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“Conhecimento cientifico cresce como uma
arvore, ndo como uma compilacio de itens
de um colecionador. Fatos, observacoes,
descobertas, como itens, sdo os nutrientes a
partir dos quais a arvore do conhecimento
se alimenta, e niio até que eles tenham sido
totalmente absorvidos e assimilados, terdo
eles verdadeiramente aumentado ¢ corpo
do conhecimento.”
Paul Weiss
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2. RESUMO

Carie dental é uma doenga infecciosa multifatorial que ainda afeta a maioria da populagio e
apresenta como fator de grande importdncia no seu desenvolvimento a presenga de
carpoidratos, principalmente a sacarose. Porém, sua incidéncia tem sido eficazmente
controlada com a introdugio do fitor, um agente anticariogénico. Entretanto, o use isolado de
floor tem efeito bimitado e seu efeito protetor sob uma condigio de alto risco niio esta
esclarecido. Além disso, a variabilidade apresentada no efeito do F talvez possa ser explicada
por diferencas na intensidade do desafio cariogénico. Desta forma, este trabatho for dividido
em 2 experimentos. O objetive do experimento 1 foi avaliar o efeito pos-eruptivo de diferentes
concentragbes de F presente na agua no desenvolvimento de carie e verificar se um efeito
protetor platd seria atingido. Entdo, sessenta ratas Sprague-Dawley dessalivadas infectadas
com S. sobrinus receberam dieta 2000 ad libitum por 21 dias e para beber: Grupe (1) agua
destilada estéril {ADEY; (2) ADE contendo 10 ppm F; (3) ADE contendo 20 ppm F; (4) ADE
contendo 30 ppm F ¢ (5) ADE contendo 40 ppm F. O objetivo do experimento 11 foi verificar
o efeito anticariogénico do F quando de diferentes niveis de desafio cartogénico. Desta forma,
oito grupos de 9 ratas dessalivadas infectadas com 5. sobrinus foram colocadas em uma
maquina de alimentagiio programada Konig-Hofer e receberam sacarose nas fregliéncias de 3,
6, 12 e 17 x/dia. Enquanto, um grupo de cada freqii€ncia de sacarose recebeu agua contendo
10 ppm de F, o outro recebeu agua destilada estéril. No experimento I, F a partir de 20 ppm
foi capaz de reduzir significativamente a iniciagfo das lesdes cariosas. Por outro lade, F na
concentracio de 10 ppm, 56 fol capaz de reduzir significativamente a severidade das lesdes.
Constderando as diferentes superficies lisas, parece que a 30 ppm, flior atingiu um efeto
protetor maximo. Nenhuma concentragho de F foi eficaz em dinmimur os indices de carie de
suloo. F diminuiu as contagens de S. sobrinus em todos 08 grupos, porém apenas a
porcentagem de 8. sobrinus no grupo que recebeu 40 ppm foi significativamente menor do que
o grupo controle, mostrando que o efeito antibacteriano do F teve contnbuiglio significativa na
reduciio de cérie deste grupo. Utilizando-se este modelo de alto desafio cariogénico, os
resultados sugerem que em pacientes com alto risco de céarie niveis mais elevados de fllior
devem ser necessarios. No experimento II, fldor reduziu a incidéncia e severidade da carie de
superficie lisa em todos grupos, mas os animais recebendo 3 refeigSes e F nfio apresentaram

indices estatisticamente menores do que 0 grupo que recebeu 3 refeicdes ¢ ADE. A medida



gue o numero de refeigbes aumentou, o efeito protetor do F nas superficies lisas diminuiu.
Assim como no experimento I, F nfio foi eficaz nas céries de sulco. Pode-se conchuir que a
efetividade do fllior é influenciada pelo nivel do desafio cariogénico e que deve-se levar em

consideragiio ajuste do nivel de exposiglio ao flior baseado no risco de cérie.
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3. INTRODUCAQ

Carie dental € uma doenga bacteriana, dependente da dieta, que continua afetando a
grande maioria das pessoas { KEYES, 1960; BOWEN, 1972; BOWEN, 1991; MANDEL,
1996). Pelo menos 3 fatores sfo essenciais para o estabelecimento da doenga: hospedeiro

suscetivel, microrganismos cariogénicos ¢ carboidrato,

Considerando o hospedeiro, a saliva possui propriedades importantes na modulagio
da cérie dental. A saliva possui aglo de limpeza, capacidade tampiio ¢ efeitos antibacterianos
{BOWEN, 1974; XU & OPPENHEIM, 1993). Desta forma, deficiéncia salivar, que estd
associada ao uso de varios medicamentos, tratamento com radiagio e doenga autoimune,
pode contribuir para o desenvolvimento de doencas bucais severas, incluindo cérie dental
{CHEYNE, 1939; BOWEN et al, 1978; FOX et al, 1983). Como modelo, animais
dessalivados sfo altamente suscetiveis & infeccfio por §. sebrinus e desenvolvem rapidamente

lesBes cartosