separados por 1 semana de ótima higiene bucal. 

Durante os períodos experimentais os voluntários não comiam nem bebiam. O 

primeiro experimento foi conduzido sem bochechos. Durante os 03 outros 

experimentos utilizaram-se bochechos com 1 O ml de água, 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 período experimental os filmes foram cuidadosamente removidos e 

preparados para análise por microscopia eletrônica. Os resultados desta pesquisa 
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indicam que freqüentes bochechas com água, glucose ou sacarose não têm influência 

detectável sobre a morfologia ou quantidade de placa no estágio inicial de aderência 

bacteriana. Porém citam que pesquisas com relação aos possíveis efeitos dos 

carboidratos sobre os estágios avançados da formação da placa parecem 

fundamentadas. 

EDGAR et a!., em 1982, compararam a composição orgânica de 

amostras individuais do fluido da placa e saliva de macacos irradiados e não 

irradiados ( controle ) recebendo a mesma dieta cariogênica. Saliva e placa foram 

coletadas de quatro animais irradiados e quatro não irradiados, sob ação de 

tranquilizantes e em jejum. Proteína total, albumina, IgA. IgG, IgM, 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 à eletroforese em gel de 

poliacrilamida. Não foram encontradas diferenças significantes nos grupos controle e 

irradiados quanto à concentração de proteína total. Entretanto, maiores níveis de 

albumina IgG e C'3 foram detectados na saliva, e de albumina e IgG no fluido da 

placa, de animais irradiados comparados com o grupo controle. Maior nível de IgA foi 

detectado no fluido da placa de animais irradiados em relação aos controles; o oposto 

foi encontrado na saliva. O aumento nos níveis 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 não foram observadas diferenças. A atividade da amilase foi aumentada 

levemente na saliva e fluido da placa dos animais irradiados comparados ao grupo 

controle, mas as diferenças não foram significantes. Entretanto, a atividade da 

peroxidase da saliva e fluido da placa do grupo irradiado foi muito maior em relação 

ao grupo controle, e foi muito variável. 

GAUGLER & BRUTON (1982) estudaram aspectos específicos da 

placa dental, com o objetivo de avaliar a relação existente entre a prevalência de cárie 

e a quantidade e natureza de flúor na placa, de pessoas com ou sem cárie. Foi 
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observado que a placa dos indivíduos livres de cárie continha uma concentração 

média de flúor total 40% maior do que aquela dos indivíduos com cárie. 

Em 1982, GROBLER et al. realizaram uma pesqu1sa em que 

avaliaram os níveis de flúor, cálcio e fósforo na placa dental de 149 crianças de 6 a 7 e 

de 12 a l3 anos de idade de ambos os sexos, divididas em 3 grupos, de acordo com a 

concentração de flúor na água de consumo, que na cidade de Klipfontein era de 2,5 

ppm F, enquanto Garies e Elim continham 1,06 e 0,02 ppm F respectivamente. Os 

resultados mostraram que menor valor de pH, concentração de fósforo e flúor, e maior 

concentração de cálcio estavam associadas com níveis mais baixos de flúor na água 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 indivíduos foram coletadas antes e durante 2 períodos de 25 dias. A placa 

coletada foi dispersada em 0,2 ml de tampão maleato O, IM pH 6,0 estocada a -20° C. 

As amostras foram secas em dissecador a 4" C usando pentóxido de fósforo. A placa 

seca foi transferida para um homogeinizador a 4° C contendo 1,0 mL de água 

deionízada. O homogenato foi transferido para tubos e diluído com água deionzada 

para uma concentração final de aproximadamente 1mg/mL. Esta supensão (0, 1 mL) 

foi aquecida a 95" C por 15 minutos com 0,2 mL de hidróxido de sódio 0,75M. Após 

esfriamento as amostras foram diluídas em O, 4 mL de água deionizada. Para análise 

de proteína (LOWRY et al., 1951) utilizou-se 0,2 mL do homogenato, enquanto que 

0,5 mL deste último foi misturado com O, 1 mL de Na OH 3 M a 10° C por 30 minutos 

para extração dos polissacarídeos solúveis em álcali. O precipitado foi lavado para 

determinação de polissacarídeo insolúvel em álcali. Essas duas frações de placa foram 

analisadas pelo método de DUBOIS et al., 1956. Os resultados mostraram que a 

concentração de polissacarídeos extracelulares na placa foi menor no grupo maltose 

em relação ao grupo sacarose (p=0,052). Em adição a concentração de proteínas 

encontrada na placa dental formada na presença de sacarose e maltose não foram 

estatísticamente diferentes. 
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McNEE et al. (1982) realizaram um estudo in vitro avaliando os efeitos 

dos polissacarídeos extracelulares sobre a difusão de NaF e 14C - sacarose na placa 

dental; seus resultados mostraram que a presença de polissacarídeo extracelular na 

placa influencia levemente o índice de difusão. Entretanto, o tempo total para difusão 

através da placa pode ser aumentado se a presença de polissacarídeo extracelular 

resulta em uma espessa camada de placa. 

KLIMEK et ai., em 1983, avaliaram a retenção e comportamento do 

flúor contido na placa e esmalte subjacente em "boca artificial". Para isso, placa 

artificial foi cultivada sobre esmalte bovino e sobre lâmina de platina. Foi aplicado 

um bochecho com sacarose 0,1 M 3x/dia. Em intervalos de 6, 18 e 48 horas, após 

uma aplicação de solução de NaF ( 200 ppm F, 2xldia, por dez minutos, durante três 

dias ), a placa e cinco camadas da superficie do esmalte foram analisadas para flúor. 

Após 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 lâmina de platina foram 

212, 90 e 36 ppm. No esmalte sob a placa a concentração de flúor diminuiu nas 

camadas externas com o tempo, mas não no esmalte sem tratamento. O autor concluiu 

que sob condições cariogênicas uma considerável quantidade de flúor na placa foi 

derivada do esmalte subjacente 

Estudando a associação entre as concentrações de cálcio e fósforo da 

placa e saliva e cárie dental SHAW et al., 1983, coletaram amostras de placa e saliva 

de 55 crianças entre 13 e 15 anos; 23 destas eram livres de cáries (grupo N), enquanto 

as outras 32 apresentavam evidências de alta atividade de cárie com um CPOS médio 

de 25,9 (grupo H). A concentração média de cálcio na placa posterior das crianças no 

grupo N foi 3,57 p.g/mg (peso seco), comparado com 1,63 p.glmg no grupo H. A 

concentração média de cálcio na placa anterior foi 11,55 p.g/mg no grupo N e 2,57 

p.glmg no grupo H. As diferenças entre os grupos N e H foram estatisticamente 

significantes (p<O,Ol). Diferenças significantes similares foram encontradas entre os 

níveis de fósforo na placa dental. Embora a concentração média tanto de cálcio como 

fósforo na saliva tenha sido maior para o grupo N do que para o grupo H, somente 
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para fósforo a diferença alcançou significância estatística (p<O,OS). O presente estudo, 

entretanto, mostrou que níveis de cálcio e fósforo são significantemente maiores na 

placa coletada de crianças sem experiência de cárie do que em crianças suscetíveis à 

cáries. 

Os efeitos do uso de sacarose e frutose na formação da placa dental 

foram comparados por DuBOIS et aL, em 1984. Uma população voluntária de 118 

estudantes, em um período de 24 horas, suplementaram suas dietas com 80 g de 

sacarose ou frutose dissolvidas em meia xícara de água. Os voluntários no início de 

cada fase experimental foram submetidos à escovação dental, sendo toda a placa 

removida. Após 24 horas do período sacarose ou frutose, avaliou-se o índice de 

higiene oral ( PHP ). Os resultados indicaram que os indivíduos com ingestão 

suplementar de sacarose demonstraram significante maior formação de placa do que o 

grupo que utilizou frutose. 

DiP AOLA et aL, em 1984a, desenvolveram um estudo no qual a 

contribuição de proteínas da saliva e fluido crevicular gengiva! ( FCG) para a placa 

dental foi determinada pela comparação de extratos da placa supragengival formada 

sobre dentes naturais e dentes artificiais ( próteses ). As amostras de placa de cada 

paciente foram coletadas em uma pequena cápsula pré-pesada e estocada a- 1 o' C de 

I a 4 dias até serem analisadas. A coleta individual variou entre 14- 50 mg de peso 

úmido. As amostras foram descongeladas e dispersadas na proporção 10 mg/ 0,05 ml 

em tampão fosfato-salina , pH 7, contendo 1 mM de EDTA para enfraquecer as 

interações eletrostáticas e extrair os componentes solúveis (IACONO et al, 1982). 

Após 1 hora as amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 5000 rpm para obter­

se o sobrenadante A. As amostras foram então extraídas da mesma forma com o 

tampão fosfato para obter-se o sobrenadante B. E para obtenção do sobrenadante C 

utilizou-se tampão glicina pH 2,3 o qual contém o material mais fortemente ligado 

(TAUBMAN, 1974). Os três sobrenadantes foram imediatamente congelados a- 10' 

C até serem examindos. A quantificação de lactoferrina, proteínas ricas em prolina, 

ami1ase, proteínas ricas em cisteína, albumina e lisozima foram realizadas por 
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eletroforese vertical. Ig A, IgG, lgM foram medidas por imunofluorêscencia. Os 

resultados obtidos mostraram que houve uma ausência total e virtual de albumina e 

IgG, respectivamente, nas amostras de placas das próteses, confirmando sua origem 

crevicular. A concentração de lactoferrina foi maior em relação à lisozima em todas as 

amostras supregengivais, porém o mesmo não ocorreu nas amostras de placas das 

próteses, sugerindo que o FCG forneceu mais lactoferrina do que lisozima à placa. 

Amilase estava presente em ambas as placas e em similar quantidade. Fosfoproteínas 

contendo cisteínas apresentaram-se em baixa concentração, porém presente em todas 

as amostras; proteínas ricas em prolina estavam virtualmente ausentes, refletindo a 

alta vulnerabilidade à proteólise dessas proteínas. As proteínas salivares, quando 

presentes, nos extratos da placa não correspondiam à sua relativa concentração na 

saliva. 

Continuando seus estudos, DiPAOLA et al. (1984b ) compararam o 

nível de proteínas do hospedeiro em extratos de placa supragengival de 03 dias , entre 

adultos resistentes à cárie ( RC ) e susceptíveis à cárie ( SC ) com pouca ou nenhuma 

inflamação gengiva!, para minimizar a contribuição do fluido gengiva! crevicular 

gengiva! (FCG ). As amostras foram coletadas e congeladas a- 10° C até as anàlises, 

sendo então liofilizadas, pesadas e submetidas a sucessivas extrações com tampões, 

conforme descrito por DiP AOLA et ai 1984a. Exceto para lgA, todas as proteínas do 

hospedeiro estavam presentes em níveis similares em ambos os grupos de voluntários. 

Apesar da fragmentação apresentada da IgA na eletroforese em gel gradiente de 

poliacrilamida- dodecilsulfato de sódio ( SDS-P AGE ) e na eletroforese de 

transferência em ambos grupos, a quantidade de ligação para um padrão anti-soro de 

IgA anti-secretora foi maior nos indivíduos RC em relação aos indivíduos SC. Isso 

poderia ser uma repercussão da tendência favoràvel para uma alta concentração de 

IgA na saliva de indivíduos RC. Observou-se ainda que mesmo na placa de três dias 

na ausência de inflamação gengiva! , o FCG contribui com uma siginificante parte das 

proteínas do hospedeiro nos extratos de placa dental. As proteínas salivares na placa 

não mostraram semelhança à sua relativa concentração na saliva. 
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De acordo com RÓLLA et al., 1985, a sacarose é conhecida por possuir 

um maior potencial para induzir cáries do que a glucose e a frutose, apesar do fato dos 

monossacarídeos causarem uma alta ou mesmo maior produção de ácido in vítro pelos 

microrganismos da placa dentaL É suposto que a cariogenicidade da sacarose é 

principalmente associada com a alta energia de sua hidrólise, a qual pode ser utilizada 

pela bactéria para síntese de glucanos insolúveis. Os polissacarídeos produzidos in 

vivo na presença de sacarose resultam em um grande acúmulo de placa, um fenômeno 

que por si só pode causar aumento da cariogenicidade. 

MAKINEN et ai., 1985, compararam as características clínicas, 

bioquímicas e microbiológicas entre dois dentifrícios contendo diferentes misturas de 

açúcar-álcoois. Para as análises bioquímicas da placa dental, o autor utilizou a 

metodologia descrita a seguir. Inicialmente, o peso úmido da placa foi determinado, e 

então adicionou-se uma solução de NaCI a 0,9% na prorporção de 0,1 mg de placa/O,! 

ml. Cada suspensão foi aspirada e expelida 20 vezes com uma pipeta Pasteur. A 

mistura parcialmente homogeneizada foi então centrifugada por 10 minutos a 23.500 

g, e uma ali quota do fluido sobrenadante (extrato da placa) foi estocada em nitrogênio 

líquido para o ensaio de amônia, ácido acético, e ácido láctico. O restante do extrato 

da placa foi estocado a - 20' C para as análises de proteína solúvel, carboidrato total, 

cálcio e fósforo inorgânico. O "pellet" da placa que resultou da centrifugação 

antecedente foi suspenso em água destilada fria ( 1 mg de peso úmido I 5 ml). A 

suspensão foi feita a 0,05 M com relação ao ácido láctico, agitada e centrifugada por 

10 minutos a 23.500 g, assim como para extrair polissacarídeo do "pellet"o qual foi 

solúvel em ácido láctico 0,05M. O extrato em ácido láctico também foi analisado para 

proteína, cálcio e fósforo inorgânico. Como esse procedimento não dissolveu todo o 

polissacarídeo da placa, o "pellet" que resultou da última centrifugação mencionada 

foi ressuspenso em NaOH 1 M (1 mg peso fresco por 0,05 ml) utilizando-se um 

desintegrador ultra sônico por 2 minutos, seguido por tratamento a 100' C por 60 

minutos. O material tratado com NaOH foi submetido à análises de proteínas, 

carboidratos total e fosfato inorgânico. 
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CARLSSON, em 1986, em seus relatos sobre o metabolismo do açúcar 

e cárie, cita que os microrganismos também necessitam de energia mesmo quando não 

estão crescendo. Há necessidade de energia, por exemplo, para a regulação osmótica, 

a manutenção do pH intracelular e para a renovação de proteínas e ácidos nucléicos. 

Na ausência de fontes exógenas de energia, essas necessidades devem ser satisfeitas a 

partir de fontes endógenas. Muitas bactérias presentes na microbiota dos dentes têm 

uma reserva de energia potencial sob a forma de polissacarídeos intracelulares 

(glicogênio ). Esses polissacarídeos são usualmente formados quando os açúcares 

estão presentes em excesso e alguns nutrientes limitam o crescimento dos 

organismos. Sob tais condições, o reservatório intracelular de frutose - 1,6 P e de 

outros intermediários glicolíticos aumenta e tem inicio a síntese de polissacarídeos 

através da ativação da ADP - glucose fosforilase. Esses po!issacarídeos intracelulares 

são formados a partir de qualquer tipo de açúcar que possa ser convertido em glicose 

1-P. Uma grande atenção tem-se concentrado no possível papel dos polissacarídeos 

intracelulares na patogenicidade dos microrganismos cariogênicos, pois durante os 

períodos do dia nos quais nenhum açúcar é suplementado pela dieta para a microbiota 

dos dentes, eles podem ser usados como fontes de energia e os ácidos são excretados. 

Cita ainda, que a maioría das bactérias no seu ambiente natural estão cercadas por 

matrizes altamente hidratadas chamadas de glicocálices, que quase sempre são 

constituídas de heteropolissacarídeos. Os precursores desses polímeros são formados 

no citoplasma, transportados através da membrana celular por carregadores lipídicos e 

polimerizados do lado de fora da membrana. Todos esses polímeros podem ser 

sintetizados sempre que existam quantidades adequadas de energia, assim como 

fontes disponíveis de carbono e nitrogênio. Algumas bactérias orais também têm a 

habilidade de produzir polissacarídeos a partir da sacarose. As glicosiltransferases, 

que são enzimas extracelulares, clivam a sacarose, liberam a frutose e obtém energia 

para a conversão extracelular da glicose em glucanos altamente ramificados. Em 

alguns desses glucanos, as moléculas de glicose apresentam uma ligação 

predominante do tipo a ( 1 ~ 3 ), e são geralmente altamente insolúveis, rígidos e 

podem formar agregados fibrosos, chamados atualmente de mutanos. Outros glucanos 

apresentam predominantemente ligações tipo a (1 ~6), formam cadeias flexíveis e 

quase sempre são solúveis, sendo chamados de dextranos. Algumas bactérias podem 
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também formar polímeros extracelulares de frutose (frutanos) a partir da sacarose, que 

usualmente apresentam um alto peso molecular, mas são bastante solúveis. 

SIMONSSON et al., em 1987, avaliaram as características clínicas e 

bioquímicas da placa dental de 02 grupos de indivíduos com diferentes índices, 

denominados "alta"e "baixa" capacidade de formação de placa. A média de índice de 

placa após três dias de acúmulo de placa , na superfície vestibular de pré-molares e 

primeiros molares, foi 2,6 para o grupo "alta" e 0,6 para o grupo "baixa". As seguintes 

variáveis foram determinadas: condição periodontal, CPO-S, hábitos dietéticos, índice 

de fluxo salivar e capacidade tampão, contagem de S. mutans e Lactobacillus na 

saliva, concentração de IgA, lactoferrina, lactoperoxidase, e lisozima, agregação de 

estreptococos orais induzida pela saliva, eletroforese da saliva, composição de 

aminoácidos da saliva e película adquirida e profundidade de retenção na área 

dentogengival. Comparando os dois grupos, houve uma tendência para uma mais 

pronunciada profundidade de retenção da placa "alta"em relação à "baixa", mas a 

diferença foi somente estatisticamente significante para pré-molares. A eletroforese 

em ge1 de poliacrilamida (gradiente de concentração 5 a 10%) contendo dodecil 

sulfato de sódio (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 proteínas de alto peso molecular, quando comparados ao grupo 

"baixa" , mas as diferenças não foram estatisticamente significantes. 

WILSON & ASHLEY, em 1988, avaliaram os efeitos da variação na 

ingestão de açúcar da dieta e higiene oral na composição bioquímica e pH de placas 

de superfície lisa e proximais. Dez estudantes participaram deste estudo. Cada 

voluntário dedicou um período de 48 horas para um regime controlado de dieta e 

higiene bucal durante quatro sucessivas semanas. Semanalmente realizou-se uma 

profilaxia profissional como padronização. Cada indivíduo consumiu uma dieta 

mínima básica de açúcar nas quarenta e oito horas seguintes. A dieta foi estabelecida 

em uma discussão preliminar com cada voluntário, e somente incluídas bebidas e 

alimentos que continham menos que 2% de açúcar. As refeições principais foram 
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fornecidas e consumidas na instituição, e a dieta permaneceu a mesma para cada 

indivíduo em todo o estudo. Não se utilizou fio dental durante o período experimental. 

Os primeiros três períodos foram separados em regimes de dieta e higiene bucal, 

como descrição a seguir : 

A- Regime de alta ingestão de açúcar I não escovação dental - Durante este período 

os voluntários deixaram de escovar seus dentes, e a dieta básica foi suplementada 

com doces contendo 63% de sacarose. Seis doces foram consumidos entre as 

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

B- Regime de alta ingestão de açúcar I escovação dental - A mesma dieta básica 

com doces foi consumida durante este período, mas os voluntários realizaram 

escovação dental normal antes do café da manhã e antes de deitar. 

C- Regime de baixa ingestão de açúcar I não escovação dental - Durante este período 

a dieta básica foi consumida sem os doces , e os indivíduos não escovaram os 

dentes. Para reduzir o efeito sobre a bioquímica da placa que pode originar-se a 

partir de menor estimulação salivar, os voluntários sugaram replicas de doces de 

acrílico. 

O quarto período de 48 horas foi reservado para medições de pH , durante o 

qual os voluntários consumiram uma dieta suplementada com doce e suspenderam a 

escovação dental como descrito no regime A. 

A coleta de placa foi realizada a cada semana no período vespertino, duas 

horas após a última ingestão de açúcar. As amostras de placa foram analisadas para 

cálcio, fósforo, magnésio, carboidrato e concentração de proteínas, e peso seco. A 

análise de carboidratos incluiu estimação de carboidrato solúvel em água, solúvel em 

álcali e insolúvel em álcali. A média (DP) do peso seco (mg) e das concentrações dos 

constituintes bioquímicos (~-tg/mg de peso seco) da placa de superfícies lisas (PSL) e 

proximais (PSP) após 48 horas nos três regimes ( A,B e C ), respectivamente, serão 

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); Cálcio 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); Fósforo inorgânico : 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 (1,89) ; 

Fósforo orgânico : 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 solúvel em água: A: 64,4 (20,9), 48,2 (12,4) 

, B: 74,2 (29,9), 49,2 (13,2), C: 33,1 (13,0), 35,0 (18,0); Carboidrato solúvel em 

álcali : A: 39,2 (4,5), 26,4 (5,2) , B : 33,0 (6,3), 23,4 (4,8), C : 29,1 (8,6) , 23,6 

(2,7); Carboidrato insolúvel em álcali: A: 85,9 (14,7), 54,4 (12,0), R 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); Proteínas: A 

: 480, 3 (39,1) , 438,3 (44,6) , B : 494,2 (46,3 ) , 433,1 (53,6) , C : 541,7 (55,0 ) , 

434,2 ( 45,5). 

MORENO & MARGOLIS, 1988, fizeram um estudo no qual a 

composição do fluído 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 não comeram ou 

beberam por pelo menos 1 hora antes da coleta da placa. As amostras de placa de cada 

grupo foram agrupadas (pool) sob óleo mineral em pequenos tubos de centrífuga e 

centrifugados a 37.000 g por uma hora a 4°C. Os sobrenadantes foram então 

combinados sob óleo mineral e centrifugados a 5000 g (4° C) por 15 minutos. Os 

resultados mostraram que a composição inorgãnica do fluido da placa nos 4 grupos foi 

similar e em acordo com valores relatados por outros investigadores. A composição 

média foi Ca = 7,07± 0,51 nmoi/L; P= 23,2 ±5,3 nmoi!L; Na= 18,6± 2,0 nmoi!L; K= 

85,1 ±5,3 mnoi!L; Mg= 3,9 nmolfL; C! =42,8± 9,0 nmoi!L; F, aproximadamente 

0,004 nmolfL; 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 ácidos predominantes. Foi também demonstrado que a capacidade tampão 

no fluído da placa foi essencialmente relacionado a sua composição de ácidos 

orgãnicos. Entretanto, foi notado que quando o pH inicial no fluido da placa excedeu 

6,5, o fosfato contribuiu significantemente para a capacidade tampão. A contribuição 

de outras moléculas solúveis (proteínas, peptídeos, aminoácidos) em relação à 

capacidade tampão parece ser pequena. Produtos de atividade iônica calculados 

sugerem que o fluido da placa é saturado em relação aos minerais do esmalte. 
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MARGOLIS et al., 1988a , analisaram a composição do fluido da placa 

(em pool) de indivíduos agrupados de acordo com a idade (8 a 11, 14, 17, 18 a 25 

anos) e índice de cáries (livres de cárie, CF, CPOS=O; suscetíveis a cáries, CS, CPOS 

> 1 0). Os voluntários receberam uma profilaxia dental uma semana antes da coleta de 

placa, abstiveram-se de higiene oral por 48 horas, e não comeram ou beberam pelo 

menos uma hora anterior à coleta de placa. As amostras de placas de cada grupo 

foram colocadas sob óleo mineral e centrifugadas (15.000 g) por 45 mínutos em 

temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram analisados para àcidos orgânicos, 

ânions inorgânicos, cátions mono- e divalentes, e valores de pH. Os íons Na+, K+, 

Ca-, Mg++, Cr, e fosfato estavam presentes em todas as amostras. Os ácidos acético e 

propiônico foram predominantes, compreendendo acima de 75% dos ácidos presentes, 

enquanto os ácidos succínico, láctíco, fórmico e butírico estavam presentes em menor 

concentração. Dentro de cada grupo de idade, o valor médio para pH, concentração de 

NH\ , Mg++ e ácido butírico foi significativamente maior para o grupo CF. 

Avaliações indicam que o fluido da placa é supersaturado em relação ao esmalte e ao 

fosfato dicálcio diidratado (Ca.HP04.2H20), com um significativamente maior grau 

de saturação em relação ao esmalte no grupo CF. Esses resultados sugerem que o 

fluido da placa de indivíduos CF tem um maior potencial de remineralização em 

relação ao indivíduos CS. 

CURY, em 1989, discutindo a dinâmica do desenvolvimento da lesão 

de cárie e os mecanismos de ação do flúor, afirma que a cárie dental é conseqüência 

do desequilíbrio entre os fatores de desmineralização e remineralização e que a 

presença de flúor nos fluidos da placa e esmalte pode controlar o desenvolvimento do 

processo de cárie, por inibir o processo de desmineralização e ativar a 

remineralização. 

NEWBRUN, em 1989, descreve que as conclusões prévias 

concernentes ao desempenho da sacarose na etiologia da cárie são baseadas em razões 

epidemiológicas, bem como em estudos controlados em humanos e animais. Outros 

estudos em animais não compararam os itens dietéticos humanos comuns, e sim 
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compararam a cariogenicidades de diferentes carboidratos- amido, sacarose, maltose, 

lactose, fi:utose e g\icose - geralmente adicionados à dieta em forma de pó. Sob tais 

condições, a sacarose, mais do que qualquer outro carboidrato, invariavelmente induz 

mais a lesão do tipo de superficie lisa. O papel chave da sacarose como substrato 

dietético no processo de càrie de superfície lisa pode ser explicado no campo da 

bioquímica. Càrie de superfície lisa depende da aderência da placa dental. Várias 

investigações independentes demonstraram claramente a presença de polissacarídeos 

extracelulares, tanto os glucanos quanto os levanos na placa. Os glucanos, 

particularmente a fração insolúvel em água, podem servir como componentes 

estruturais da matriz da placa, com efeito "adesivo" de certas bactérias ao dente e 

entre si. Os levanos solúveis e alguns dos glucanos solúveis são degradáveis pela 

microbiota da placa e podem funcionar como reservas transitórias de carboidratos 

fermentáveis, prolongando, dessa forma, a duração da produção de ácidos. Esses 

polissacarídeos são sintetizados por enzimas, as quais na maior parte são 

extracelulares ou ligadas à superfície da célula e mostram uma alta especificidade 

para a sacarose como um substrato. As enzimas envolvidas nessa síntese, glicosil e 

fi:utosil transferases, foram isoladas e purificadas de S. sanguis e S.mutans. 

NOBRE dos SANTOS & CURY, em 1989, realizaram um estudo sobre 

a composição inorgânica da placa dental de escolares durante a fluoretação, 

paralisação e refluoretação da água de abastecimento público e obtiveram os seguintes 

resultados: F (nglmg) 21,7, 1,7 e 17,3; Ca ·+ (j.tg/mg) 7,8, 5,5, 4,2; P (j.tg/mg) 9,2, 

9,2, 6,0 respectivamente, em termos de peso seco. As substâncias analisadas foram 

extraídas com HCI04 O,SM. 

WILSON & ASHLEY, em 1990, investigaram a relação entre a 

composição bioquímica da placa dental de superficies lisas e proximais e subseqüente 

incremento de cárie em três anos, em adolescentes. A placa foi coletada no exame 

inicial, e exames clínicos foram realizados em intervalos anuais. As amostras de 

placas foram analisadas para cálcio, fósforo orgânico e inorgânico, carboidrato e 

proteína total. As seguintes frações de carboidratos foram isoladas : fração solúvel em 
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água., solúvel em álcali e insolúvel em álcalL O incremento de cárie de três anos foi 

expresso como o número de novas superfícies cariadas ou restauradas. As 

concentrações de todos os constituintes foi menor na placa proximal, com exceção de 

proteína total. Houve urna correlação positiva entre o peso úmido da placa dental e 

cárie, porém não foi estatisticamente significante. A concentração de cálcio na placa 

de superficíe lisa apresentou uma relação inversa, estatisticamente significante, com o 

incremento de cárie ( p<O,Ol ). Houve evidência para uma direta relação entre 

incremento de cárie e concentração de fósforo orgânico e inorgânico na placa somente 

de superficie lisa (p<0,05} Em contraste, urna relação direta entre incremento de cárie 

total e concentração de carboidrato intracelular alcançou significância estatística 

somente para placa proximal (p<0,05} A análise de regressão indicou que a 

combinação da concentração de cálcio e fósforo inorgânico da placa de superficie lísa 

e concentração de carboidrato intracelular explicou 40% no subseqüente incremento 

de cárie. 

TATEVOSSIAN ( 1990a ), em um estudo de revisão, descreveu que 

a concentração de flúor total na placa varia entre 5 a 1 O ppm (peso úmido). A 

variabilidade de dados na literatura sobre flúor na placa é em parte atribuída à 

problemas analíticos relacionados ao limite de detecção do eletrodo de flúoL Uma 

mudança na classificação do flúor da placa é necessária, uma vez que recentes 

trabalhos indicam que existem 2 pools de flúor na placa: < 5% do flúor total está no 

fluido da placa como íon livre, e a grande porção restante do flúor total é designado 

com flúor ligado (>95%) que pode ser extraído por ácido perclórico 0,5 mol/L Fontes 

de flúor na placa incluem a dieta, saliva e fluído gengival; o esmalte é improvável ser 

fonte regular para flúor na placa, a menos que seja revestido diariamente com 

compostos de flúor lábil, como fluoreto de cálcio, ou liberado pela desmineralização. 

A localização e natureza do flúor não iônico não está estabelecida, mas a presente 

evidência é consistente com uma localização intracelular. Flúor iônico pode ser 

liberado por ácidos produzidos na placa durante a fermentação do açúcar, mas isto 

provavelmente não alcança uma concentração iônica alta bastante por um período de 

tempo suficiente para exercer uma significante inibição da acidogênese da placa. 

Evidências epidemiológicas, mostrando correlações entre concentrações de F na placa 
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e prevalência de cáries, não excluem a possibilidade de efeitos coincidentes do F na 

água 

MARSH & BRADSHAW, em 1990, realizaram um estudo in vitro 

com o objetivo de avaliar o efeito do flúor sobre a estabilidade da comunidade 

bacteriana oral, e seus resultados mostraram que o flúor pode interferir na ecologia da 

microbiota da placa e assim ter uma contribuição significante na prevenção da cárie 

dental. 

De acordo com TATEVOSSIAN, 1990b, de aproximadamente 82% de 

água na placa dental, 30 a 35% é 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 é maior. Este compartimento 

extracelular de água livre auxilia a separação por simples centrifugação. O fluido 

então obtido é chamado fluido da placa. O fluido de placa permeia a bactéria que 

causa cárie dental e inflamação gengiva!, e contém a matéria prima usada e produzida 

pelas bactérias e também os produtos das lesões produzidas no esmalte e na gengiva 

marginal. O fluido da placa tem aproximadamente duas vezes a capacidade tampão da 

saliva em repouso e contribuí por volta de v. com a capacidade tampão total da placa. 

Este autor cita CAREY et al., 1986; MORENO & MARGOLIS, 1988, que afirmam 

que a capacidade tampão do fluido da placa é interesse primário durante as flutuações 

de pH, corno visto na curva de Stephan, porque o pH é urna importante variável na 

determinação do grau de saturação do fluido da placa O grau de saturação irá 

estabelecer o ponto no qual o esmalte sob a placa sofrerá des-remineralização. Sob 

jejum ou condições de repouso, o fluido da placa tem sido calculado ser supersaturado 

em relação ao produto de solubilidade do esmalte. 

MARGOLIS, 1990, durante o simpósio sobre "Fluído da placa e 

propriedades da interface placa/esmalte", apresentou as seguintes considerações: as 

mudanças químicas efetuadas pela fermentação dos carboidratos da dieta por 
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microrganismos específicos na placa são refletidas em mudanças na composição do 

fluido da placa dental. A magnitude de algumas dessas mudanças - por exemplo, 

mudanças na atividade de espécies de ácidos e no grau de saturação em relação aos 

minerais do esmalte - deve, em princípio, estar diretamente relacionada à intensidade · 

do desafio cariogênico. Assim, a importância do fluido da placa é que os resultados de 

mudanças químicas induzidas pela atividade microbiana é refletida no meio, o qual 

está em íntimo contato com a superfície do esmalte, e que este meio é acessível às 

análises químicas e bioquímicas. 

Ao avaliarem o teor de proteínas salivares de 216 indivíduos na faixa 

etária de 18 a 23 anos em dois anos consecutivos, RUDNEY et al., em 1991 

observaram ampla variabilidade. A concentração média ( média ± DP ) de proteína 

total, assim como o valor mínimo e máximo obtido, no primeiro e segundo ano do 

estudo foi 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 

composição do fluido da placa de indivíduos livres de cáries e cáries-positivos após 

exposição à sacarose, realizaram a seguinte pesquisa. A composição de um "pool" de 

fluido da placa a partir de amostras de 5 populações foi determinada antes e em 

tempos selecionados (7, 15, 30 e 60 minutos) após bochecho com sacarose a 10%. Os 

voluntários foram agrupados de acordo com seu índice de cárie (livres de cáries=CF, 

CPOS=O; cáries positivos=CP, CPOS >10). Também foram estudadas amostras 

obtidas de superfícies com manchas brancas e de superfícies íntegras da mesma boca 

de dois grupos adicionais ao grupo CP. O fluido da placa foi isolado por centrifugação 

e analisados para ácidos orgânicos, íons inorgânicos ( cromatografia iônica), e pH 

(microeletrodos). Antes da exposição à sacarose, o fluido da placa do subgrupo CF e 

de superfícies íntegras dos voluntários CP apresentaram maior valor de pH do que as 

amostras do subgrupo CP e de superfícies com manchas brancas, respectivamente; por 

outro lado, a composição iônica foi similar. Fluidos de placa em jejum foram também 

constatados serem supersaturados em relação ao esmalte e ter um grau 

significativamente maior nas amostras CF, sugerindo que o fluido na placa CF tem 



37 

um maior potencial de remineralização do que as amostras CP. Após exposição à 

sacarose, uma rápida diminuição do pH do fluido da placa foi observada, que 

correspondeu primariamente à produção de ácido láctico. Para todos os tempos 

examinados, as médias de pH e grau de saturação do esmalte [DS(En)] foram baixas e 

a concentração de ácido láctico foi maior nas amostras CP do que nas amostras CF; 

diferenças observadas foram estatisticamente significantes aos 7 minutos para pH e 

[DS(En)], e aos 7, 15 e 30 minutos para ácido láctico. Valores baixos de DS(En) 

sugerem que o fludo da placa de indivíduos CP tem um mensurável maior potencial 

cariogênico. A concentração de cálcio também aumentou no fluído da placa, após 

exposição à sacarose e a níveis similares nas amostras de indivíduos CF e CP, apesar 

da significativamente menor produção de ácido nas amostras CF. Estes últimos 

resultados parecem estar associados com achados adicionais de que a placa total do 

subgrupo CF contém significantemente mais cálcio do que as amostras dos indivíduos 

CP. A disponibilidade de íons minerais, como cálcio na placa, pode, portanto, ter um 

importante papel no controle da desmineralização do esmalte. 

MARGOLIS et aL, 1993, realizaram um estudo no qual "pool" de 

amostras de placa foram obtidas de ( 1) superfície coronária de 2 grupos de 

indivíduos livres de cárie (CF); (2) superfície coronária com mancha branca de um 

grupo de indivíduos cárie-positivos (CP) e (3) superfícies de raiz exposta livre de 

cárie (RCF) e raizes de indivíduos cárie-positivos (RCP). As amostras da placa foram 

obtidas antes e 3 minutos após um bochecho de 1 minuto com solução de sacarose a 

0,5, 1, 2, 5 e 10%. O fluido da placa foi então isolado de cada amostra de placa por 

centrifugação e analisada para íons inorgânicos, ácidos orgânicos, e valores de pH. 

Com aumento da concentração de sacarose observou-se: (1) o pH e grau de saturação 

(DS) do fluído da placa em relação aos minerais do dente diminuíram; (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 concentração de ácido láctico no fluido da 

placa aumentou e foi consistentemente maior nas amostras CP e RCP do que nas 

amostras CF e RCF, respectivamente. A composição química do fluido da placa, após 

exposição à sacarose, mostrou correlação com a história da cárie. Esses autores citam 

DffiDIN & SHELLIS, 1989 e VAN HOUTE et al., 1989, que sugerem que o 
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potencial acidogênico da placa in vivo pode também ser influenciado pelos polímeros 

que constituem parte da matriz da placa. Citam como exemplo, evidências que 

sugerem que polímeros tais como o glucano, produzido pelos estreptococos do grupo 

mutans a partir da sacarose, podem aumentar a porosidade da placa pelo aumento da 

distância interbacteriana e efetuar um aumento da difusão do substrato ( sacarose) na 

placa. 

Em um manuscrito sobre arginina desiminase e geração de álcali na placa 

MARQUIS et al., 1994, descrevem o que se segue. As curvas de Stephan mostram 

rápida diminuição no valor do pH da placa após desafio com açúcar e sua elevação 

mais gradual após a queda de produção de ácido pela via glicolítica. A elevação pode 

ser atribuída a vários processos. A difusão de produtos ácidos da placa e na saliva , 

mesmo que seja restringida por camadas estagnantes, é claramente importante e pode 

envolver ácidos protonados, ácidos não protonados e prótons. A influência do 

tamponamento da placa e, em menor escala, da saliva, serve para moderar as 

diminuições do pH glicolítico, mas também reduz os aumentos subsequentes do pH 

As bactérias são os agentes tamponantes predominantes na placa e as curvas de 

titulação ácido-base para a placa são muito similares ás das células bacterianas. O 

fluido da placa também contém substâncias tamponantes (MARGOLIS, 1990 ), mas 

sua capacidade de tamponarnento é muito menor por unidade de volume que a da 

massa bacteriana. Outro fator importante na elevação do pH da placa é o metabolismo 

gerador de base da microbiota. Esse metabolismo é considerado por muitos, como da 

maior importância na cariogenicidade da placa. A principal base na placa é amônia, 

mas pode conter também compostos aminobásicos, como ornitina e poliaminas. As 

fontes identificadas para a amônia incluem a ureólise, as reações de fermentação, e o 

sistema arginina desiminase. 

Em 1994, CAREY et ai. avaliaram a concentração de cálcio no fluido 

da placa dental após desafio cariogênico. Para isso, sete voluntários acumularam placa 

antes da coleta. Amostras de placa supragengival foram coletadas antes e cinco 
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minutos após um bochecho de sacarose 1 O" /o. Os resultados obtidos mostraram que a 

concentração de cálcio total e fosfato não alterou siginificantemente. 

SCHWARTZ et ai., em 1995, efetuaram um estudo para caracterizar o 

perfil eletroforético da saliva total estimulada e não estimulada, em humanos. 

Participaram do estudo 20 indivíduos saudáveis, não utilizando medicamentos. A 

saliva total não estimulada foi coletada pela manhã após 1 noite ou 2 horas de jejum. 

A saliva estimulada foi coletada mastigando-se parafina. As amostras, não 

centrifugadas, foram submetidas a análises de eletroforese dissociante em gel de 

poliacrilamida. Na saliva total foram observados perfis característicos e similares em 

todas as amostras, consistindo de mais de 34 bandas coradas em azul e rosa-violeta. 

Diferenças individuais foram usualmente observadas na intensidade ( ou densidade ) 

das bandas, mas não em número. Amostragens repetidas da saliva total estimulada em 

um período de semanas, do mesmo indivíduo, revelaram notável consistência de perfil 

proteico, indicando estabilidade fisiológica da saliva total. 

De acordo com PERINPANAYAGAM, et ai (1995), os componentes 

de baixo peso molecular na saliva humana permanecem parcialmente caracterizados. 

Portanto, peptídeos de baixo peso molecular (Mr < 3000) têm sido purificados a partir 

da saliva parotideana e caracterizados em relação à sua seqüência de aminoácidos. 

Pelas seqüências obtidas, é provável que esses peptídeos sejam derivados da 

proteólise das proteínas salivares, como as ricas em prolina e estaterina que interagem 

com a hidroxiapatita. Considerando que a saliva parotideana humana é um fluido 

amicrobiano, a maior parte da fração de peptídeos de baixo peso molecular desta 

secreção parece ser derivada do processamento proteolítico de proteínas maiores. 

Devido ao seu pequeno tamanho, estes peptídeos provavelmente estão em troca com o 

fluido da placa dental e podem, portanto, ajudar a modular os fenômenos de 

desmineralização/remineralização, adesão microbiana e metabolismo da placa dental 

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

HUIS in't VELD em 1979, relata que a formação da placa dental é um 

processo extremamente complexo e dinâmico envolvendo muitos fatores 

interrelacionados, nos quais três principais estágios podem ser reconhecidos : 1-

adsorção específica de proteína salivares sobre a superfície dental; 2- adesão inicial 

da bactéria e 3- proliferação e acumulação da bactéria. Durante a formação da placa, 

reações altamente específicas ocorrem entre glicoproteínas salivares, superfícies 

dentais, produtos bacterianos e bactérias, resultando em uma progressão regular na 

composição bacteriana da placa. A síntese de glucanos extracelulares pelos 

Streptococcus mutans, a partir da sacarose, parece ser um dos principais parâmetros 

que promovem o desenvolvimento da placa. Além disso, interações específicas, entre 

bactérias ou entre bactéria e saliva, irão determinar a composição e patogenicidade da 

placa dental 

Segundo van HOUTE ( 1979 ), em seus relatos sobre adesão 

bacteriana na cavidade bucal, evidências indicam que : 1) a adesão da bactéria à 

superfície oral é um pré-requisito para sua colonização na cavidade bucal, 2) a 

localização intra-oral de diferentes bactérias é determinada por suas diferentes 

afinidades aos vários tipos de superfícies orais, 3) a adesão bacteriana, pela influência 

de adesão e acumulação celular, é um importante fator de virulência, 4) interações 

adesivas envolvidas na formação da placa dental podem ser mediadas por polímeros 

extracelulares bacterianos, glícoproteínas salivares, ou ligação direta entre as células, 

5) constituintes da saliva, tais como glicoproteínas de alto peso molecular, podem ter 

um importante papel no "clearance" bacteriano da cavidade bucal pela inibição da 

adesão bacteriana às superficies orais, e 6) as interações adesivas entre tecidos orais e 

bactérias são altamente específicas e podem ser de natureza tipo-lectina. 

De acordo com EDGAR, em 1979, o cálcio pode estar envolvido na formação 

e estabilização da placa pela precipitação de proteínas salivares precedendo a sua 

incorporação na matriz da placa, pela promoção de coesão da placa e pela adsorção de 

proteínas salivares ao esmalte. O efeito do cálcio na coesão da placa foi estudado pela 
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observação do índice de sedimentação, sob gravidade de suspensões de placa em 

tampão. Adição de cálcio, na suspensão de placa, favoreceu a sedimentação, 

presumivelmente pela formação de partículas de maiores dimensões enquanto o 

tamanho da partícula foi reduzido na presença de EDTA Estes resultados suportam a 

hipótese de que cátions divalentes, particularmente cálcio, têm uma parcela na 

manutenção da estrutura da placa por favorecer a coesão entre elementos estruturais 

adjacentes. Os mecanismos fisico-químicos envolvidos neste efeito podem incluir a 

neutralização de cargas negativas sobre a superficie das partículas adjacentes 

( macromoléculas aniônicas salivares ou bacterianas ), reduzindo assim as forças 

eletrostáticas repulsivas entre partículas e favorecendo a floculação, a formação de 

pontes iônicas divalentes entre as macromoléculas carregadas negativamente ou 

efeitos de solvatação. 

CIARDI et al., em 1977, conduziram um experimento para determinar 

o grau de adsorção do ácido lipoteicóico á hidroxiapatita e investigar a influência da 

saliva, íons flúor e fosfato sobre este fenômeno. Os resultados mostraram que o ácido 

lipotecóico extraído de células de linhagens de S. mutans BHT exibiram uma alta 

afinidade pela hidroxiapatita. Os íons fosfato e flúor e em menor extensão a saliva, 

inibiram ou reverteram essa adsorção. Preparações de ácido lipotecóico extracelular 

obtidas a partir de sobrenadantes de culturas da mesma bactéria exibiram propriedade 

similar. Isto sugere que o ácido lipotecóico pode ter um papel significante na 

colonização do dente por bactérias gram-positivas e, portanto, contribui para a 

formação e patogenicidade da placa dental. 

RúLLA et ai., em 1980, considerando que o ácido lipotecóico ( LTA) 

poderia ter importância no aumento da adesividade observada em Streptococcus 

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 presença de xilitol ou glicose nos mesmos indivíduos. Três estudantes participaram 

do presente estudo, os quais foram selecionados por terem formado placa 

abundantemente quando bochecharam sacarose 8x/dia durante 4 dias. Ao início de 

cada série experimental, os dentes dos participantes foram limpos e polidos. Os 

indivíduos bochecharam durante três diferentes períodos com 10 mL de uma solução 

de açúcar 15% (p/v) a cada hora de 8:00 às 22:00 horas. Os açúcares incluídos no 
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teste foram : sacarose, glicose, e xilitoL Após 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 água destilada, que foi aumentado 

posteriormente para 1 O mL e as suspensões preparadas. Paralelamente a este estudo, 

três macacos foram mantidos sob condições préviamente descritas , mas beberam 

água contendo sacrose 15% ou xilitol 15% por dois diferentes períodos de 1 semana. 

Os dentes dos macacos foram limpos no início de cada experimento e a placa coletada 

como descrito acima. Os macacos tinham sido infectados com S. mutans há 

aproximadamente três anos. Para análise de proteínas, foi adicionada à amostra de 

placa NaOH para uma concentração final de IM e a amostra foi levada ao banho­

maria fervente por 1 hora. A análise de proteínas foi realizada pel~ método de 

LOWRY et ai. ( 1951 ) usando soro albumina bovina como padrão. A concentração 

de carboidrato total foi determinada pelo método de DUBOIS et ai. ( 1956 ). Para 

extração deLTA da placa por feno! ( WICKEN et ai., 1973 ), alíquotas da suspensão 

de placa foram misturadas com volume igual de feno! 90% e incubadas por 30 

minutos a 70° C em banho-maria. A mistura foi esfriada em um banho de gelo por 5 

minutos, centrifugada a 1.500 g por 20 minutos a 4° C, e a fase aquosa com o ácido 

teicóico extraído foi pipetada e dialisada contra água destilada a 4° C por 6 horas e 

finalmente contra salina por 24 horas. Foi ainda realizada uma análise de LTA por 

titulação por hemaglutinação. Os experimentos mostraram que bochechos com 

diferentes açúcares produziram comparáveis quantidades de placa em todos 

indivíduos. A quantidade de carboidrato no grupo sacarose mostrou um valor relativo 

mais alto, e a proporção de L TA medida por hemaglutinação foi também 

significantemente maior nos extratos da placa com sacarose. O grupo xilitol 

apresentou maior concentração de proteínas. As análises das amostras de placa dos 

três macacos também mostrou uma alta proporção de LT A em relação ao grupo 

xilitoL Os resultados dos experimentos mostraram que a placa formada na presença 

de sacarose in vivo, em três selecionados formadores de placa volumosa, contém 

significantemente mais LT A extraivel em relação à placa formada na ausência de 

sacarose. Similar observação feita em macacos sustenta a argumentação de que a 

placa formada na presença de sacarose contém substancialmente maior quantidade de 

polímeros tipo LTA. A placa formada na presença de sacrose apresentou alta 

concentração de carboidratos, ao contrário da placa formada na presença de glicose 

ou xilitoL Desse modo, parece provável que o complexo glucano!LTA 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 LIA polianiônicas 

tbrmadas no interior da malha dos glucanos insolúveis podem originar uma alta 

pressão osmótica interna. Isto pode explicar a placa tipo gel, altamente hidratada 

observada em pacientes com alto consumo de sacarose. 

NIKIFORUK, em 1985 , descreve que a formação da placa dental 

requer dois tipos de específicas interações de aderência bacteriana. Primeiro , a 

bactéria adere seletivamente à película adquirida e, em uma segunda fase , acumula­

se via específicas interações envolvendo componentes da matriz da placa e contato 

direto entre as células bacterianas. A alta especificidade desse processo de aderência 

contribui substancialmente para as diferenças na composição bacteriana que existem 

entre placa dental e outros sítios dentro da cavidade bucaL Em acréscimo, estudos 

com bactérias marinhas têm sugerido que duas fases podem estar envolvidas. Quase 

todas as bactérias e todas as superficies naturais, incluindo dente, têm uma carga 

negativa. Na primeira fase de frouxa associação, os organismos parecem ser atraidos à 

superficie pelas forças de van der W alls, mas não ocorre contato firme devido aos 

efeitos repulsivos das cargas eletrostáticas negativas. A segunda fase de adesão resulta 

em uma ligação mais firme e parece envolver substâncias poliméricas sobre a 

superficie da bactéria que liga o organismo à superficie alvo. O material polimérico 

pode ligar-se à superficie pela formação de ligações de hidrogênio, hidrofóbicas, 

iônicas, ou outros tipos, e freqüentemente íons cálcio estão envolvidos. Em adição, as 

bactérias parecem possuir componentes em sua superfície que têm potencial de 

identificação e ligam-se a receptores específicos na película e outros tecidos do 

hospedeiro. Esses componentes são denominados adesinas; e proteínas adesinas que 

ligam a açucares específicos são chamadas lectinas. Outras adesinas que contêm 

moléculas hidrofóbicas podem interagir com resíduos hidrofóbicos em receptores 

específicos. Adesinas, portanto, atuam como códigos pré-formados, os quais 

permitem que 

macromoléculas. 

as células bacterianas reconheçam e tenham aderência às 
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ROLLA et ai., em 1985, discutiram resultados que sustentam o 

conceito de que a enzima bacteriana glicosiltransferase ( GTF ) tem um papel crucial 

na formação da placa induzida por sacarose. A sacarose possui um alto potencial de 

induzir cárie dental ( GUSTAFSSON et ai. 1954 ) maior que a glicose e fiutose, 

apesar do fato destes monossacarídeos originarem tanto quanto ou maior produção de 

ácido pelos microrganismos na placa dental. Admite-se que a cariogenicidade 

particular da sacarose é principalmente assocíada com a alta energia da hidrólise, que 

pode ser utilizada pela bactéria para a síntese de glucanos. Em acréscimo, a GTF 

envolvida na síntese de glucanos a partir da sacarose é responsável pela adesividade 

dos glucanos às superfícies sólidas, mais do que os glucanos por si só ( RÚLLA et al, 

1983 ). A molécula de GTF livre liga-se rapidamente às superfícies sólidas e pode 

então estar hábil a ligar-se à bactéria diretamente ou através de interações entre as 

cadeias dos glucanos com ligações a. (1 ~3) pela enzima adsorvida ou pelas enzimas 

na superfície da célula. Tais interações estabelecem fortes ligações sacarose­

dependente. Em adição, é conhecido que os glucanos insolúveis produzidos pelos 

estreptococos do grupo mutans , na presença de sacarose, são ricos em ligações tipo 

a. (1 ~3). A solubilidade dos g1ucanos depende da proporção dos resíduos de glicose 

com ligações a. (1 ~3) em relação àqueles com ligações a. 1 ~6; um relativo alto 

número de unidades de glicose com ligações a. (1 ~3) proporcionam ao glucano baixa 

solubilidade em água e uma conformidade estrutural que resulta em cadeias rígidas. 

Polissacarídeos com ligações a. (1 ~6) contêm uma ligação extra entre os resíduos , o 

que pemúte uma flexibilidade de rotação às moléculas de glicose. Portanto existem 

razões para se acreditar na formação de placa mediada por sacarose. 

van LOOSDRECHT et ai. (1990 ) citados por SCHEIE, em 1994, 

descreveram uma revisão na qual ilustraram esquematicamente a adesão microbiana 

às superfícies em ambientes aquáticos como uma seqüência de quatro estágios. Isto 

também pode servir como uma representação esquemática da dinâmica do processo de 

formação da placa. O primeiro estágio envolve o transporte inicial de uma bactéria à 

superfície dental. Contato ao acaso pode ocorrer, por exemplo, através de movimentos 

Brownianos, sedimentação de microrganismos, fluxo líquido, ou movimentos ativos 

dos microrganismos. O segundo estágio é a adsorção inicial reversível , que é 
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vulnerável para promover adesão firme e resulta da interação entre as forças atrativas 

de van der Walls e interações eletrostáticas repulsivas. Essas interações são 

influenciadas pela força iônica e pH do meio. Uma vez que estas forças tenham sido 

dominadas, acredita-se que as características biológicas da película adquirida e 

superficies microbianas se tornem determinantes para a firme adesão subseqüente, a 

qual constitui o terceiro estágio. A firme adesão é seguida pela colonização superficial 

e formação do biofilme, que eventualmente alcança o ponto culminante da 

colonização da placa dental. 

De acordo com MARSH, em 1994, em um manuscrito sobre ecologia 

microbiana da placa dental e seu significado na saúde e doença, a placa dental se 

forma naturalmente sobre os dentes e isto é benéfico para o hospedeiro por ajudar a 

prevenir colonização por espécies exógenas.A composição bacteriana da placa 

permanece relativamente estável apesar da regular exposição às perturbações 

ambientais. Esta estabilidade ( homeostasia microbiana ) é devido, em parte, a um 

equilíbrio dinâmico de interações microbianas antagônicas e sinérgicas. Entretanto, a 

homeostasia pode ser quebrada, levando a mudanças no equilíbrio da microbiota, 

portanto predispondo sítios para a doença. Por exemplo, em termos de 

cariogenicidade, a freqüente exposição da placa a pH baixos induz a inibição de 

espécies ácido-sensíveis e a seleção de organismos acidúricos, tais como 

estreptococos do grupo mutans e lactobacilos. De uma forma similar , acúmulo de 

placa em torno da margem gengiva! induz uma resposta inflamatória do hospedeiro e 

um aumento do fluido crevicular gengiva!. A microbiota subgengival é substituída 

por gram -negativos e anaeróbios. Este ponto de vista tem sido incorporado como 

uma hipótese modificada (Hipótese da Placa Ecológica ) para explicar a relação entre 

a microbiota da placa e o hospedeiro na saúde e na doença. 

BURNE, em 1998, em uma revisão, descreve que o aspecto principal 

para a iniciação e progressão das doenças bucais é a formação de biofilmes sobre as 

superficies da cavidade bucal ( MARSH & BRADSHAW, 1995). Evidências atuais 

sustentam a idéia de que a placa dental patogênica não se forma espontâneamente. 

Tem sido reconhecido que a formação da placa é um processo heterogêneo, no qual 
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placas cariogênicas crescem e mudam em resposta às pressões ambientais. Embora os 

eventos principais na formação da placa tenham sido referidos ( formação da película, 

colonização e maturação ), a atribuição destas discretas fases, que na realidade são um 

processo que se desenvolve continuamente, parece artificial. Macromoléculas estão 

sendo continuamente depositadas nos biofilmes, e os filmes produzem suas próprias 

macromoléculas. Atividades metabólicas, especialmente proteases e glicosidases, 

certamente ditam a disponibilidade dos receptores e assim, podem influenciar o 

recrutamento de bactérias planctônicas para a placa, ou mediar a liberação de 

organismos a partir dos biofilmes. Atividades metabólicas antagônicas e sinérgicas 

das bactérias da placa influenciam o desenvolvimento da placa e fomentam gradientes 

químicos e nutricionais no interior dos biofilmes. Outras causas podem influenciar as 

atividades biológicas e composição dos filmes em desenvolvimento, incluindo acesso 

à saliva, disponibilidade de oxigênio e forças mecânicas. Até o momento, tem-se um 

entendimento superficial dos eventos fisiológicos e moleculares que determinam se a 

placa vai permanecer inócua ou patogênica. Nesta àrea é que a integração da genética 

molecular, bioquímica e fisiologia microbiana e técnicas fisico-químicas irà 

esclarecer os eventos nos biofilmes necessàrios para o desenvolvimento da càrie. 
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3.2- MODELOS EXPERIMENTAIS PARA AVALIAR A RELAÇÃO 

DIETA- PLACA DENTAL- CÁRIE 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. Após 70 dias sob as dietas testes, os 

animais foram sacrificados e avaliados quanto ao índice de cárie. Colônias facilmente 

identificadas dos estreptococos implantados foram observadas em grande número nas 

placas de ágar mitis salivarius em amostras da cavidade bucal de animais sob dieta 

com sacarose. Nos animais sob dieta com glicose poucas colônias puderam ser 

encontradas. Na dieta com sacarose, o índice médio de cárie foi de 166± 3, e as lesões 

foram frequentemente observadas nas superfices lisas vestibular e lingual sem relação 

com os sulcos. Na dieta com glicose os animais apresentaram um índice médio de 4,6 

± 0,5 dentes cariados, e as lesões ocorreram principalmente no sulco oclusal. Os 

autores concluíram que estreptococos pouco induzem cárie em animais alimentados 

com uma dieta contendo glicose. Para essas bactérias, a sacarose parece ser um fator 

que determina sua importância no desenvolvimento de cárie. 

CHARLTON et ai., em 1971, avaliaram a atividade do íon hidrogênio 

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 condições descritas por KEYES & JORDAN (1964). Todos os animais tinham 

aproximadamente a mesma idade e peso. Antes do início do estudo eles foram 

infectados oralmente com tipos epecíficos de bactérias e foram mantidos sob Dieta 

2000 (KEYES & JORDAN, 1964), que contém 56% de sacarose. O grupo 1 foi 

infectado com linhagens de Streptococcus mutans Sl-1 obtidas de humanos e 

conhecidas como cariogênicas em hamsters; grupos 2 e 3 com linhagens de S. mutans 

E-49, obtidas de hamsters e conhecidas como cariogênicas em hamsters. O grupo 4 

foi infectado com Odontomyces viscosus, linhagem T -6, um organismo filamentoso 

que produz alto índice de placa na área gengiva!, mas não induz cárie coronária em 

hamsters (KEYES & JORDAN, 1964). O grupo 5 permaneceu como controle não 

infectado. Após moderadas quantidades de placa terem se desenvolvido sobre o dente, 
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os índices de mudança na atividade do íon hidrogênio foram avaliados na placa 

durante a fermentação de soluções de vários açúcares. Um microeletrodo de vidro foi 

localizado na placa na superficie palatina do segundo molar superior. Após uma 

leitura regular ter sido obtida, uma gota (aproximadamente 0,02 rol) de uma solução 

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 período de 20-30 minutos 

ou até o valor de pH ter estabilizado por um período de 5 minutos. As leituras de pH 

foram convertidas para atividade de íon hidrogênio e traçadas contra o tempo. As 

curvas mostraram uma relação linear obtida nos períodos de 2 e 4 minutos. Esse 

procedimento foi repetido com uma gota de solução de glicose a 50% no molar do 

lado oposto, utilizou-se ainda uma gota de açúcares diluídos 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 infecção com S. mutans SI-I fermentou soluções 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 e nos animais não 

infectados. Embora tenha havido considerável variação entre os animais no índice 

máximo de produção de ácido, as leituras foram geralmente similares para glicose ou 

sacarose. A comparação de produção de ácido, utilizando soluções de frutose 2,5% ou 

sacarose 2,5% em hamsters infectados com S. mutans E-49, indicou que a frutose foi 

convertida para ácido um pouco mais lentamente do que a sacarose. Similares 

obseervações têm sido relatadas em estudos com macacos (BOWEN, EASTOE e 

COCK, 1966). Entretanto, a relativa habilidade desses carboidratos para servir como 

substratos para produção de ácido não está em correlação com sua eficácia relativa 

como substratos caríogênicos da dieta, indicando que fatores adicionais estão 

envolvidos no desenvolvimento de cáries em hamsters. 

KOLOURIDES et a!., em 1976, estudaram nove açúcares e açúcar­

álcoois quanto a seus efeitos em cárie experimental com um teste intraoral de 

cariogenicidade ( ICT ), utilizando blocos de esmalte bovino. Foram selecionados 

voluntários usuários de próteses parciais removíveis, com espaços edentulos 

posteriores bilaterais, oferecendo assim condições de comparar dois substratos ao 

mesmo tempo. Os nove substratos testados ( frutose, glicose, lactose, manitol, 

melibiose, rafinose, sorbitol, xilitol, xilose ) foram preparados em concentrações de 
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3%. As soluções foram aplicadas nove vezes ao dia, usualmente 9:00, 11:00, 14:00, e 

16:00 horas sendo nesses tempos as próteses removidas da cavidade bucal e colocadas 

em um recipiente contendo dois compartimentos, um contendo solução controle 

(sacarose 3%) e outro o substrato a ser testado, por um período de dez minutos. Após 

uma semana de exposição a cada experimento, os blocos foram removidos e avaliados 

quanto à extensão de desmineralização com testes de dureza superficial e subseqüente 

microrradiografia. Os resultados obtidos não mostraram diferenças detectáveis no 

efeito da glicose, frutose, e rafinose no teste intraoral de cariogenicidade; Iactose, 

manitol, melibiose e sorbitol foram significantemente menos cariogênicos em relação 

à sacarose ( p<O,OS ), enquanto xilose e xilitol foram não cariogênicos. 

OSTROM & KOLOURIDES, em 1976, investigaram a aplicabilidade 

do teste intraoral de cariogenicidade ( ICT ) em indivíduos jovens com dentição 

completa, utilizando um dispositivo ortodôntico para incluir os blocos de esmalte. Os 

blocos foram revestidos com gaze Dacron para aumentar o acúmulo de placa , assim 

como permitir a retenção da placa. Dependendo das condições de cada delineamento 

experimental, os voluntários foram instruídos a utilizar substratos, por imersão 

( extraoralmente ) dos blocos de esmalte de cada flange em soluções experimentais. O 

período de imersão foi dez minutos , quatro vezes ao dia. Para compensar o potencial 

das variáveis entre os lados direito e esquerdo da boca, cada lado foi utilizado 

alternadamente como controle ou experimental, nas sucessivas semanas, em cada 

série do experimento. O teste de dureza Kentron, com carga de SOOg, foi utilizado 

para medir a severidade das lesões de esmalte pela variação de penetração, em J.lm. O 

experimento foi dividido em três estudos, a saber : Estudo 1- Variabilidade individual 

- o ICT de sete dias ( com suplementação de sacarose extra-oral ) foi realizado em 

períodos de seis meses, até mais de hum ano; Estudo ll- Influência das práticas 

preventivas - para esta avaliação uma série de testes foi conduzida em dois 

indivíduos, em períodos de 14 dias, a saber : a) em cada voluntário, dois testes foram 

conduzidos para obter uma medida de atividade individual no ICT, para subsequente 

comparação com o que foi induzido pelas mudanças nos hábitos; 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 açúcares da dieta, sendo os 

voluntários orientados a abster-se do consumo de lanches, com açúcar, entre as 
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refeições, e a continuar a imersão extra-oral em sacarose e água dos blocos do 

dispositivo. Estudo III - efeitos comparativos dos substratos suplementares -

comparou-se a cariogenicidade da sacarose e sorbitol por suplementação extra-oral. 

Os resultados mostraram que o grau de cárie experimental desenvolvida sobre os 

blocos de esmalte demonstraram ser característico de cada indivíduo. Os fatores 

testados neste estudo mostraram que a higiene oral pessoal, ou restrição de açúcares 

da dieta , reduziram a severidade das lesões no esmalte. 

TURTOLA, em 1977, investigou, in vitro, o efeito de uma placa 

artificial sobre a dureza superficial do esmalte e penetração do flúor. Células lavadas 

de Streptococcus sanguis foram utilizadas para formar placa artificial sobre a 

superfície do esmalte bovino e incubadas em soluções tampões, pH inicial 6,0, por 36 

horas a 37 ° C. A diminuição da microdureza superficial do esmalte sob placa 

fermentante poderia ser prevenida com flúor. O esmalte sob uma placa fermentante 

adquiriu significantemente mais flúor em relação ao esmalte sob uma placa não 

fermentante. Na placa fermentante, o pH diminuiu significantemente mais na ausência 

do flúor (p<O,Ol) do que na sua presença. O flúor combinado com a sacarose 

aumentou a dureza em relação ao valor original. A difusão de flúor através de uma 

placa artificial fermentante foi mais rápida do que através de uma placa não 

fermentante. Estes achados sugerem que as circunstâncias que contribuem para o 

desenvolvimento da cárie podem promover absorção de flúor pelo esmalte. 

COLMAN et ai., em 1977, estudaram os efeitos da sacarose, fiutose, e 

uma mistura de glicose + fiutose sobre a incidência de cárie dental em macacos 

(MFascicularis). Os animais tinham menos de dois anos de idade, com todos os 

dentes decíduos erupcionados, mas nenhum dos permanentes tinha erupcionado, e 

estes dentes estavam então livres de cáries. Durante um período de 40 dias a dieta foi 

composta de água, ovo cozido, uma fatia de pão branco e uma banana. Por todo o 

período 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 

sanduíche de pão branco contendo Complan (Giaxo), confeitos e uma pequena 

quantidade de geléia ou pasta de amendoim, uma banana coberta com açúcar, um ovo 
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ou cenoura cozida, e quatro suplementos de 25 g de açúcar. Água ad libitum 

contendo 2,5 % de sacarose foi fornecida diariamente. Nos finais de semana foi dado 

aos animais, diariamente, um sanduíche como descrito acima, uma porção de açúcar 

confeitado, 20 g de queijo, 15 g de tâmaras sem caroço e de água não adoçada. Os 

animais testes receberam, dependendo do experimento, frutose ou uma mistura 

equimolar de glicose e frutose em substituição ao açúcar confeitado, e o sanduíche 

continha complementos sem sacarose. Em todos os grupos, o açúcar em maior 

quantidade na dieta foi aquele dado nos quatro suplementos diários, mas todos os 

animais assimilaram em seus alimentos vários outros açúcares além do açúcar teste. 

Assim, os animais que não recebiam suplementos com sacrose tinham alguma 

ingestão de sacarose em bananas, biscoitos, geléia, tâmaras, cenoura e manteiga de 

amendoim, enquanto os controles suplementados com sacarose poderiam ter recebido 

frutose em bananas e tâmaras. Os resultados mostraram que as lesões desenvolvidas 

não foram marcadamente diferentes entre os grupos teste e controle. A frutose foi um 

pouco menos cariogênica que a sacarose, mas a mistura de glicose+frutose não foi. A 

explicação para este achado foi que a placa formada na presença de sacarose tem 

poucas bactérias I volume (CARLSSON & SÜNDSTRÓM, 1968) ou que a bactéria 

pode metabolizar mais facilmente monossacarídeos do que dissacarideos. 

Em 1981, MlNAH, et al., examinaram a sucessão microbiana, 

cariogenicidade experimental, e metabolismo da sacarose em placas dentais 

desenvolvidas sobre esmalte bovino em dispositivos palatinos de acrílico. Os 

dispositivos foram usados por um período de 14 dias por 20 voluntários humanos, 

sendo 1 O livres de cárie e 1 O susceptíveis à cárie. Dos seis blocos inseridos nos 

dispositivos de acrílico , três foram expostos extraoralmente à sacarose 10% em 

salina 0,85% 6X/dia , e três foram expostos simultaneamente à salina 0,85% como 

controle. As respostas das placas ao ambiente com alta concentração de sacarose em 

ambas situações de cárie foram comparadas. As placas expostas à sacarose de 

indivíduos livres de cáries induziram menores mudanças na microdureza do esmalte, e 

formaram menos ácido lático a partir da sacarose [14C] durante uma incubação de 60 

minutos a 3iC , quando comparadas às placas dos indivíduos susceptíveis a cáries. O 

experimento revelou consistentes diferenças na resposta ecológica à um substrato 

cariogênico no ambiente das placas das duas populações, com placas dos indivíduos 
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livres de cáries exibindo menor potencial cariogênico em relação aos indivíduos 

suscetíveis à cárie. 

LUOMA et al., em 1983, desenvolveram um experimento avaliando a 

dureza do esmalte bovino e sua concentração de Ca, P, Mg e F modificada por placa 

dental artificial ( Streptococcus mutans ) e flúor. Para isso, uma camada de células a 

partir de uma suspensão de Streptococcus mutans ( pH 5,8 ), com ou sem sacarose , 

foi centrifugada sobre a superfície de blocos de esmalte bovino. Foi adicionado flúor a 

uma parte das amostras ( F final 25 ppm ). Amostras para testes e controles foram 

incubadas a 37° C por 18 horas. O pH da placa fermentante caiu para 4, 15. Quando o 

flúor estava presente, o pH final foi 4,45 . A microdureza da superfície do esmalte foi 

reduzida pela presença de sacarose, mas menos na presença de flúor. Durante a 

fermentação, cálcio foi liberado pelo esmalte, mas somente para o fluido e uma 

menor liberação ocorreu na presença de flúor. A relação por peso de Ca e P liberados 

pela fermentação do açúcar foi 3,14 e 1,91 quando o flúor estava presente. A 

concentração de flúor na superficie do esmalte foi somente levemente aumentada 

( 130 ppm ) pelo flúor na água destilada sozinha sendo que a subsuperfície do esmalte 

ganhou mais flúor ( 280 ppm ). Quando a placa artificial estava presente, a adição de 

flúor aumentou a concentração de flúor na superfície do esmalte para 450 ppm e na 

sub superfície para 21 O ppm. A adição de F aumentou a concentração de flúor em uma 

maior extensão sob placa fermentante, 680 ppm na superfície e 400 ppm na 

subsuperfície do esmalte, comparados aos valores do esmalte sob a placa não 

fermentante. 

Em 1983, BRUDEVOLD et al. avaliaram o potencial de 

desmineralização do esmalte por carboidratos da dieta. O teste envolveu cinco 

voluntários utilizando dispositivos palatinos contendo oito blocos de esmalte bovino. 

Os blocos foram cobertos com uma camada de células de Streptococcus mutans, e a 

desmineralização foi avaliada por mudanças na permeabilidade do iodo ( Ip ) ao 

esmalte. Os açúcares testados incluíram sacarose, frutose, glicose, lactose, maltose e 

galactose. Foram realizados bochechos com 15 mL de uma das soluções de açúcar 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 após o 

término do teste, e as diferenças entre estes (A Ip ), expressas como x 10·10 moi de 

iodo, foram calculadas para cada bloco. A extensão de desmineralização foi simlar 

para fiutose, glicose e sacarose, menos para maltose, e mínima para galactose. 

GRAF, em 1983, realizou um experimento in vivo no qual combinou 

medidas do pH da placa com mudanças na microdureza do esmalte e análise da 

composição microbiana da placa. Fizeram parte do estudo 02 voluntários, usuários 

de prótese parcial removível. Foram fixadas na superficie vestibular das próteses um 

microeletrodo de vidro e seis blocos de esmalte. Os eletrodos e os blocos foram 

subseqüentemente revestidos com gaze Dracon. Os blocos de esmalte foram obtidos 

de pré-molares extraídos por razões ortodônticas, que foram cortados (2 x 2 mm), 

polidos e montados em uma peça de acrílico de tal forma que pudessem ser 

removidos das próteses para testes de microdureza. A dureza Knoop foi calculada a 

partir de impressões com diamante, com carga de 100 g por 30 segundos. A dureza 

inicial foi avaliada antes do irucio do experimento. O experimento consistiu de 02 

períodos de 02 semanas. No início de cada período do experimento, a superficie do 

eletrodo de vidro e os blocos de esmalte estavam livres de cárie. Os voluntários 

submeteram-se a uma dieta balanceada e fornecida pelo hospital universitário. A 

dieta do primeiro experimento (2 semanas) apresentava quantidades mínimas de 

sacarose ( 2-6 gldia). No segundo experimento utilizou-se uma alta ingestão de 

sacarose (50-80gldia). Os voluntários escovaram seus dentes lx/dia com dentifrício 

não fluoretado, enquanto a prótese era removida e mantida em ambiente úmido 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 influência quantitativa do 

ataque ácido, OS valores de pH foram convertidos para concentração de íon 

hidrogênio. Os resultados obtidos mostraram que, durante as 2 semanas de dieta rica 

em sacarose, um alto ataque ácido cariogênico calculado pela concentração de íons 

hidrogênio foi associado com uma marcante diminuição progressiva da microdureza 
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do esmalte. A dieta probre em sacarose mostrou baixa concentração de íon 

hidrogênio, entretanto a diminuição da microdureza do esmalte foi baixa somente 

durante a primeira semana. 

Em 1985, HORTON et aL realizaram um estudo no qual ratos 

gnotobióticos foram monoinfectados com Streptococcus mutans NCTC 10832, 

Streptococcus salivarius 1MB ou Streptococcus milleri NCTC 111169, e mantidos 

sob uma dieta rica em carboidratos contendo sacarose, glicose ou amido de milho, por 

21 dias. Os animais desenvolveram cárie de fissuras em todas as combinações de 

linhagens de estreptococcus e carboidratos, exceto com amido de milho e 

Streptococcus salivarius 1MB. A incidência de cárie foi maior com Streptococcus 

mutans NCTC 10832. Para todas as espécies, o grau de potencial cariogênico por 

carboidrato foi sacarose > glicose > amido de milho. 

ESSIG et aL, em 1985, avaliaram as mudanças 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 próteses, os quais 

foram revestidos com uma gaze Dacron para favorecer a colonização bacteriana. 

Soluções de sacarose, sorbitol, e xilitol 3% foram utilizadas para imersão dos 

dispositivos 4X!dia, durante 1 O minutos cada durante sete dias, e os resultados foram 

comparados com experimentos iniciais ( não imersão diária ). O pH das amostras de 

placa do primeiro e sétimo dia do ICT foi medido com eletrodo de antimônio A 

desmineralização do esmalte foi avaliada com medidas de microdureza. O desafio 

cariogênico causou diminuição do pH tanto na placa-inicial como na placa imersa em 

sacarose. O desafio com sorbitol e xilitol não diminui o pH da placa. Comparado com 

as medidas iniciais, a imersão em sacarose causou desmineralização do esmalte; o 

mesmo não 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 IB-1600 na alteração do potencial de 

desmineralização de placa artificial foi avaliado com um teste intraoral de 

desmineralização do esmalte ( TIDE) por ZERO et a!. em 1986b. As amostras de 

placa artificial foram preparadas a partir de células cultivadas em meio Todd-Hewitt 

( THB ) suplementado com várias concentrações de sacarose e pela mistura de células 

crescidas em THB com proporções crescentes de MME ( THB aquecido + S + células 

cultivadas ). As amostras foram ainda avaliadas para densidade celular ( conteúdo de 

DNA ) e acidogenicidade in vitro (pH) , assim como para alterações no pH in situ 

durante um teste intra-oral após um bochecho de glucose 10%. Um aumento na 

proporção de MME relativo à densidade da célula foi associado com um aumento na 

desmineralização do esmalte. Isso tendeu a modificar quando o índice de células foi 

menor do que 1:19. Os dados do pH intra-oral sugerem que a presença de MME pode 

aumentar a desmineralização do esmalte pela alteração das propiedades de difusão 

pela placa. 

ZERO et ai em 1986a , desenvolveram um experimento no qual blocos 

de esmalte bovino foram cobertos por uma camada de placa bacteríana (crescida em 

meio de cultura) e montados em dispositivos palatinos de voluntários humanos, para 

estudar os efeitos da produção de ácido a partir de substratos bacterianos endógenos 

sobre o pH da placa e desmineralização do esmalte. As variáveis foram células com e 

sem substrato endógeno, bochechos com solução de glicose 10% ou sacarose 10%, ou 

não uso de bochechos e o tipo de microrganismo. A produção de ácido a partir de 

substrato endógeno por Streptococcus mutans IB-1600, devido, pelo menos em parte, 

à degradação intracelular do glicogênio, causou uma marcada e prolongada queda de 

pH e significante desmineralização do esmalte. Um similar ,mas menos pronunciado 

efeito foi obtido com espécies de Streptococcus mitis, Streptococcus sanguís e 

Actinomyces viscosus. Assim, a produção de ácido por fontes endógenas pelas 

bactérias da placa pode ser importante na etiologia da cárie dental. 
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KASHKET & AHERN, em 1989, investigaram a correlação entre 

alterações físicas no esmalte dental e mudanças na penetrabilidade ao iodo seguinte à 

desmineralização intra-oral ou in vitro. Para a desmineralização in vitro, blocos de 

esmalte bovino foram colocados individualmente em tampão lactato ( pH 4,3 ) 

contendo 25 mM CaCh e 10 mM KHz P04 por até quatro dias. A penetrabílídade aos 

íons iodo ( delta Ip ) aumentou em grande extensão com o tempo. Graficamente, a 

microdureza exibiu uma pronunciada curvatura , com delta Ip elevando rapidamente 

em profundidade de indentação maior que 2,5 ~m. Microrradiografía e microscopia 

de luz polarizada demonstraram lesões subsuperfíciais coincidentes somente com o 

maior valor de delta Ip. A desrnineralização limitada durante os períodos iniciais, 

portanto, foi associada com mudanças mínimas próximas ou na superfície dentaL A 

desmineralização produzida intraoralmente nos indivíduos que bochecharam sacarose 

5% foi acompanhada pelo aumento no delta Ip, mas não por mudanças na 

microdureza superficial ou aspecto microscópico do esmalte. Isso mostrou que, nessas 

condições, a desmineralização foi limitada à superfície e correspondeu a fases bem 

iniciais de formação da lesão. 

ZERO et ai., em 1990, realizaram um estudo no qual a relação entre o 

teste de permeabilidade do iodo ( IP ), teste de microdureza superficial do esmalte 

(MSE ), e desmineralização do esmalte analisada quimicamente como perda mineral 

foi investigada utilizando blocos de esmalte bovino. Períodos de desmineralização de 

O (controle) e 5,15, 30,e 45 minutos usando lactato 0,05 moVL ( pH 4,75 ) foram 

selecionados para assemelhar o desafio ácido que ocorre durante o teste intraoral de 

desmineralização do esmalte. A perda mineral encontrada ( Ca e P04) foi diretamente 

proporcional ao tempo de dissolução (r=0,95). Variação ( ô. ) na IP e MSE 

aumentaram linearmente com o passar do tempo ( r= 0,58 e 0,64 ), respectivamente e 

foram similarmente relacionadas à perda mineral ( r= 0,60 e 0,65, respectivamente ). 

A correlação entre delta IP e delta MSE foi 0,55. Quando maiores períodos de 

desmineralização ( 60,120,e 240 minutos) foram incluídos, a correlação 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 estágio inicial de dissolução do esmalte. 
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MELLBERG et aL, 1990 , estudaram o efeito da espessura da placa 

sobre a progressão de lesões artificiais de cáries in situ. Para isso, oitenta cortes finos 

de esmalte com lesões de cáries artificiais foram implantados na superficie vestibular 

dos molares ( em próteses parciais removíveis de dez voluntários ) e recobertos com 

uma tela de aço para permitir acúmulo de placa. A tela foi colocada em contato direto 

com a superficie de esmalte em metade das lesões e 0,5 mm acima das lesões em 

outra metade, facilitando assim formação de amostras de placas finas e espessas. 

Seguindo duas semanas de uso de dentifrício não fluoretado, as lesões foram 

analisadas para alteração mineral por microrradiografia quantitativa. Significante 

perda mineral foi observada nas lesões de ambos os grupos, mas a perda foi duas 

vezes maior no grupo com placa espessa. 

KASHKET & Y ASKELL, em 1990, desenvolveram estudo com um 

sistema de desmineralização intra-oral para determinar se cálcio e fosfato inorgânico 

(Pi) acumulam na placa durante a desmineralização ativa do esmalte. Blocos de 

esmalte bovino foram cobertos com S. mutans e fixados em dispositivos palatinos 

usados pelos voluntários humanos. A desmineralização foi determinada como 

mudança na penetrabilidade do iodo (delta Ip) no esmalte. Cálcio e fósforo foram 

determinados nos espaços extracelulares da placa sintética. O delta lp aumentou com 

o tempo após administração de bochechas contendo sacarose 5% ( p/v ), enquanto o 

pH da placa caiu e então retomou à neutralidade. O cálcio aumentou para 10,9 ± 2,8 

mmol/L aos 30 minutos, enquanto o cálcio iônico e fosfato inorgânico aumentaram 

3,0 ± 2,1 e 9,5 ± 3,1 mmol/L, respectivamente. A proporção Ca:P foi de 1.15. 

Bochechas com sacarose a 10% ( p/v ) deram resultados similares. As concentrações 

de Ca e Pi foram consideravelmente maiores do que na saliva. Acúmulos de 

constituintes minerais mostraram ser dependentes da atividade metabólica do S. 

mutans na placa, e em experimentos nos quais blocos de esmalte foram substituídos 

por blocos de acrílico, a concentração de Ca e Pi foi 2,5 ± 0,6 e 6,6 ± 2,4 mmol/1, 

respectivamente demonstrando que a maioria do cálcio e aproximadamente um terço 

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 retenção 

de glicose e ácidos orgânicos produzidos por uma placa contendo glucano( PG ) e 

uma placa não contendo glucano ( PNG ) utilizando um modelo intra-oral de 

desmineralização 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 

voluntários 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 após o bochecho, 1, 5, 10, 15, 

30, e 45 minutos foram avaliadas separadamente. Imediatamente após cada período 

teste, as amostras de placa foram divididas em porções superficial ( S ) e profunda (P ) 

e analisadas quanto ao peso, pH, glicose e ácidos orgânicos. Para PG após cinco 

minutos a média ( DP ) da concentração ( nmollmg peso úmido ) de glicose e lactato 

foi 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 presença de glucano aumenta o índice de difusão 

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

ZERO et al. , 1992, abordaram a questão da espessura da placa e 

difusão do açúcar utilizando um modelo intra-oral de desmineralização. O modelo 

consiste em um dispositivo contendo oito blocos de esmalte recobertos por placa 

teste, preparada através de culturas de S. mutans. O tempo do teste foi de 45 minutos 

e iniciado após um bochecho de sacarose 10%. A mudança na microdureza superficial 

do esmalte bovino foi usada como uma medida indireta da extensão da 

desmineralização do esmalte correspondendo às 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, desmineralização foi detectada somente na espessura de 

0,5 mm, enquanto a placa com glucanos resultou em desmineralização em todas as 

espessuras de placa. Os resultados mostraram que a presença de glucanos aumenta o 

índice de difusão do açúcar e produção de ácido na camada mais profunda da placa 

adjacente à superficie dental, levando à desmineralização do esmalte dentaL 
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ARENDS et a!., em 1992, desenvolveram um estudo no qual 

apresentam dados sobre a desmineralização do esmalte humano, in situ, em função do 

período de desmineralização. Assim, lesões incipientes no esmalte foram 

desenvolvidas experimentalmente através do crescimento de placa sobre esmalte 

humano íntegro como descrito previamente (DIJKMAN et al., 1986) por períodos de 

quatro e oito semanas. O procedimento experimental contou com onze participantes 

utilizando próteses inferiores com quatro blocos posicionados 1 ,5 mm abaixo da 

superficie de resina. Durante o experimento, os voluntários não escovaram os dentes e 

utilizaram dentifrício não fluoretado. Determinação microrradiográfica foi realizada 

no esmalte íntegro e após o estudo in situ. Dois parâmetros rnicrorradiográficos, 

profundidade da lesão (!lm ) e perda mineral ( tlZ, f.!rnlvoL% ), foram determinados. 

Além disso, foram realizadas micrografias por microscopia eletrônica das lesões, após 

os cortes microrradiográficos. Os resultados mostraram que para desmineralização do 

esmalte in situ, os parâmetros profundidade da lesão assim como perda mineral 

variam linearmente com o tempo de desmineralização. Isto é ao contrário da formação 

de lesão in vitro, onde a terceira potência, ou potência ao quadrado da profundidade 

da lesão é linearmente relacionada ao tempo de desmineralização. Concluindo, este 

autor indica que : a) a desmineralização in situ é completamente diferente da 

desmineralização in vitro utilizando soluções artificiais; b) o passo determinante para 

o processo de desmineralização in situ é o processo de dissolução influenciado por 

inibi dores na superficie dos cristalitos do esmalte; c) a concentração de inibi dores in 

situ ( flúor, proteínas etc. ) originários do fluido da placa, saliva e esmalte deve ser 

alta, e d) a desmineralização in situ provavelmente ocorre nas áreas interprismáticas. 

LINGSTROM et al., em 1994 em um estudo cruzado determinaram o 

potencial cariogênico de alimentos contendo amido como lanches entre as refeições. 

Isso foi realizado pela medida de desmineralização do esmalte e dentina de humanos 

assim como pelo pH da placa dental in situ. Oito voluntários usuários de próteses 

mantiveram 2 blocos de esmalte e 2 de dentina fixados na região de molares de suas 

próteses inferiores. O estudo consistiu de três periodos teste, de 21 dias cada, em 

ordem casualizada: 1) consumo de alimentos contendo amido, 12-15 x/dia, em adição 
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à dieta normal (período amido); 2) consumo de produtos com sacarose, 12-15 x/dia, 

em adição à dieta normal (período sacarose); 3) não adição de produtos à dieta 

normal (controle). O amido e sacarose aumentaram a desmineralização do esmalte e 

dentina quando comparados com o período controle. O pH da placa, durante 60 

minutos após um bochecho de 1 minuto com sacarose a 10%, foi menor em todos os 

tempos após os períodos amido e sacarose comparado com o período controle. 

RANKINE et al., em 1996, realizaram um estudo com o objetivo de 

determinar a fonte de cálcio e fósforo na placa dental , avaliando a concentração 

desses íons, assim como medição do pH no fluido da placa formada sobre um 

dispositivo de acrílico e superfícies dentais supra-gengivais, antes e quinze minutos 

após bochecho com sacarose 20%. Os resultados mostraram que houve um aumento 

na concentração de cálcio e fósforo na placa dental após o desafio cariogênico e um 

significante aumento desses componentes na placa dental obtida das superfícies 

dentais comparada com aquelas obtidas da superfície de acrílico. Os dados indicam 

que o aumento na concentração de cálcio e fósforo na placa, durante um desafio 

caríogênico, é provavelmente derivado da desmineralização do esmalte ou 

componentes extracelulares desmineralizados. 

KASHKET & Y ASKELL, em 1997, avaliaram a desmineralização 

intraoral do esmalte através das mudanças na porosidade, ou penetrabilidade do iodo. 

Assim, voluntàrios utilizaram dispositivos contendo oito blocos de esmalte bovinos 

( 5x5 mm) cobertos com uma camada de Streptococcus mutans lb 1600, e cada um 

consumiu uma porção de Sg de biscoito específico ( contendo diferentes níveis de 

sacarose, a saber: 4%, 20%, e 33%; e ainda adicionados com lactato de cálcio ( LC ) 

na concentração màxima de 3,2 % ) ou bochechou com 15 mL de sacarose 10% por 1 

minuto. A desrnineralização foi determinada após 45 minutos, através das mudanças 

na penetrabilidade do íon iodo no esmalte ( BRUDEVOLD et al., 1984) ou mudanças 

na microdureza superficial do esmalte. A penetrabilidade do iodo nos blocos dentais 

foi determinada antes e após a exposição intraoral, e as diferenças (d 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 e as diferenças ( ó KMH ) foram calculadas a partir de medidas realizadas 

antes e após exposição intraoral. O pH final das placas estreptocóccicas foi 

determinado com microeletrodo. O LC 3,2% (p I p) reduziu ó Ip de 12,9 ± 1,7 para 

6,1 ±_0,9 unidades, ou seja, 52,7%. A desmineralização foi reduzida progressivamente 

com o aumento da concentração de LC adicionado, e o LC foi mais efetivo nos 

bicoitos mais doces. A placa reteve 32,4 ± 6,0 e 17,1 ± 4,2 mM de cálcio após 1 e 5 

minutos, respectivamente. Os cálculos mostraram que a placa foi saturada em relação 

ao esmalte durante os primeiros 5-l O minutos após ingestão do alimento, apesar da 

progressiva queda no pH da placa. O presente estudo demonstrou a redução do 

potencial cariogênico do alimento sólido pela concentração de LC. Os autores 

sugerem que esses efeitos parecem estar relacionados à habilidade do alimento em 

manter altos níveis de cálcio na placa durante o período de ativa acidogênese. 

CURY et ai., em 1997, desenvolveram um estudo in situ para avaliar a 

relação entre a freqüência de sacarose e composição da placa dental. Doze voluntários 

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 acrílica 

contendo quatro blocos de esmalte dental humano para cada voluntário. Uma solução 

de sacarose foi gotejada sobre cada bloco de esmalte nas frequências 0,2,4 e 8X /dia. 

Durante todo o período experimental os indivíduos utilizaram dentifrício não 

fluoretado, não escovaram os blocos de esmalte e beberam água fluoretada a 0,7 ppm. 

Após cada fase, as concentrações de flúor, fósforo , cálcio e carboidrato total foram 

determinadas na placa dental. Os resultados obtidos ( média ± erro padrão) em função 

da frequência do uso de sacarose ( O, 2, 4 e 8X/dia ) foram, respectivamente : F 

(18,71 ± 3,31 ; 9,64 ± 2,81 ; 2,65 ± 0,77 ; 2,69 ± 0,44 ~tg/g ), p ( 3,74 ± 1,12 ; 0,75 ± 
0,19; 0,37 ± 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 solúvel em ácido ( 5,65 ± 0,68 ; 3,78 ± 0,63 ; 3,56 ± 

0,60; 4,75 ± 0,73 11g/mg ), carboidrato solúvel em álcali ( 12,00 + 2,60; 11,54 ± 1,81 

; 13,95 ± 3,29 ; 35,84 ± 6,93 11g/mg ). A análise estatística mostrou que a alta 

frequência de exposição à sacarose reduziu significantemente as concentrações de F, 

Ca e P na placa dental, porém aumentou a concentração de carboidrato solúvel em 



62 

álcali ( p<O,OS ). Esses resultados sugerem que a cariogenicidade da placa dental 

formada na presença de sacarose não pode ser atribuída somente à maior porosidade, 

mas também à menor concentração inorgânica pode ter significãncia. Por outro lado, 

a menor concentração inorgânica constatada na placa dental formada pela exposição à 

alta frequência de exposição à sacarose não 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 três (3) grupos de tratamentos, nos 

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

( 4) blocos de esmalte íntegros , a saber : 

Grupo I : Controle ( não utilizando sacarose ou glicose +fruto se) 

Grupo II Utilizando solução contendo glicose 10% + fiutose 10% , oito (8) 

vezes ao dia 

Grupo III : Utilizando solução de sacarose 20% , oito (8) vezes ao dia 

O periodo total do estudo compreendeu três etapas de vinte e oito (28) dias com 

intervalo de sete dias entre cada etapa. Em cada etapa participaram os doze (12) 

voluntários, sendo quatro ( 4) em cada tratamento, de tal modo que ao final de todos os 

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

O fluxograma abaixo resume o delineamento : 

GRUPOS Voluntário ETAPAS 

l" 2" 3" 

I A,B,C,D 

Il E,F,G,H 

III I,J,K,L 

Análises Análises Análises 
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4.2 - FASE PREPARATÓRIA I LABORATORIAL 1 

4.2.1- Preparo dos Blocos Dentais 

Para a realização deste trabalho, foram utilizados dentes humanos, terceiros molares 

inclusos íntegros extraídos por razões clínicas, mantidos em formo! 2% pH 7,0 ( WHITE, 

1987) , por pelo menos 30 dias após as extrações. Foram selecionados dentes sem defeito 

no esmalte e com pelo menos 2/3 de raiz completa. Para obtenção dos blocos de esmalte 

(3x3x2 mm), os dentes foram seccionados com discos diamantados (no 11-4243 série 15-

HC-Diamond BUEHLER® ) acoplados em uma cortadeira elétrica ( BUEHLER®­

ISOMET ), e a partir do terço médio coronário foram obtidos os blocos dentais. As 

medidas foram conferidas com paquímetro digital MAUSER Jr (0,01 mm/150 mm) e 

acertadas com disco diamantado de dupla face acoplado a um micromotor CS-421 

DENTEC. Após obtenção do bloco de esmalte, a superficie dentinária foi planificada 

visando à obtenção de superficies paralelas. Para isso os blocos foram fixados com a 

superfície de esmalte voltada para baixo, na porção central de um disco de resina acrílica 

pré-fabricado (3,0 em de diâmetro e 8,0 mm de espessura), e então levados a uma politriz 

APL-4 AROTEC ( modificada e contendo sistema de polimento múltiplo) com lixa de 

granulação 320 em baixa rotação, sob refrigeração a água, utilizando-se um (I) peso 

padrão ( 86 g ) durante 1 O segundos. Para planificações e polimento da superficie de 

esmalte, os blocos foram reposicionados no centro do disco de resina acrílica, com a 

superfície de esmalte voltada para cima (corpos de prova), e levados à politriz com lixa de 

granulação 600 e dois pesos, durante 1 O segundos, com o objetivo de planificá-la e 

remover uma camada de esmalte de aproximadamente cinquenta (50) J.lm 

(FEATHERSTONE & ZERO, 1992). Em seguida, os corpos de prova foram levados ao 

aparelho de ultra-som (THORNTON T 7, 50 Watts), imersos em água deionizada (200 

ml para 12 corpos de prova), durante dois (2) minutos. Após isso, os corpos de prova 

foram levados à politriz, em baixa rotação, lixa de granulação 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 suspensão de diamante 

(BUEHLER-METADI® Diamond Suspension I micron- Water Base n° 40-6530), baixa 

velocidade,dois (02) pesos padrão, durante um ( 1) minuto. Após isso, os corpos de prova 
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foram lavados em água corrente deionizada, durante três (3) minutos. A seguir os corpos 

de prova foram submetidos ao ultra-som, durante dois minutos, imersos em solução 

(ULTRAMET® SONIC Cleaning Solution n°75-5000-032 BUEHLER ® ) diluída na 

proporção 20:1, em água deionízada. Finalmente, os corpos de prova foram lavados em 

água deíonizada corrente, durante três (3) minutos, identificados e conservados em 

ambiente úmido a 4' C. 
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4.2.2- Seleção dos Blocos Dentais e Análise da Microdureza Superficial do Esmalte 

(MSE) 

Para análise da microdureza superficial do esmalte utilizou-se o microdurômetro 

SHIMADZU HMV -2000 e penetrado r tipo Knoop com carga estática de 50 gramas e 

tempo de cinco (5) segundos. No centro do bloco de esmalte, 200 J.tm abaixo do limite 

superior e 1 000 J.lm à direita do limite esquerdo foi realizada uma impressão de referência, 

utilizando-se carga estática de 100 g durante cinco (5) segundos. Em sequência foram 

realizadas cinco (5) impressões, com carga estática de cinquenta (50) g por cinco (5) 

segundos, separadas entre si por uma distância de cem (1 00) J.lm (Fig 1 ). Esta análise foi 

realizada previamente à colocação 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 

determinação da sua variação após o experimento. 

o 
IOOg 

õoo~o 
4 ... 
lOOJ.lm 

Inicial 

Figura 1 - Representação esquemática das impressões iniciais realizadas nos blocos de 

esmalte 
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4.2.3- Confecção dos Dispositivos Intra-orais Palatinos 

Foram confeccionados três (3) dispositivos intra-orais palatinos para cada 

voluntário (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 plástica foi fixada no 

acrílico sobre os blocos dentais deixando-se um espaço de um (1) mm entre a superflcíe do 

bloco dental e a tela, para permitir acúmulo de placa dental ( BENELLI et al. , 1993 ) , 

(Fig. 2). 

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

em posição sem a proteção da tela plástica e do lado oposto com a mesma. 
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4.3- FASE CLÍNICA 

Após informações e assinatura do termo de compromtsso e 

consentimento para pesquisa clínica em seres humanos, atendendo a Resolução n° 196 de 

dez ( 1 O) de março de 1996, do Conselho Nacional de Saúde/ Ministério da Saúde­

Brasília,D.F. (Anexo 1) , doze (12) voluntários adultos, residentes em Piracicaba-SP 

(região com água tluoretada, apêndice 1) com bom estado de saúde oral e geral, 

participaram deste estudo. Os voluntários utilizaram os dispositivos intra-orais palatinos 

diariamente, inclusive para dormir, removendo-os, porém mantendo-os em ambiente 

úmido, durante as refeições. Os voluntários receberam orientações por escrito enfatizando 

a não utilização de produtos contendo flúor, exceto água. Para escovação habitual dos 

dentes, assim como da superficie interna do dispositivo intra-oral palatino, utilizou-se uma 

formulação de dentifrício não fluoretado, preparada para a pesquisa ( Kolynos do Brasil ), 

Para simular desafio cariogênico colocou-se uma ( 1) gota de solução de sacar o se 20% ou 

solução contendo glicose 10% + frutose 10% sobre cada bloco dental, e após 5 minutos, o 

díspositivo foi recolocado na boca. Este procedimento foi repetido oito(8) vezes ao dia 

(Anexo 2).. quando os voluntários estavam nos Grupos li e III , respectivamente, sendo 

que quando os voluntários estavam no grupo I, eles apenas utilizavam os dispositivos, 

porém sem uso das soluções de acordo com o delineamento experimentaL 
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4.4- FASE LABORATORIAL 2 

4.4.1- Determinação do Peso Úmido da Placa Dental 

Ao final de cada etapa do experimento, 12 horas após a última exposição aos 

carboidratos, as telas plásticas que recobriam os blocos de esmalte foram removidas com 

lâminas de bisturí D0 15 e então com uma espátula plástica de ponta fina (JON) coletou-se a 

placa dental, formada sobre os blocos de esmalte, sendo imediatamente transferidas para 

tubos de microcentrífugas pré-pesados. O peso úmido da placa dental foi determinado 

utilizando-se uma balança analítica (Analitical Plus OHAUS), sendo expressa a média em 

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

4.4.2.1~ Análise de Componentes Inorgânicos e Carboidratos 

Para análise de componentes orgânicos e inorgânicos da matriz da 

placa dental, amostras das placas formadas sobre os dois blocos de esmalte foram tratadas 

com 0,5 mL de HCl 0,5 M /10 mg de placa dental, durante três (3) horas,temperatura 

ambiente, sob agitação. Após a extração utilizou-se o mesmo volume de TISAB li pH 5,0 

(contendo 20 g NaOHIL) como tampão (CURY et al., 1997). As amostras foram 

centrifugadas em centrífuga INCffiRÁS SPIN 1 durante um (1) minuto, 1 LOOO g, sendo 

então no sobrenadante ( sob.1 ) determinadas as concentrações de flúor, fósforo, cálcio 

(PEARCE, 1984; TATEVOSSIAN, 1990) e carboidrato total solúvel em ácido 

(MÀKINEN et al., 1985 ). Ao precipitado (ppt 1 ) adicionou-se 1,0 mL de NaOH N /lO mg 

de placa dental, ressuspendeu-se o precipitado e deixou-se três horas em temperatura 

ambiente, sob agitação. Em seguida as amostras foram centrifugadas, conforme 

especificação acima, sendo então no sobrenadante ( sob.z) determinada a concentração de 

polissacarideo solúvel em álcali (MAKINEN et aL, 1985 ). O fluxograma 2 resume este 

tratamento. 

.j. 
ppt I 

PLACA 

- 0,5 ml HCl 0,5 M 110,0 mg 
de placa 

- 3 horas temp.ambiente/agitação 
- 0,5 ml TISAB (20 g NaOH/1)1 

I O mg de placa 
CENTRI,UGAÇÃO 

1 
-1,0 ml NaOH NilO ,O mg de placa 

sob. I - Carb. Total 
Solúvel emÁcido 
Cálcio - Ressuspender 

- 3 horas temp. ambiente/ 
agitando 

CENTRIFUGAÇÃO 

.j. 
ppt 2 

.j. 
sob.2 - Polissacarídeo Solúvel em Álcali 

Fósforo 
Flúor 

Fluxograma 1 - Análise da composição inorgânica e carboidratos da placa dental . 
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4.4.2.1.1- Determinação da Concentração de Flúor 

A concentração de flúor no sobrenadante ( sob.t ) foi determinada 

utilizando-se potenciôrnetro ORION EA-940 com um eletrodo específico para flúor 

ORJON 96-09, utilizando-se para a curva de calibração padrões de 0,025 a 0,50 ~gF -/mL 

preparados com TISAB II1 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 J.tg F- /mL 

através de regressão linear da curva de calibração, utilizando-se para tal o software Quatro­

Pro. O resultado foi expresso em 11g F -;g de placa dental. 

4.4.2.1.2- Determinação da Concentração de Fósforo 

A determinação da concentração de fósforo inorgânico na placa dental foi 

realizado pelo método de FISKE & SUBARROW, 1925, que tem como princípio que o 

fósforo dos fosfatos minerais é transformado em fosfomolibdato, o qual é em se,bJUida 

reduzido pelo ácido alfa-amino-naftol sulfônico a um produto de cor azul, cuja intensidade 

de coloração é proporcional ao teor de fósforo inorgânico presente na amostra. Sendo 

assim, foram pipetados 0,25 mL de amostra ( sob. 1 ) e acrescentaram-se 2,05 mL de água 

deionizada, 0,5 mL de ácido molibdico, agitou-se e após 1 O minutos adicionaram-se 0,2 

mL de redutor, agitou-se novamente e, após 20 minutos, a intensidade de cor foi medida 

em um espectrofotômetro BECKMAN DU-65 à 660 mn. 

1 TISAB [ Tampão acetato 1,0 M, pH 5,0, contendo NaCI 1.0 M, CDTA ( Ácido 

diaminociclohexanotetracético) 0,4% e 20 g de NaOHJL ] 
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4.4.2.1.3- Determinação da Concentração de Cálcio 

A concentração de cálcio nas amostras ( sob. 1 ) foi determinada através de 

espectrotOtometria de absorção atômica, um processo pelo qual os constituintes de uma 

amostra são decompostos e convertidos para partículas atômicas.Para tal utilizou-se um 

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

mn. 

4.4.2.1.4- Determinação da Concentração de Carboidrato Solúvel em Ácido 

A concentração de carboidratos solúveis em ácido nas amostras de placa foi 

determinada no (sob. 1) do fluxograma 1 _ A análise foi realizada pelo método de dosagem 

de carboidratos totais (DUBOIS et ai. 1956), que se baseia na reação de um açúcar, quando 

na presença de um ácido forte (H2S04), formar compostos furfiíricos a partir de uma 

pentose ou hexose. Os compostos fur:furicos na presença de fenol obtêm uma coloração 

laranja, cuja intensidade é proporcional ao teor de açúcar na amostra. Decorridos 20 

minutos. após as amostras terem sido preparadas, a intensidade de cor foi medida em um 

espectrofotômetro BECKMAN DU~65 a 490 nm. O resultado foi expresso em 11g/mg de 

placa. 

4.4.2.1.5- Determinação da Concentração de Polissacarídeo Solúvel em 

Álcali 

A concentração de carboidratos solúveis em álcali nas amostras foi 

determinada no sob.2 do fluxograma 1. A dosagem foi realizada como descrito no item 

4.4.2.1.4. 
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4.4.2.2- Análise de Proteínas da Placa Dental e Saliva 

Para análise de proteínas da matriz, amostras de placa dental formada sobre os 

outros dois (2) blocos de esmalte foram pesadas e tratadas durante 1 hora, crc,sob 

agitação com 0,5 rnL de NaOH O, I N ( FOX & DAWES,1970) contendo !rnM EDTA ( 

IACONO, 1982 ), para cada 10,0 mg de placa dentaL Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas a 13.000 rpm (BECKMAN, MICROFUGE-E TM), 4"C, durante 5 minutos. 

No sobrenadante foram determinadas as concentrações de proteína assim como análise do 

perfil eletroforético_ O fluxograma 2 resume este tratamento. 

t 
ppt 

PLACA 

-0,5 ml NaOH O,! N 
contendo 1 mM 
EDT A I 10,0 mg de placa 

-1 hora0°C 
- sob agitação 

CENTRifGAÇÃO 

t 
sob. 

Análise de Proteínas 

Fluxograma 2 - Análise da composição orgânica total da matriz da placa dental 
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4.4.2.2.1- Análise da Concentração de Proteinas da Placa Dental 

A concentração de proteina no extrato da placa foi detemínada pelo método 

de BRADFORD (1976), o qual se baseia na ligação do Comassie Brilliant Blue G-250 à 

proteína. Para a curva de calibração utilizou-se padrão de soro-albumina bovina ( SIGMA 

N" A-7638 ), nas concentrações de 1,0-10,0 ~g de proteina/mL Após o preparo das 

amostras, estas foram lidas em espectrofotômetro BECKMAN-DU 60, a 595 nm. 

4.4.2.2.2 -Eletroforese de Proteínas da Placa Dental 

As proteínas no extrato da placa dental foram analisadas logo após a extração, 

através de eletroforese dissociante em gel de poliacrilamida (gradiente de concentração 

10- 30%) o qual consiste na análise de proteínas desnaturadas por aquecimento, na 

presença 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 detenninação do peso 

molecular de proteínas na amostra. Para isso, compara-se a mobilidade das moléculas da 

amostra com a mobilidade de proteínas padrão de peso molecular conhecido. A mobilidade 

das proteínas no gel é função logarítmica de seus respectivos pesos moleculares 

(ALFENAS, 1991 ). A eletroforese foi realizada em placa vertical e em sistema 

descontínuo, o qual consiste em dois sistemas de géis ( gel separador e gel concentrador) 

e de solução tampão dos géis ( Tris--HCI ) diferente daquela dos eletrodos ( Tris-glicina). 

A solução tampão usada na amostra de proteína foi a mesma do gel concentrador. Sob a 

ação da corrente elétrica, as moléculas migram da parre mais porosa ( gel concentrador ) 

para a menos porosa ( gel separador). Enquanto no gel concentrador ( Tris-HCL, pH 6,8 ) 

as moléculas de proteínas concentram-se em uma banda estreita e compacta, no gel 

separador ( Tris-HCI, pH 8,9 ) elas se separam de acordo com as suas respectivas cargas e 

pesos moleculares. A migração se dá em direção ao polo positivo ( anodo ). A mobilidade 

é função do pH do meio, ponto isoelétrico ( pl ) e pesos moleculares. Assim, quanto menos 

eletronegativa for a molécula e quanto maior o seu peso molecular, menor será a sua 

mobilidade no gel. Em seqüência à metodologia, as proteínas totais solúveis extraídas da 

placa dental foram dissociadas, na proporção 1:1 (vlv) em tampão contendo Tris--HCI 0,5 

M, pH 6,8; glicerol22,5%; 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 padrão de proteínas (SIGMA- Dalton Mark VII-L 

for SDS Gel Electrophoresis I Peso molecular entre 14,000-70,000) submetidas às mesmas 

condições de dissociação das amostras. A quantidade aplicada no gel foi de 1 o J.lL para a 

mistura padrão e 50 !J.l 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 !60-165 e final de 230-270. Quando a linha frontal do azul 

de bromofenol atravessou todo o gel, desligou-se a fonte, sendo o tempo de corrida de 

aproximadamente 4 horas. O gel foi então removido das placas, cortado à altura da linha 

frontal do corante e fixado por 1 O minutos em uma solução fixadora ( TCA 5%, ácido 

sulfosalicílico 5%, metanol 18%, Comassie brilliant blue 0,02% ), e corado por duas horas 

em uma solução de Coomassie brilliant blue R-250 0,115%. A coloração de fundo foi 

removida utilizando-se uma solução descorante ( ácido acético 10%, metanol 23 %,. àgua 

destilada 68% ) com sucessivas trocas até a visualizaçào das bandas proteicas. A 

mobilidade relativa (Rm) das proteínas foi calculada a partir da relação distância percorrida 

pela molécula de proteína e distância percorrida pelo corante Azul-de-Bromofenol, 

indicador da migração eletroforética das amostras. 
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4.4.2.2.3 - Análise da Concentração de Proteínas da Saliva 

Inicialmente, a saliva não estimulada foi coletada em tubos de 

centrífuga imersos em gelo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas durante 10 

minutos, 2.000 rpm ( BEELEY, 1969 ). Após coleta do sobrenadante. a concentração de 

proteína da saliva foi deteminada pelo método de BRADFORD (1976) como descrito no 

item 4.4.2.2.1. 

4.4.2.2.4- Eletroforese De Proteínas Da Saliva 

Em seguida, as proteínas da saliva foram avaliadas por eletroforese 

díssociante em gel de poliacrilamida 10%, conforme descrição no item 4.4.2.2. ; sendo 

que o volume aplicado no gel foi de 20 11L para as amostras e 1 O ).lL para a mistura 

padrão. Para dissociação das amostras de saliva utilizou-se a metodologia descrita no item 

4.4..2.2.2. 

4.4.3- Avaliação Clínica da Cárie Dental 

Após o ténnino de cada fase e remoção da placa dental sobte os blocos de esmalte, 

estes foram limpos com escova macia e dentifrício não fluoretado, secos e avaliados por 

exame visual, quanto à presença ou não de perda visível de minerais (mancha branca). Os 

blocos foram então fotografados (DENTAL EYE li- Y ASHICA). 
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4.4.4- Análise da Microdureza Superficial do Esmalte 

Após o término de cada fase, os blocos foram reposicionados nos mesmos suportes 

de acrílico, e avaliados pela análise da microdureza superficial do esmalte, utilizando-se a 

mesma metodologia descrita no item 4 2.2. Foram realizadas dez (lO) impressões, 5 a 100 

!J.m acima e 5 a 100 !J.m abaixo das impressões previamente realizadas (inicial) ( Fig.6 ). 

A partir da média das 1 O impressões calculou-se uma média, a partir da qual foi 

determinada a porcentagem de perda de dureza superficial (% PDS ) calculada pela 

fórmula descrita abaixo: 

% PDS = Dureza inicial - Dureza pós-tratamento x 100 

Dureza inicial 

lOOg 

~ 
50g 

<><> . ... 
100 J11ll 

+ Pós-tratamento 

Inicial 

O O Pós-tratamento 

Figura 3 - Representação esquemática das impressões realizadas nos blocos de esmalte 
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4.4.5 - Análise da Microdureza Interna do Esmalte 

Para análise de microdureza interna foram utilizados dois blocos seccionados por 

corte longitudinal central, utilizando-se disco diamantado de dupla face (nQ 11-4243 série 

15-HC Diamond BUEHLER) acoplado a uma cortadeira elétrica BUEHLER ISOMET. Em 

seguida, os blocos foram embutidos com resina acrílica incolor (Clássico), utilizando-se a 

embutidora metalográfica AROTEC PRE-30, padronizando lO minutos de aquecimento 

com uma média de 100 Kgf/cm2 de pressão e 20 minutos de resfriamento ( Fig. 4 ). 

Assim, foram obtidos os corpos de prova os quais foram levados ao microdurômetro 

SHIMADZU-2000 para determinação da microdureza interna do esmalte. As impresssões 

foram realizadas a distâncias de 20, 40 60, 80 e 100 11m da superficie externa do esmalte, 

sendo 05 impressões na região central do bloco dental (posição B )e 5 impressões 1 00 11m 

acima ( posição A ) e abaixo ( posição C ) desta região ( Fig. 5 ). Nas áreas com perda 

mineral severa, onde as leituras das impressões não puderam ser feitas, atribuiu-se valor 

zero. Médias das microdurezas nas três posições foram calculadas a cada distância da 

superficie do esmalte. As indentações foram feitas com uma ponta diamantada tipo Knoop, 

carga estática de 25 g durante 5 segundos. As leituras do número de dureza Knoop (KHN) 

foram obtidas diretamente do aparelho. A área (KHN x 11m) foi determinada através do 

cálculo integral utilizando regra trapezoidal simples. De acordo com FEATHERSTONE et 

ai. (1983) há uma boa correlação ( 0,9 ) entre dureza Knoop do esmalte seccionado e a 

porcentagem de mineral medida por microrradiografia. 
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Fig 4 - Corpo de prova com os blocos de esmaltede um voluntário quando submetido aos 

tratamentos controle, glicose + frutose e sacarose. 
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• • t t t + + + + + B 
+ + t • + 

~ + + + + + c 

Fig. 5 - Diagrama representando um bloco de esmalte dentário com as 15 indentações e 

respectivas posições e distâncias. 
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4.4.6 - Análise da Concentração de Flúor no Esmalte 

A concentração de flúor no esmalte dental foi avalíada nos dois blocos 

remanescentes usados por cada voluntário. De cada bloco, 5 camadas de esmalte foram 

seqüencialmente removidas por imersão em 0,25 ml de HCl 0,5 M nos tempos 30, 30, 30, 

60, 60 segundos sob agitação. Um volume igual de TISAB li pH 5,0 (20 g NaOHIL) foi 

adicionado a cada solução contendo a camada de esmalte dissolvido. A concentração de 

flúor presente em cada camada de esmalte foi determinada utilizando-se eletrodo 

específico ORJON 96-09 acoplado a um analisador de íons ORION 940. As leituras das 

amostras foram expressas em milivolt (mV) as quais foram transformadas em jlg F · /mL 

através de regressão linear da curva de calibração, utilizando-se para tal o software Quatro­

Pro. A espessura da camada de esmalte removida durante o ataque ácido foi determinada a 

partir da dosagem de fósforo inorgânico ( Pi ), basicamente de acordo com o método de 

FISKE & SUBARROW (1925), descrito anteriormente no item 4.4.2.2.2. Para o cálculo da 

massa de esmalte removido, considerou-se um teor de Pi no esmalte de 17,4 %, e para o 

cálculo da espessura de cada camada de esmalte considerou-se um valor de densidade do 

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

Blocos de Esmate (área conhecida) 

+ 
Remoção de 5 camadas 

0,25 ml HCl 0,5 M l Tempo: 30, 30, 30, 60, 60 seg. 

Esmalte Dissolvido 

+ Tamponamento 

I 0,25 ml TISAB (20 g NaOHIL) 

Determinação de Flúor Determinação de fósforo 

+ + 
J.lg FlmL ------'~ ppmF g I esmalte I mL 



81 

A concentração de flúor ( ppm ) a cada distância (!lm) da superficie do esmalte foi 

calculada, e a área sob a curva de concentração de flúor em função da distância da 

superflcie (ppm F x !Jm) foi determinada por regra trapezoidal simples. 

4.4. 7- Análise Estatística 

A análise estatística através do teste de normalidade de Shapiro-Wilks constatou a 

não normalidade na maioria das variáveis. Assim optou-se por análise não paramétrica 

para todas as variáveis, considerando que as variáveis com distribuição normal, quando 

analisadas por análises não paramétricas, têm o mesmo poder que a análise paramétrica 

(JONES & KENW ARD, 1989). Sendo assim, empregou-se um processo não 

paramétrica para a análise de variância (ANOV A ), sendo as médias das ordens das 

observações avaliadas por comparações múltiplas em um nível de 5% de significância 

utilizando-se o SAS1
. Uma vez que no processo não paramétrica o que se utiliza é a ordem 

dos dados na amostra, as médias foram apresentadas apenas para facilitar a discussão dos 

resultados. 
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5- RESULTADOS 

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

A seguir são apresentadas as médias e os respectivos desvios padrão do peso úmido 

de placa dental por tratamento. 

Tabela r- Médias e erro padrão da média dos pesos da placa dental, por bloco de esmalte, 
em função dos tratamentos. 

Tratamentos P.U. ( mg) 

Controle 4,54 ± 2,15 a 

Glicose + Frutose 7,30 ± 1,18 a 

Sacarose 13,17 ± 2,06 b 

Médias seguidas por letras distintas, diferem entre si ao nível de significância de 5%. 

Verificou-se que uma maior quantidade de placa foi formada quando da exposição a 

sacarose, diferença esta estatisticamente significativa (p<0,05) em relação aos grupos 

controle e glicose+frutose. Embora quando da exposição a glicose+frutose tenha sido 

observada uma maior formação de placa em relação ao controle a diferença não atingiu 

nível de significância estatística (p>O,OS). Os resultados estão ilustrados na figura 6. 
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Figura 6 -Representação das médias e seus repectivos desvios padrões do peso úmido da 

placa dental, em função dos tratamentos e significâncias estatísticas. 
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5.2- Concentração de Flúor na Placa Dental 

A seguir são expressas as médias e os respectivos desvios padrão da concentração 

de flúor na placa dental por tratamento (!lg FI g de peso úmido de placa). 

Tabela II-Médias e erro padrão da média das concentrações de flúor na placa dental, em 

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

Tratamentos 

Controle 

Glicose + Frutose 

Sacarose 

J 40,63 ± 30,78 a 

27,74 ± 15,92 b 

5,58 ± 2,24 b 

Médias seguidas por letras distintas, d{ferem entre si ao nfvel de sign{ficância de 5%. 

Verificou-se que os tratamentos sacarose e glicose+ frutose não diferiram entre si de 

uma maneira significativa (p>0,05), apesar da menor média de concentração do flúor ter 

sido encontrada no tratamento sacarose. Entretanto, os tratamentos sacarose e 

glicose+frutose foram estatisticamente diferentes (p<0,05) do grupo controle, o qual 

apresentou a maior média de concentração de flúor na placa dental. Estes dados estão 

ilustrados na figura 7 
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Figura 7 -Representação das médias das concentrações de flúor na placa dental, em 

função dos tratamentos e significâncias estatísticas. 
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5.3- Concentração de Fósforo na Placa Dental 

A segutr são apresentadas as médias e os respectivos desvios padrão da 

concentração de fósforo na placa dental por tratamento. 

Tabela III- Médias e erro padrão da média das concentrações de fósforo na placa dental, 

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

Tratamentos 

Controle 

Glicose + Frutose 

Sacarose 

mg P / g 

11,52 ± 2,08 a 

0,51 ± 0,14 b 

0,30 ± 0,04 b 

Médias seguidas por letras distmtas, diferem entre si ao nivel de significância de 5%. 

Verificou-se que os tratamentos sacarose e glicose+ frutose não apresentaram 

diferença significativa entre si (p>O,OS), apesar da menor média ter sido encontrada com o 

tratamento sacarose. Entretanto, os tratamentos sacarose e glicose+frutose foram 

estatisticamente diferentes do grupo controle (p<O,OS), o qual apresentou a maior média de 

concentração de fósforo na placa dental. Os resultados estão ilustrados na figura 8. 
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Figura 8 - Médias e erro padrão da média das concentrações de fósforo na placa dental, 

em função dos tratamentos e significâncias estatísticas. 
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5.4 - Concentração de Cálcio na Placa Dental 

A seguir são expressas as médias e os respectivos desvios padrão da concentração 

de cálcio na placa dental por tratamento. 

Tabela IV- Médias e erro padrão da média das concentrações de cálcio na placa dental, em 

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

Tratamentos mg Ca/ g 

Controle 17,03 ± 2,75 a 

Gl i cose + Fruto se 1,86 ± 0,69 b 

Sacarosc 0,65 ± 0,08 b 

'vfédias seguidas por letras distintas, d?ferem entre si ao nível de significância de 5%. 

Verificou-se que os tratamentos sacarose e glicose+ frutose não diferiram entre si de 

uma maneira significativa (p>O,OS), apesar da menor média de concentração de cálcio ter 

sido encontrada no tratamento sacarose. Entretanto, os tratamentos sacarose e 

glicose+frutose foram estatisticamente diferentes do grupo controle (p<O,OS), o qual 

apresentou a maior média de concentração de cálcio na placa dental. Os resultados estão 

ilustrados na figura 9 . 
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Figura 9 - Representação das médias das concentrações de cálcio na placa dental em 

função dos tratamentos e significâncias estatísticas. 
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5.5- Concentração de Carboidrato da Placa Dental Solúvel em Ácido 

A seguir são apresentadas as médias e os respectivos desvios padrão da 

concentração de carboidrato solúvel da placa dental em ácido por tratamento. 

Tabela V - Médias e erro padrão da média das concentrações de carboidrato solúvel em 

ácido na placa dental, em função dos tratamentos (Controle, Glicose+Frutose e 

Sacarose) 

Tratamentos 

Controle 

Glicose + Frutose 

Sacarose 

rng I g 

3,80 ± 0,62 a 

10,37 ± 2,61 ab 

14,42 ± 3,67 b 

Médias seguidas por letras distintas, diferem entre si ao nivel de sign{ficância de 5%. 

Verificou-se que os tratamentos sacarose e glicose+ frutose não diferiram entre si de 

uma maneira significativa (p>O,OS), apesar da maior média de concentração de carboidrato 

solúvel em ácido ter sido encontrada no tratamento sacarose que por sua vez diferiu do 

grupo controle (p<O,OS). Por outro lado, o tratamento glicose+frutose não diferiu 

estatisticamente do tratamento sacarose e do grupo controle (p>O,OS), apesar deste último 

ter apresentado na placa dental a menor média de concentração de carboidrato solúvel em 

ácido Estes dados estão ilustrados na figura 10. 
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Figura 1 O - Representação •das médias das concentrações de carboidrato solúvel em ácido 

na placa dental em função dos tratamentos e significâncias estatísticas. 
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5.6 - Concentração de Carboidrato da Placa Dental Solúvel em Álcali 

A seguir estão expressas as médias e os respectivos desvios padrão da concentração 

de carboidrato na placa dental solúvel em álcali em função dos tratamentos. 

Tabela VI - Médias e erro padrão da média das concentrações de polissacarídeos solúveis 

em álcali na placa dental, em função dos tratamentos (Controle, 

Glicose+Frutose e Sacarose). 

Tratamentos 

Controle 

Glicose + Frutose 

Sacarose 

mg /g 

6,52 ± 1,04 a 

11 ,83 ± 1,86 a 

35,03 ± 7,84 b 

Médias seguidas por letras distmtas, diferem entre si ao nivel de stgn(ficância de 5%. 

Verificou-se que o tratamento sacarose diferiu significativamente dos tratamentos 

glicose+frutose e controle (p<O,OS) O tratamento glicose+frutose não diferiu 

estatisticamente do grupo controle. Estes dados estão ilustrados na figura 11 . 



45+-----------------------------------~~ 

~0+-------------------------------------~~ 
§. 

~35+----------------------------------- ---u 
:;v 
~30+----------------------------------- ---

Qi 

- ~25 +--------------------------------------
õ 
Cll 

~0+----------------- -------------------- -
:2 

~15+---------------------~~---------- --­IIS 
Cll 
Cll 

~10+------------------- -f : ~ . ._ ____________ _ 
a. 

5 

0+-~--L-------~---- ~-- ----~------ --

Controle Glicose+Frutose Sacarose 

Tratamentos 

O Controle 

1!1 Glicose+Frutose 

• sacarose 

93 

Figura 11 -Representação das médias das concentrações de carboidrato solúvel em álcali 

na placa dental em função dos tratamentos e significâncias estatísticas. 
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5. 7 - Concentração de Proteínas na Placa Dental 

A seguir são apresentadas as médias e os respectivos desvios padrão da 

concentração de proteína da placa dental, extraída com Na OH O, 1 N I 1 mM EDT A, de 

acordo com os tratamentos. 

Tabela VII - Médias e erro padrão da média das concentrações de proteína na placa 

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

Tratamentos 

Controle 

Glicose + Frutose 

Sacarosc 

mg% 

2,25 ±0,09 a 

1,50 ± 0,18 b 

1,44 ± 0,20 b 

Médws segutdas por letras distmtas diferem entre SI ao nível de significância de 5%. 

Verificou-se que os tratamentos sacarose e glicose+ frutose não diferiram entre si de 

uma maneira significativa (p>0,05). Por outro lado, os tratamentos glicoset-frutose e 

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

ilustrados na figura 12. 
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função dos tratamentos e significâncias estatísticas. 

95 



5.8 - Eletroforese das Proteínas da Placa Dental e Saliva 

5.8.1 Perfis Protéicos das Eletroforeses 

96 

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

realizados. 

Figura 13 -Fotografia do gel poliacrilamida referente a eletroforese de proteínas da matriz 

da placa dental em diferentes tratamentos e voluntários. As letras brancas 

significam os tratamentos ( "c" = controle, "gf' = glicose + frutose e "s" = 

sacarose ) e em preto os códigos dos voluntários. 
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Diagramas totais por tratamento podem ser consultados no apêndice. No grupo 

controle (C) observou-se no perfil dos géis uma média de 14,5 bandas ( com variação de 9 a 

21), a predominância de bandas foi na região Rm 0,18-0,41 ( PM 29.00 a 66.000 ), 

sugerindo proteínas de alto peso molecular, enquanto que na região de Rm 0,70 (PM 

14.200 ) observou-se urna região difusa, sugerindo peptídeos de baixo peso molecular. No 

grupo glicose+frutose observou-se uma média de 8,7 bandas (com variação de 6-14), sendo 

predominante na região entre os Rms de 0,16-0,28 ( PM 45.000 a 66.000 ); entre os Rms 

0,36-0,41 e à altura do Rm 0,70 ( PM 14.200 a 29.000) visualizou-se bandas difusas de 

menor intensidade de coloração em relação do grupo controle. No grupo sacarose o número 

de bandas observado foi em média 8 (variação de 12-12), houve uma diminuição de bandas 

na região de Rm 0,41 ( PM 29.000) e ausência de bandas na região de Rm 0,70 ( PM 

14.200 ). Em acréscimo, a intensidade da coloração das bandas observadas nos diferentes 

grupos foi : controle > glicose + frutose > sacarose. De uma forma geral, é visível a 

mudança do perfil protéico nos 3 tratamentos. 
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Figura 14 - Fotografia do gel poliacrilamida referente a eletroforese de proteínas da saliva 

dos voluntários A, B, C, D, E, F e mistura padrão ( l\1P ). 

Na eletroforese das salivas dos voluntários foram visualizadas de 9 a 18 bandas 

(média de 11), distribuídas entre os Rm de 0,18 a 0,70 (PM 14.000 a 66.000). No apêndice 

14 pode ser encontrado em diagrama estes perfis proteícos. A concentração de proteínas na 

saliva dos voluntários consta no apêndice 13. 
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5.82. Diagramas Comparativos 

Tendo em vista o fato da variação individual na concentração de proteínas dos 

extratos da placa e da saliva, são apresentados a seguir diagramas representativos do perfil 

eletroforético das proteínas de 03 voluntários cujas concentrações foram próximas. 

A 
PM Rm 

66,000 0,18 

45,000 

36,000 

29,000 

0,30 

0,36 

0,41 

I · .•..••.....• 24,000 0,50 

. ···. 20,000 0,58 • .... 

14,200 0,70 

B 

~~­

--w 

E 

Figura 15- Diagramas dos perfis proteícos dos géis de poliacrilamida. Na primeira coluna 

(A) temos a mistura padrão (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 voluntário E. 
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Figura 16 - Diagramas dos perfis proteícos dos géis de poliacrilamida. Na primeira coluna 

(A) temos a mistura padrão (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), voluntário H. 
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Figura 17 -Diagramas dos perfis proteícos dos géis de poliacrilamida. Na primeira coluna 

(A) temos a mistura padrão (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), voluntário J 

A análise comparativa destes 03 diagramas mostra diferenças substanciais nos perfis 

proteícos das placas dentais formadas na ausência e presença de glicose+frutose ou 

sacarose. 
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5.9- Avaliação Qualitativa da Cárie Dental 

A seguir são apresentadas as fotografias dos blocos de esmalte após os tratamentos 

controle, glucose+fiutose e sacarose. 

Figura 18 - Aspectos de blocos de esmalte dental referentes ao grupo controle após 28 dias 

de acúmulo de placa. 



Figura 19 -Aspectos de blocos de esmalte referentes ao grupo glucose+frutose após 28 
dias de acúmulo de placa. 

Figura 20 - Aspectos de blocos de esmalte dental referentes ao grupo sacarose após 28 dias 
de acúmulo de placa. 
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A tabela VIII sintetiza as observações das figuras 18, 19 e 20 

Tabela VIII- Avaliação clínica dos blocos de esmalte após os tratamentos 

Tratamentos 

Controle 

Glicose +Frutose 

Sacarose 

Total 

Número de blocos 

examinados 

48 

48 

48 

144 

Blocos com perda 

mineral visível Blocos clinicamente 

(Mancha Branca) Íntegros 

o 48 

27 21 

43 os 
70 74 

Foram examinados 144 blocos de esmalte, sendo 48 em cada grupo de tratamento. Com 

relação ao grupo controle podemos observar, em todos os blocos, o não desenvolvimento 

de cárie clinicamente visível, enquanto que os grupos que utilizaram glicose + frutose e 

sacarose apresentaram, respectivamente, 56,25% e 89,58% dos blocos com perda visível 

de minerais (mancha branca). 
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5.10- Microdureza de Superfície do Esmalte 

A seguir são apresentadas a média da porcentagem de perda de dureza superficial 

(% PDS) quando da análise de microdureza superficial de esmalte (Dureza em Knoop ), 

obtida através da comparação da microdureza prévia (esmalte íntegro) e a microdureza 

avaliada após os tratamentos. 

Tabela IX - Médias e erro padrão da média da porcentagem de perda da dureza dos blocos 

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

Tratamentos 

Controle 

Glicose + Frutose 

Sacarosc 

% PDS 

3,35 ± 0,68 a 

44,20 ± 7,21 b 

73,37 ± 6,92 c 

Médws seguidas por Letras distintas, diferem entre sr ao nível de sigmftcância de 5%. 

Verificou-se que os tratamentos controle, sacarose e glicose+ frutose diferiram 

entre si de uma maneira significativa (p<O,OS). Estes resultados estão ilustrados nas figuras 

21 a 24 . 
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Figura 21 - Representação das médias de porcentagem de perda de dureza dos blocos de 

esmalte em função do tratamento e significâncias estatísticas 
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Figura 22 - Aspecto microscópico (SOx) do esmalte dental do grupo controle e as 

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

4- Dureza após o tratamento 
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Figura 23 - Aspecto microscópico (SOx) do esmalte dental do grupo glicose+frutose e as 

impressões realizadas. 1- Marca de referência (100 g); 2- Dureza inicial; 3 e 4-

Dureza após o tratamento 
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Figura 24 - Aspecto microscópico (SOx) do esmalte dental do grupo sacarose e as 

impressões realizadas. I- Marca de referência (100 g); 2- Dureza inicial; 3 e 4 

- Dureza após o tratamento 
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5.1 1 - Análise de Microdureza Interna do Esmalte 

A seguir são apresentadas as média da microdureza interna do esmalte (Dureza em 

Knoop ), obtida em função da distância da superfície e a área integrada com relação aos 

tratamentos. 

Tabela X- Médias e erro padrão da média da microdureza interna do esmalte a distância 

(J.tm) da superfície e área integrada , em função dos tratamentos (Controle, Glicose+Frutose 

e Sacarose ). 

Distância em J.lffi da 
superfície I Área integrada 

20 

40 

60 

80 

100 

Area Integrada 
(KHN X J.llTI) 

Tratamentos Média!EP 

Controle 324,69 ± 8,46 a 
Glicose + Frutose 143,01 ± 25,63 b 
Sacaro~e 78,94 + 23,57 c 
Controle 338,05 ± 5,88 a 

Glícose + Fmtose 198,29 ± 31,28 b 
Sacarose 103,60 + 29,83 c 
Controle 341,36 ± 4,01 a 

Glicose + Fmtose 255,28 ± 29,88 b 
Sacarose 160,33 + 32 95 c 
Controle 337,97 ± 6,08 a 

Glicose + Frutose 296,65 ± 26,34 a 
Sacarose 203,03 + 36,43 b 
Controle 341,71 ± 5,04 a 

Glicose + Frutose 312,22 ± 24,74 a 
Sacarose 231,67 + 35,17 b 
Controle 27021,73 ± 394,15 a 

Glicose + Frutose 20159,50 ±2213,40 b 
~acarose 12414,39 + 2419,43 c 

Médias seguidas por letras distintas d{ferem entre si ao nivel de 5% de stgnificâncta 
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Na análise de microdureza interna do esmalte foi encontrada diferença significativa 

entre os tratamentos em todas as distâncias avaliadas, assim como na área integrada 

(p<O,OS). Com relação as distâncias de 20, 40 e 60 J..lm foi encontrada diferença 

significativa entre os três tratamentos (p<O,OS), sendo a menor média do tratamento 

sacarose, diferindo dos tratamentos glicose+frutose e controle que por sua vez diferiram 

entre si . Nas distâncias de 80 e 100 11m o tratamento sacarose diferiu do tratamento 

glicose+frutose e controle, porém estes últimos não diferiram entre si . Quanto a área 

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 estão ilustrados nas figuras 25 a 27. 

Figura 25 - Aspecto microscópico (50x) da secção do esmalte dental do grupo controle e 

as impressões realizadas. 



Figura 26 - Aspecto microscópico (50x) da secção do esmalte dental do grupo 
glicose+frutose e as impressões realizadas. 
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Figura 27 - Aspecto microscópico (50x) da secção do esmalte dental do grupo sacarose e 
as impressões realizadas. 
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5.12 - Concentração de Flúor no Esmalte Dental 

A seguir estão os resultados da concentração de flúor no esmalte dental. 

Tabela XI - Médias e erro padrão da média da concentração de flúor no esmalte e área sob 

a curva , em função da distância (média ± dp) da superficie do esmalte (f..lm), por 

tratamento (Controle, Glicose+Frutose e Saca~ose) . 

Distância em 11m da 
superficie I Área integrada 

12,9 ± 0,39 

24,5+1, 19 

36,9 ± 2,04 

60,6 = 3,23 

83,8 ± 4,87 

Area Sob a Curva 
(ppm F x 11m) 

Tratamentos Média/EP. 

Controle 2847,76 ± 307,63 a 
Glicose t- Frutose 3811,98 ± 249,88 b 
Sacarosc 4060,70 + 24 I ,28 b 
Controle 1629,49 + 153,51 b 

Glicose + Frutose 1859,71 + 163,11 b 
'->acarosc 2112,47 + 154,13 b 
Controle 1278,04 + 124,25 b 

Glicose + Frutose 1226,02 + 111,11 b 
~acarose 1433,04 + 12510 b 
Controle 748,90 ± 58,67 b 

Glicose + Frutose 735,01 ± 74,22 b 
~acarosc 849,20 + 90,98 b 
Controle 543,35 ± 38,30 b 

Glicose + Frutose 505,24 ± 59,72 b 
C:,ucaro~c 607,47 + 77,13 b 
Controle 88057,96 ± 8002,17 b 

Glicose + Frutose 97821 ,06 ± 6870,92 b 
~acarose ll O l 00,34 T 7784,98 b 

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nível de 5% de significância 

Nas concentrações de flúor no esmalte foi observada diferença significativa apenas 

na primeira camada na qual, o tramento sacarose não diferiu do tratamento glicose+frutose 

e ambos difieriram do controle (p<0,05) Os resultados estão ilustrados na figura 28. 
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Figura 28 - Média dos valores da concentração do flúor em função da distância da 

superticie do esmalte (* Estatisticamente diferentes do controle, mas não 

entre si). 
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6- DISCUSSÃO 

O desenvolvimento da cárie envolve uma série de eventos em um biofilme 

chamado de placa dental, onde as interações bacterianas entre si e com a superficie dental , 

as mudanças ecológicas provocadas pela dieta, os aspectos fisico-químicos inerentes ao 

processo e a composição e propriedades da matriz da placa são desafiantes para quem faz 

pesquisa. De acordo com BURNE ( 1998 ), somente a integração entre a genética 

molecular, a bioquímica e fisiologia dos microrganismos e a fisico-química poderão 

esclarecer os eventos que ocorrem nesses biofilmes determinando ou não sua 

patogenicidade. 

Os resultados do presente trabalho mostram que tanto a placa dental formada 

na presença constante de sacarose como a formada quando da alta freqüência da mistura 

dos seus monossacarídeos componentes ( glicose + frutose ) foram mais cariogênicas que o 

controle. Isso foi observado qualitativamente ( Fig. 18, 19 e 20 e Tab. vm) e comprovado 

quantitativamente pela análise de microdureza superficial ( Tab. IX ) e interna ( Tab. X ) 

do esmalte dentaL Ao mesmo tempo, constatou-se que a placa formada na presença de 

sacarose foi mais cariogênica que a decorrente da exposição a glicose+frutose. A 

comparação dos resultados obtidos no presente trabalho com os da literatura não é possível 

de uma maneira direta, pois esta trata-se da primeira pesquisa in sítu de longa duração com 

um delineamento experimental específico. O único trabalho encontrado na literatura que 

comparou o efeito da sacarose vs. glicose+frutose foi feito em macacos por COLMAN et 

aL (1977). Os autores concluíram que, embora sacarose tivesse manifestado maior 

cariogenicidade que frutose, a mistura equimolecular de glicose+frutose foi mais 

cariogênica que a sacarose. Segundo os referidos autores, sacarose não teria atributos 

químicos próprios que contribuiriam para sua maior cariogenicidade. A aparente 

discrepância dos resultados desse trabalho com o presente pode ser explicada pelo fato de 

que autores não utilizaram soluções puras dos carboidratos, sendo eles misturados com os 

alimentos. Os outros trabalhos da literatura têm comparado sacarose com outros 

monossacarídeos, mas não com a mistura glicose+frutose. Assim, EDW ARDSON & 

KRASSE, em 1967, mostraram em hamster que sacarose foi mais cariogênica 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 in situ (ICT) e demonstraram que 

glicose, frutose ou sacarose tinham a mesma capacidade de provocar desmineralização do 

esmalte dentaL Esse resultado aparentemente discrepante foi justificado pelo não controle 

da dieta dos voluntários, a qual poderia ser rica em sacarose, mascarando o efeito do teste. 

Até este periodo o maior potencial cariogênico da sacarose era atribuído à formação de 

dextranos e conseqüente maior adesão bacteriana (GIBBONS & BANGHARDT, 1967). 

Portanto, maior quantidade de placa do que mudanças na sua qualidade induzidas por 

sacarose era levada em consideração. Em acréscimo, mesmo trabalhos mais recentes que 

não têm encontrado diferença de desmineralização do esmalte comparando glicose, frutose 

e sacarose devem ser analisados criticamente. Assim, BRUDEVOLD et ai. (1983), 

utilizando um modelo in situ no qual uma massa de cultura de bactérias foi colocada sobre 

blocos de esmalte (placa experimental), mostraram que uma exposição a soluções de 

glicose, frutose ou sacarose tinha a mesma capacidade de desmineralizar o esmalte. O 

resultado não é contraditório, pois os autores apenas avaliaram a acidogenicidade destes 

carboidratos, os quais são fermentados pelas bactérias em velocidade semelhante. Segundo 

CHARLTON et al. (1971), fatores outros que não a acidogenicidade devem explicar as 

diferentes capacidades cariogênicas entre sacarose e glicose ou frutose. 

Assim, os resultados do presente trabalho mostram que uma dieta com 

carboidratos fermentáveis ( sacarose ou a mistura glicose + frutose ) provoca a formação 

de um biofilme cariogênico em relação à placa formada na ausência de açúcares ( grupo 

controle ). Por outro lado, os biofilmes formados na presença de sacarose ou glicose + 

frutose mostraram diferentes potenciais cariogênicos, o que deve estar relacionado com a 

composição das respectivas placas dentais formadas. 

Deste modo, a tabela I mostra que as diferenças começam com a quantidade 

de placa formada. A princípio, deveria se esperar, do ponto de vista energético, uma 

mesma quantidade de placa formada na presença de sacarose ou glicose + frutose, sendo 

menor na ausência de açúcares devido a uma limitação de nutrientes calóricos. A maior 

quantidade de placa formada na presença de sacarose pode ser explicada pela síntese de 

polissacarideos extracelulares decorrentes da variação de energia livre da hidrólise da 

sacarose pela ação de glicosiltransferases ( GUGGENHEIN, 1970, GIBBONS & van 

HOUTE, 1973 , JENKINS, 1978, CARLSSON, 1986, RÚLLA et ai. 1985 ). Essa maior 

quantidade de placa formada na presença de sacarose está de acordo com CARLSSON & 

SUNDSTROM (1968) e SCHEININ & MA.KINEN (1971), quando compararam com a 

placa formada na presença de glicose ou frutose. De fato, a tabela VI mostra que na 
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presença de sacarose observou-se na placa dental uma maior quantidade de polissacarídeos 

solúveis em álcali do que quando da exposição à glicose + fiutose. 

Como decorrência de uma maior quantidade de placa por àrea, o biofilme 

formado na presença de sacarose é mais espesso do que o formado na presença de glicose 

+ fiutose o que por si só explicaria o maior desenvolvimento de cárie, conforme tem sido 

demonstrado em estudos anteriores ( MELLBERG et al., 1990). Entretanto, na presença 

de sacarose, as bactérias sintetizam polissacarideos extracelulares que modificariam a 

qualidade da placa tomando-a mais cariogênica. 

Assim, DIBDIN & SHELLIS (1988 ) sugeriram que uma placa formada na 

presença de sacarose seria mais cariogênica devido à maior porosidade da sua matriz 

extracelular em função da presença de polissacarídeos . Deste modo, os substratos se 

difundiriam facilmente por esta placa atingindo a interface dente-placa onde seriam 

fermentados a ácidos com grandes quedas de pH (ZERO et al., 1986; FU et al., 1991). 

Porém, a maior cariogenicidade de uma placa formada na presença de sacarose foi 

demonstrada com culturas bacterianas crescidas em meio suplementado ou não deste 

dissacarideo. Assim, ZERO et ai. (1992) comprovaram com placa experimental que havia 

uma maior desmineralização do esmalte sob placa rica em glucanos extracelulares 

(bactéria crescida em meio contendo sacarose ), do que na sua ausência. Por outro lado, de 

acordo com ZERO (1993), pouco é conhecido sobre as respostas biológicas ocorrendo em 

uma comunidade heterogênea como a placa dental. 

No presente trabalho os biofilmes foram formados in sítu no meio ambiente 

bucaL Assim, na placa dental formada na presença de sacarose (Tab. VI) observou-se S,4x 

mais carboidratos solúveis em álcali (polissacarideos extracelulares ) que o controle e 3,0x 

mais que a formada na presença de glicose+fiutose. Deste modo, enquanto a maior perda 

de mineral do esmalte sob a placa formada na presença de glicose+fiutose em relação ao 

controle seria explicada pela manutenção de um pH baixo decorrente da simples 

fermentação destes monossacarídeos, a maior cariogenicidade da sacarose seria atribuída a 

um sinergismo da maior produção de ácidos na interface dente-placa devido a maior 

porosidade da placa e conseqüente difusão deste carboidrato fermentável através da 

matriz de polissacarideos. 

Os resultados do presente trabalho, quando se compara o grupo controle e a 

placa formada na presença de sacarose, estão de acordo com CURY et al. (1997) . Estes 

autores mostraram que a placa formada na presença de exposição a sacarose 8x/dia 

apresentava maior concentração de carboidratos solúveis em álcali e desenvolveu cárie no 
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esmalte em relação ao controle. Entretanto, esses autores mostraram que na placa formada 

na presença de sacarose havia também uma diminuição significativa das concentrações de 

Ca, P e F, o que poderia ser um fator adicional para explicar a maior cariogenicidade deste 

dissacarídeo. 

Os resultados atuais comprovam os anteriores, constatando-se concentrações 

menores e estatisticamente significativas de Ca, P e F na placa formada na presença de 

sacarose em relação ao controle (Tabs. II, lii e IV ) . Essas concentrações menores destes 

minerais poderiam ser decorrentes das estruturas das placas formadas ou do simples 

processo fermentativo da sacarose. Assim, no presente trabalho, foi utilizada solução de 

glicose+frutose, as quais são apenas fermentáveis, enquanto sacarose, além de ser 

fermentável, é transformada em polissacarídeos extracelulares tipo glucanos. O presente 

trabalho mostrou (Tabs. II, III e IV ) que a placa formada na presença constante de 

glicose+frutose também apresenta menores concentrações de Ca, P e F que a formada na 

ausência de carboidratos (p<0,05). Por outro lado, embora na placa formada na presença de 

sacarose tenham sido observadas concentrações de Ca, P e F menores do que a formada 

na presença de glicose+frutose, as diferenças não atingiram nível de significância 

estatística. Estas menores concentrações de Ca e P em placas dentais têm sido relacionadas 

com maior exposição a carboidratos da dieta, particularmente sacarose, como tem sido 

relatado na literatura (ASHLEY, 1972; ASHLEY & WILSON, 1977a ; WILSON & 

ASHLEY, 1988), embora não seja um consenso ( SCHEININ & MAKINEN, 1971; 

GEDDES et ai., 1978), mas foi confirmado experimentalmente por CURY et ai. (1997). 

Entretanto, ainda não há uma explicação para esta menor concentração de Ca, 

P e especificamente F quando a placa é exposta a carboidratos. Em primeiro lugar, deve 

ser diferenciada a placa que é formada quando da presença constante de carboidratos, da 

composição da placa logo após uma única exposição. Assim, quando sacarose é fornecida 

para uma placa, tem sido observado um aumento de Ca e P no fluido da mesma 

(KASHKET & YASKELL, 1990; RANKINE et ai., 1996) os quais são provenientes 

principalmente do esmalte dental devido a uma dissolução ácida. No presente trabalho a 

placa foi analisada depois de 28 dias de formação quando da exposição a sacarose ou 

glicose+frutose 8x/dia. Portanto, a placa estava se formando ao mesmo tempo que era 

produzido ácido pela fermentação dos carboidratos. Portanto, a menor concentração de Ca, 

P e F encontrada pode ser decorrente da estrutura da mesma. Assim, é conhecido que o pH 

influencia a formação de agregados de proteínas salivares com Ca e P , sendo que pH altos 

favorecem a precipitação (KLEINBERG,1970). Deste modo, devido à fermentação 
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constante da sacarose ou da glicose+frutose o pH baixo não favoreceria a formação de 

uma matriz protéica rica em Ca e P. Esta hipótise é plausível e encontra respaldo tanto na 

concentração de proteínas da matriz das placas (Tab .. VII ), como nos diferentes perfis 

protéicos encontrados (Fig.13, 15, 16 e 17 ). Assim, a menor concentração de Ca e P na 

placa dental contribuiria para a cariogenicidade da placa formada na presença de 

glicose+frutose e para a maior cariogenicidade da formada na presença de sacarose. 

Entretanto, ao mesmo tempo foi também observada uma menor concentração 

de F nas placas formadas na presença de sacarose ou glicose+frutose (Tab.II). Esta menor 

concentração poderia ser explicada primeiro pelo fato de que, durante a dinâmica do 

desenvolvimento da cárie, ao mesmo tempo que o dente perde minerais tipo apatita, ganha 

flúor na forma de fluorapatita (LARSEN & BRUNN, 1994 ). Isto tem respaldo na análise 

de flúor no esmalte quando concentrações maiores foram encontradas no esmalte sob as 

placas expostas continuamente a sacarose ou glicose+frutose (Tab. XI ). Entretanto, como 

as placas dentais foram coletadas pelo menos 12h após a última exposição aos 

carboidratos, teria havido um tempo suficiente para a saliva novamente saturar a placa de 

flúor. 

Por outro lado, embora não estatisticamente significativa, a concentração de 

flúor na placa formada na presença de sacarose foi menor do que a formada na presença 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 VI e 

VII ), enquanto a relação carboidrato solúvel em álcali/proteínas é de 788, 7x na placa 

formada na presença de glicose +frutose, na formada na presença de sacarose é de 2432,6x. 

Este resultado está de acordo com CARLSSON & SUNDSTROM (1968), que encontraram 

uma relação carboidrato/nitrogênio 5x maior na placa formada na presença de sacarose do 

que glicose. Do ponto de vista qualitativo, diferentes perfis protéicos foram observados na 

matriz das placas formadas na presença de sacarose ou glicose+frutose (Fig. 15,16,17). 

Segundo ROLLA & BOWEN (1977), F interage eletrostaticamente com oCa ligado a 

radicais aniônicos da matriz da placa, os quais são principalmente proteínas. Assim, a 

menor concentração de F na placa formada na presença de sacarose contribuiria fisico­

quimicamente para sua maior cariogenicidade. Ao mesmo tempo, a maior concentração de 

flúor na placa formada na presença de glicose+frutose contribuiria não só físico­

quimicamente como ecologicamente (MARSH, 1990) para sua menor cariogenicidade. 

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

difusão para a saliva, devido à dissolução dos reservatórios de minerais, quando da 
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produção de ácidos pela fermentação da sacarose ou da mistura glicose+frutose. 

Entretanto, as placas dentais formadas nas presenças destes carboidratos foram coletadas 

pelo menos 12 horas após a última exposição. Assim, haveria um tempo suficiente para 

que a placa novamente se saturasse destes íons se o problema fosse uma simples lei de 

ação de massas. Embora possa ser sugerido um outro trabalho para estudar a cinética 

destes íons na placa dental, os resultados sugerem que o problema está na composição da 

matriz da placa que não seria capaz de concentrar Ca, P e F. 

Fazendo uma análise global dos resultados do presente trabalho, eles mostram 

em praticamente todas as análises comportamentos extremos da placa controle em relação 

à formada na presença de sacarose, ficando os da placa desenvolvida na presença de 

glicose+frutose em situação intermediária. Na comparação entre os resultados nem sempre 

diferenças significativas foram observadas, porém a tendência do fenômeno biológico é 

irrefutável e deve ser considerada. Assim sendo, novas pesquisas deverão ser 

desenvolvidas no sentido de confirmá-lo. 
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7-CONCLUSÕES 

I- A composição bioquímica da placa dental influencia a sua 

cariogenicidade ; 

2- Embora uma matriz de glucanos seja o fator principal para a maior 

cariogenicidade da placa dental formada na presença de sacarose, seu 

perfil protéico distinto e menor concentração de Ca, P e F devem ser 

considerados; 

3- A menor concentração de Ca e P nas placas formadas na presença de 

sacarose ou glicose+frutose pode ser devido a estrutura das proteínas da 

matriz destas placas; 

4- A menor concentração de F nas placas dentais formadas na presença de 

sacarose ou glicose+frutose pode ser devido à deficiência de proteínas 

ligadoras de Ca na matriz destas placas. 
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ANEXOl 

INFORMAÇÕES E CONSENTIMENTO PÓS-INFORMAÇÃO PARA PESQIDSA CLÍNICA 

Nomedovolunmrio: ________________________________________ __ 

As infurmações contidas neste prontuário formam fornecidas por Maria Augusta Bessa Rebelo 
(Doutoranda), Prof" Dra Altair A. Del Bel Cury e Prof Dr. Jaime A. Cury (Orientador), o~etivando 
firmar acordo escrito mediante o qual o volunmrio da pesquisa autoriza sua participação, com pleno 
conhecimento da natureza dos procedimentos e riscos a que se submeterá, com a capacidade de livre 
atbítrio e sem qualquer coação. 

1- Titulo do Trabalho Experimental 
Análise Bioquimica e Cariogenicidade da Placa Dental Formada na Presença de Sacarose e 
Glicose+Frutose. Estudo in sítu. 

2- Objetivo 
Relacionar a composição orgãnica e inorgãnica da placa dental com sua cariogenícidade. 

3- Justificativa 
A cárie é uma doença que se caracteriza pela desmineralízação dos tecidos dentais quando da 
ingestão de carboidratos fementáveis, a nível da interface dente-placa. Estudos prévios têm 
mostrado diminuição da concentração inorgãnica (Ca, P, F) formada na presença de sacarose; 
porém dados na literatura não esclarecem se este achado é devido a composição orgãnica da matriz 
da placa em termos de polissacarldeos e proteínas. 

4- Proeedimento da fase Experimental 
O estudo será do tipo cruzado, consistindo de 03 grupos de tratamento, nos quais 12 (doze) 
volunmnos adultos utilizarão dispositivos intra-orais contendo blocos de esmalte integras, a saber: 
Grupo 1: Utilizando sacarose 20%, OS vezes ao dia; Grupo 11: Utilizando solução de 
glícose+frutose 20%, 08 vezes ao dia; Grupo III - Controle: Não utilizando sacarose ou 
glicose+frutose). O periodo total do estudo compreenderá 03 etapas de 28 dias com intervalo de 07 
dias entre cada etapa. Em cada etapa participarão os doze voluntários, sendo 04 volunmrios em 
cada tratamento, de tal modo que ao fmal de todos os cruzamentos, todos os volunmrios serão 
submetidos a todos os tratamentos. 

5- Desconforto ou riscos esperados 
Os volunmrios poderão apresentar discreta halitose durante o periodo experimental, o que poderá 
ser atenuado com adequada higiene bocal bem como limpeza do dispositivo. 

6- Informações 
O volunmrio tem garantia de que reeeberá respostas a qualquer pergunta ou esclarecimento de 
qualquer dúvida quanto aos procedimentos, riscos, beneficios e outros assnntos relacionados com a 
pesquisa. Também os pesquisadores supracitados assumem o compromisso de proporcionar 
informação atualizada obtida dnrante o estudo, ainda que esta possa aletar a vontade do individuo 
em continuar participando. 

7- Retirada do consentimento 
O volunmrio tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de 
participar do estudo sem prejuízo de ordem pessoal-profissional com os responsáveis pela 
pesquisa. 

8- Aspecto legal 
Elaborados de acordo com as diretrizes e normas que regulamentam pesquisas envolvendo seres 
humanos, atendendo à Resolução nº. 1%, de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de 
Saúde I Ministério da Saúde- Brasília- DF. 
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9- Garantia da sigilo 
Os pesquisadores asseguram a privacidade dos sujeitos quaoto aos dados confidenciais envolvidos 
na pesquisa, 

10- Local da pesquisa 
A pesquisa será realizada na Faculdade de Odontologia de Piracicaba, da Universidade Estadual de 
Campinas- UNICAMP, localizada à Avenida Limeira, 901 -Caixa Postal 52; CEP 13414-018-
Piracicaba - SP. 

11- Consentimento pós-informação 
Eu certifico que tendo lido as 
informações acima e snfícientemente esclarecido(a) de todos os itens pela Doutoranda Maria 
Augusta Bessa Rebelo, Prol" , Dra, Altair A Del Bel Cury e Prof Dr, Jaime A Cury (Orientador), 
estou plenamente de acordo com a realização do experimento, Assim, eu autorizo a execução do 
trabalho de pesquisa, exposto acima, em mim. 

Piracicaba, 28 de julho de 1997 

Nome (por extenso):------------------­
Assinatura: 
lªvia:~nn~'çã~o-------------------------------------

2JI via: Voluntário 
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ANEX02 

ANÁLISE BIOQUÍMICA E CARIOGENICIDADE DA PLACA DENTAL 
FORMADA NA PRESENÇA DE SACAROSE E GLICOSE+FRUTOSE 

ESTUDO IN SITU 

Instruções aos Voluntários 

1- O estudo será 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 
c) 3-' etapa: 14/10/97 a 11/11/97 

2- A água ingerida deverá ser necessariamente de abastecimento público de 
Piracicaba 

3- Durante o período do experimento e uma semana antes de cada etapa, não utilizar 
nenhum produto contendo flúor, exceto água. 

4- Os dispositivos intra-orais deverão ser utilizados durante todo o dia, inclusive para 
dormir, exceto durante as refeições e higiene oral, sendo nestes períodos os 
aparelhos acondicionados na caixa plástica fornecida, contendo no seu interior um 
algodão umedecido. 

5- A escovação habitual deverá ser feita apenas com o dentifrício fornecido por nós. 
Os dispositivos devem ser higienizados, escovando-os somente a parte interna dos 
mesmos. 

6- Será fornecida solução de sacarose 20% ou glicose+ ftutose 20%, em frasco 
conta-gota. O voluntário deverá colocar O 1 gota, solução que receber, sobre cada 
bloco de esmalte contido no dispositivo intra-oral, esperar 5 minutos e colocá-lo 
na boca. Este procedimento deverá ser feito 8 vezes ao dia, de acordo com o 
delineamento experimental, como segue abaixo: 
Grupo I (Sacarose) 8:00h 9:30h 

15:30h 17:00h 

Grupo li (Glicose+Frutose) 8:00h 9:30h 
15:30h 17:00h 

ll:OOh 
19:00 h 

ll:OOh 
19:00 h 

14:00h 
21:00h 

14:00h 
21:00h 

Grupo ill (Controle): Utilizar os dispositivos, porém sem uso das soluções. 

Obrigada 

AUGUSTA 

Qualquer dú,~da ou problema com o dispositivo intra-bucal, por favor comunicar-nos com a maior 
brevidade possível 

Te!: 430-5303 (Lab. Bioquímica) 
433-4736 (Prof'. Altair f Prof. Jaime) 

9(092) 982-4250 (Augusta) 



9- APÊNDICES 
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Apêndice 1 

Análise de Flúor na Água de Abastecimento Público de Piracicaba 

Apresentamos os resultados da análise de flúor na água de abastecimento público de 
Piracicaba-SP , no decorrer das três etapas experimentais. 

Tabela XII - Médias e desvio padrão da concentração de flúor na água, durante as três etapas 
do experimento. 

Etapas ppmF Período 

la 0,62 ± 0,07 29.07.97 

2a 0,56 ± 0,03 09.09.97 

3a 0,64 + 0,16 14.10.97 



Apêndice 2 

Tabela XIII- Peso Úmido da Placa Dental (mg I bloco dental) 

Grupo Indivíduo 
l A 

2 

3 

B 
c 
D 

E 
F 
G 
H 

I 
J 
K 
L 

1 
tl=1,25 
t1=16,27 
tl=22,12 
t1=9,92 

t2=11,63 
t2=9,56 
t2=1,42 
t2=9,96 

t3=0,96 
t3=3,66 
t3=5,02 
t3=2,60 

* placa não quantificável 

tl = sacarose 
t2= glicose + fiutose 
t3 = controle 

Período 
2 

t2=4,84 
t2=9,56 
t2=5,96 
t2=3,12 

t3=2,34 
t3=9,54 
t3=5,88 
t3=9,32 

tl =3,24 
t1=10.90 
t1=8,24 
t1=25,62 

3 
t3=4,74 
t3=4,80 
t3=2,37 
t3=* 

tl =13,32 
tl=l4,38 
tl=l8,74 
tl=l3,87 

t2=0,58 
t2=9,56 
t2=13,31 
t2=8,16 
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Apêndice 3 

Tabela XIV - Concentração de flúor na placa dental ( J.lg f I g ) 

Grupo Indivíduo 

1 A 
B 
c 
D 

2 E 
F 
G 
H 

3 I 
J 
K 
L 

t 1 = sacarose 
t2= glicose + frutose 
t3= controle 

Períodos 
1 

t1=21,63 
t1=19,48 
tl=0,93 
tl=l,21 

t2=0,54 
t2=1,42 
t2=9,15 
t2=5,70 

t3=252,75 
t3=313,52 
t3=142,49 
t3=102,71 

*placa não quantificável 

2 

t2=1,99 
t2=138,02 
t2=6,35 
t2=4,81 

t3=!66,03 
t3=42,57 
t3=10,39 
t3=44,30 

tl=l2,65 
tl =1,23 
tl=0,61 
tl=O,SS 
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3 
t3=54,65 
t3=149,16 
t3=268,36 
t3=* 

t1=1,34 
tl=l,26 
t1=2,23 
tl=3,99 

t2=152,88 
t2=7,85 
t2=1,63 
t2=2,55 



Apêndice4 

Tabela XV- Concentração de fósforo na placa dental (mg/g) 

Grupo Indivíduo 

1 A 
B 
c 
D 

2 E 
F 
G 
H 

3 I 
J 

K 
L 

t 1 = sacarose 
t2= glicose + ftutose 
t3= controle 

Períodos 
1 

tl=0,63 
tl=0,42 
tl=0,23 
tl=0,08 

t2=0,39 
t2=0,49 
t2=0,03 
t2=0,76 

t3=5,66 
t3=9,49 
t3=21,04 
t3=20,84 

*placa não quantificável 

2 
t2=0,25 
t2=2,01 
t2=0,23 
t2=0,28 

t3=5,56 
t3=1,15 
t3=6,78 
t3=19,94 

tl=0,20 
tl=0,23 
tl=0,23 
tl=O,ll 
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3 
t3=11,07 
t3=15,76 
t3=9,41 
t3=* 

tl=0,41 
t1=0,33 
tl=0,32 
tl=0,39 

t2=0,57 
t2=0,41 
t2=0,21 
t2=0,45 



Apêndice 5 

Tabela XVI - Concentração de cálcio na placa dental ( j.tg/mg) 

Grupo Indivíduo I 
I A tl-0,17 

B tl= * 
c t1=0,74 
D tl=l,IS 

2 E t2=0,07 
F t2=0,55 
G t2=2,7 
H t2=0,42 

3 I t3=7,84 
J t3=17,40 
K t3=34,10 
L t3=14,27 

* placa não quantificável 

t 1 =sacarose 
t2=glicose + frutose 
t3=controle 

Período 
2 3 

t2-0,90 t3-21,05 
t2=8,77 t3=32,16 
t2=0,92 t3=16,84 
t2=1,23 t3=* 

t3=11,25 tl=0,63 
t3=4,82 tl=0,58 
t3=15,04 t1=0,84 
t3=12,60 tl=0,62 

tl=0,82 t2=3,89 
t1=0.78 t2=l,ll 
t1=0,45 t2=0,59 
tl=0,37 t2=1,22 
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Apêndice 6 

Tabela VXII -Concentração de proteínas na placa dental (mg"/o ) 

Grupo Indivíduo 
l A 

B 
c 
D 

2 E 
F 
G 
H 

3 I 
J 
K 
L 

t 1 = sacarose 
t2= glicose + frutose 
t3= controle 

Períodos 
1 

tl=0,38 
tl=2,09 
t1=1,08 
tl=0,32 

t2=2,09 
t2=0,36 
t2=2,44 
t2=1,88 

t3=2,66 
t3=2,53 
t3=2,47 
t3=2,29 

*placa não quantificável 

2 
t2=1,03 
t2=1,39 
t2=l,44 
t2=1,04 

t3=2,41 
t3=2,46 
t3=l,76 
t3=1,71 

tl=l,29 
tl=2,31 
tl =1,59 
t1=1,25 
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3 
t3=1,97 
t3=2,32 
t3=2,16 
t3=* 

tl=2,14 
t1=2,29 
tl=0,8 
tl=1,81 

t2=0,73 
t2=2,03 
t2=1,69 
t2=1,95 



Apêndice 7 

Tabela VXIII- Concentração de carboidrato solúvel em ácido na placa dental 

Grupo Indivíduo 
l A 

B 
c 
D 

2 E 
F 
G 
H 

3 I 
J 
K 
L 

tl= sacarose 
t2=glicose + fiutose 
t3=controle 

Período 
1 2 

tl=8,7 t2=5,9 
tl=4,6 t2=5,7 
tl=12,1 t2=6,7 
t1=3,5 t2=7,2 

t2=2,6 t3=7,0 
t2=17,3 t3=6,2 
t2=* t3=2,1 
t2=22,0 t3=6,1 

t3=3,2 tl=l7,0 
t3=0,4 tl=27,7 
t3=2,4 tl=8,6 
t3=2,1 ti =8,3 

* placa não quantificável 

3 
t3=4,7 
t3=4,1 
t3=3,5 
t3=* 

t1=15,1 
tl=S, 1 
tl=49,2 
tl=l0,2 

t2=29,3 
t2=3,5 
t2=9,1 
t2=4,8 
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Apêndice 9 

Tabela XIX -Concentração de polissacarídeo solúvel em álcali na placa dental 

GRUPO Indivíduo 
1 A 

B 
c 
D 

2 E 
F 
G 
H 

3 I 
J 
K 
L 

tl = sacarose 
t2=glicose + fiutose 
t3=controle 

*placa não quantificável 

1 
tl=13,0 
tl=9,1 
tl=41,1 
tl=60,3 

t2=8,6 
t2=29,5 
t2=10,9 
t2=9,5 

t3=16,0 
t3=6,8 
t3=5,8 
t3=5,3 

Período 
2 3 

t2=7,1 t3=6,7 
t2=5,9 t3=3,1 
t2=14,4 t3=4,8 
t2=15,7 t3=* 

t3=7,6 tl =12,0 
t3=6,9 tl=68,1 
t3=3,3 tl=85,2 
t3=5,4 tl=21,4 

tl=l2,3 t2=8,5 
tl=26,1 t2=14,1 
tl=36,7 t2=11,5 
tl=l04,3 t2=6,3 
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Apêndice 10 

Tabela XX- Microdureza Superficial do Esmalte 
% de perda mineral 

Grupo Indivíduo 

I A 
B 
c 
D 

2 E 
F 
G 
H 

3 I 
J 
K 
L 

tl = sacarose 
t2= glicose + frutose 
t3 = controle 

Período 
1 2 

tl=63,94 t2=77,61 
t1=41,52 t2=0,80 
tl=79,71 t2=44,57 
tl=85,15 t2=82,12 

t2=58,47 t3=3,23 
t2=20,24 t3=0,0 
t2=36,04 t3=0,0 
t2=27,67 t3=0,0 

t3=7,16 t1=96,76 
t3=4,97 tl=99,53 
t3=5,25 t1=53,18 
t3=4,87 t1=95,78 
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3 
t3=2,70 
t3=3,99 
t3=3,03 
t3=4,96 

tl=88,52 
t1=45,76 
t1=35,51 
t1=95,05 

t2=21,76 
t2=38,44 
t2=71,10 
t2=51,65 



Apêndice 11 
Tabela XXI- Média da Microdureza Interna do esmalte 

Grupo Indivíduo 

I A 

B 

c 

D 

TI= sacarose 
T2= glicose + frutose 
T3= controle 

dist.~tm 

20 
40 
60 
80 
100 

20 
40 
60 
80 
100 

20 
40 
60 
80 
100 

20 
40 
60 
80 
100 

1 
TI 

141,65 
149,31 
249,55 
330,92 
322,08 

227,75 
304,33 
320,25 
326,67 
336,58 

98,88 
104,94 
222,67 
269,42 
289,08 

42,07 
83,73 
147,28 
226,08 
287,42 
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Período 
2 3 

T2 T3 
51,51 346,92 
80,38 374,17 
160,69 363,58 
301,77 364,08 
336,97 377,58 

276,17 353,50 
326,58 339,42 
344,25 356,92 
341,50 357,00 
327,42 341,42 

98,42 277,25 
146,70 312,33 
250,01 331,58 
290,42 324,58 
324,67 327,75 

103,63 282,67 
249,00 322,58 
341,75 335,92 
351,67 294,50 
358,67 317,92 

( cont. ) 
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cont. da Tabela XXI 

Período 
1 2 3 

Grupo Indivíduo flill T2 T3 TI 

2 E 20 191,53 284,83 46,17 
40 228,98 311,25 34,33 
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 20 266,67 349,33 224,67 
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 

Período 
1 2 3 

Grupo Indivíduo dist. f.!ID T3 Tl 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, l3 
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 
80 350,83 45,60 296,83 
100 347,75 106,06 333,25 



Apêndice 12 
Tabela XXII- Concentração de Flúor no Esmalte 

Período 
Grupo Indivíduo 1 2 3 

ppm distsup,~m 

1 A !1=4736,4 10,83 !2=4869,55 13,02 !3=2393,95 13,79 

!1=1825,55 21,99 !2=2083,3 26,15 13=1300,45 27,79 

!1=1289,6 35,67 !2=1173,65 40,92 !3=1631 ,8 39,71 

!1=633,45 56,89 !2=675,45 65,09 !3=846,2 65,64 

!1 =451 ,25 77,67 !2=363,4 87,30 13=477 93,65 

B 11=5517,35 12,25 !2=2205,55 12,36 !3=1615,65 9,63 

!1=2417,7 24,94 !2=1132,75 25,38 !3=1152,5 19,26 

!1=1325,8 38,18 !2=830,5 39,17 13=935,75 29,10 

!1=888,75 63,23 !2=535,55 65,97 !3=670,15 48,90 

!1=608,05 88,29 12=446,35 92,88 !3=567,05 72,86 

c 11=4578,55 15,76 !2=3841,1 17,73 !3=2698,25 11,05 

11=2504,5 32,93 12=1956,35 33,92 13=1883,70 22,65 

!1=1845,35 50,44 !2=1275.55 48,25 !3=1343,00 33,04 

!1 =1081 ,05 80,63 !2=772,05 78,77 13=910,75 56,23 

!1=628,95 107,76 !2=481 ,05 113,01 !3=639,8 79,10 

D !1=4716,45 14,88 12=3379,95 15,10 13=2006,8 10,07 

!1=2220,05 28,01 !2=1856,7 29,65 13=891 ,25 21,88 

11 =1504,8 40,59 12=1283,65 44,42 !3=625,05 33,81 

11 =1006,5 61,59 12=687,2 74,17 13=425,65 54,92 

11=685,65 86,97 12=447,65 103,38 13=345,55 73,74 

(cont) 
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2 E !2=5042,35 11,71 !3=3539,GG 13,35 !1=4048,4 11,60 

!2=2646,35 25,39 !3=1921 ,5 26,26 !1=2031 ,65 26,15 
!2=1920,3 40,26 !3=1343,9 40,59 !1 =1208 40,04 

!2=1 122,45 66,41 !3=831,55 66,70 !1 =477,35 68,48 

!2=680,15 94,96 !3=606,9 95,51 !1=306,35 95,95 

F !2=4276,4 8,98 !3=2361 ,7 14,44 !1=4393 9,63 

!2=2183,8 17,50 !3=1143,8 29,54 !1=2584,05 21,34 

!2=1433,55 25,82 !3=912,25 45,40 !1=2138,9 34,57 

!2=1018,75 47,37 !3=440,05 76,37 !1 =1464,2 58,20 

!2=689,5 64,44 !3=338,65 106,56 !1 =1337,85 78,88 

G !2=4099,05 8,53 !3=2127,55 13,35 !1=3699,5 11,60 

!2=2770,35 19,69 !3=1234,15 28,01 !1=2228,9 24,94 
!2=1751,15 30,86 !3=940,75 39,06 !1=1319.45 38,07 

!2=1137,55 43,44 !3=589,8 65,42 !1 =659, 15 61,59 

!2=980,2 58,97 !3=446,55 86,65 !1 =582,05 84,35 

H t2=3GG9,35 9,19 !3=3610,4 10,72 !1 =2311 ,6 14,66 
!2=2457,8 18,38 !3=2067,9 22,65 !1 =914,75 28,89 

!2=1904,8 27,68 !3=1390,2 33,92 !1=616,15 40,92 

!2=1440,25 48,03 !3=849,5 56,34 !1=416,4 64,22 

!2=884,6 68,81 !3=625,5 79,87 !1=342,9 89,38 
( cont. ) 
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3 I 13=5496,05 13,02 !1=4215,8 10,55 12•3939,35 18,60 

13•2671 ,55 27,02 !1=2933,9 21,33 12•1251 ,55 36,65 

13•2082 41,69 11•2037,3 30,63 12•720,1 53,28 

13=973,8 64,00 11•1197,45 47,05 12•487,5 82,92 

13=560,2 83,69 11•798,55 63,67 12•372,7 112,46 

J 13•3354,75 16,41 !1=3813,95 11,49 12•3247,9 13,57 

13•2245,6 30,20 11•2333,3 23,52 12•1565,05 26,04 

13•1729,65 44,86 !1 =1789,75 35,12 12•1005,75 36,87 

!3=965,7 68,93 11 =908,9 57,22 !2•583,45 61,81 

13=777,25 93,43 11=527,8 81,07 12•383,4 82,05 

K !3=1942,15 18,27 !1=3282,65 13,24 !2•4089.55 12,26 

!3•1376,5 33,04 11=1586,8 27,35 12•1699,15 25,05 

13=1044,05 47,81 11•965,65 42,12 12•1005,65 41,03 

13=674,5 80,52 11•563,95 73,96 12=542,45 68,70 

!3=481,6 112,03 11=494,95 105,90 12=345,5 90,15 

L 13=2905,7 12,15 11•3414,65 12,91 12=2941,05 17,40 
!3=1603,95 23,85 !1=1768,5 28,99 12•1309,5 35,34 

13=1157,1 33,48 11=1232,75 44,85 12=908,2 52,19 

!3=1006,2 55,80 !1=673,25 78,33 12•522,75 82,16 

13=536,15 71,77 11=485,3 113,56 12=369,8 111,15 

11 =sacarose 
t2=glicose+frutose 
t3=controle 

l~l 
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Apêndice 13 

Tabela XXII - Média e desvio da concentração total de proteínas na saliva dos voluntários . 

Vohmtário mg/ml 

A 192 , 

B 0,72 

c 0,53 

D 0,27 

E 0,93 

F 0,61 

G 0,58 

H 1,10 

I 0,45 

J 0,94 

K 0,64 

L 1,31 

Média 0,83 
Dp 0,45 
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29,000 . q. 0,41 
IA'!'fii'~l 

24,000 I I o.so 
20,000 0,58 

14,200 ~ 0,70 

MP 1,92 0,72 

c 

+"#~!l01,'ill\' 
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'§;%Jm''$4f.i 
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Figura 29 - representação diagramática das proteínas da saliva dos voluntários participantes do estudo. A primeira coluna representa a mistura padrão 
com seus respectivos pesos moleculares (PM) e mobolidades relativas ( Rm ); as demais colunas representam o perfil eletroforético de cada voluntário e 
os valores abaixo das colunas representam a concentração de proteínas (mg/mL ). 
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CONTROLE 

A B C D E F G H I J K L 

PM 
I 

...... H··'" ~ ~ ~ 1 1 ~ r 1 r1 li ~ R ~ 
::t:j: I I I I ~··-~ I I A imnl p~ 1 I I L__j I 

24,000 I I o,50 

20,000 I I 0,58 I I I I I I I 

14,2oo~o.ro 1111111 I I I I I I 1111111 

MP 1,97 2,32 2,16 s/ placa 2,42 2,46 1,76 1,71 2,66 2,53 2,47 2,29 (mg/ml) 

Figura 30 - representação diagramática das proteínas da saliva dos voluntários participantes do estudo. A primeira coluna representa a mistura padrão com seus respectivos pesos 
moleculares (PM) e mobolidades relativas ( Rm ); as demais colunas representam o perfil eletroforético de cada voluntário no gmpo controle e os valores abaixo das colunas 
representam a concentração de proteínas (mg/mL). 
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GLICOSE + FRUTOSE 

A B c o E F G H J K L 
PM ,--- ,---

66,000 ~-""'"10,18 
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UI .. 
"O 
c ., 
.o 

0,37 

I 

2,44 1,88 0,73 2,03 1,69 1,95 (mg/ml) 

Figura 31 - representação diagramática das proteínas da placa dental dos voluntários participantes do estudo. A primeira coluna representa a mistura 
padrão com seus respectivos pesos moleculares (PM) e mobolidades relativas ( Rm ); as demais representam o perfil eletroforético de cada voluntário no 
grupo glicose + frutose e os valores abaixo das colunas representam a concentração de proteínas (mg! mL ). 
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PM 

66,000 ~m--10,18 

45,000 0,30 
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i,WAIW!t&.~ 
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2,14 2,29 0,80 1,81 1,29 2,31 1,59 1,04 (mg/ml) 

Figura 32 - representação diagramática das proteínas da saliva dos voluntários participantes do estudo. A primeira coluna representa a mistura padrão com seus respectivos pesos 
moleculares (PM) e mobolidades relativas ( Rm ); as demais colunas representam o perfil eletroforético de cada voluntário no tratamento sacarose e os valores abaixo das colunas 
representam a concentração de proteínas ( mg/mL ). 
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Abstract 

The aim of this study was to analyze the composition of dental plaque formed in the 

presence of sucrose or glucose+fructose 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 o r lO% glucose + 

I 0% fructose were dripped onto the enamel blocks 8 times/day, while in the control group 

nothing was used. During the experimental period ali the subjects used fluoride-free 

dentifrice, refrained from brushing the enamel blocks and drank water fluoridated at 0.6 

ppm F. The concentrations of calei um, 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 quantitatívely (p<O.OS) 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 J..Lm) when the plaque was formed in the 

presence of sucrose or glucose+fructose 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 protile of the proteins in the dental plaque showed 

distinct pattems when the plaque was formed in the absence and presence of the different 

carbohydrates. The results suggest that the high cariogenicity o f 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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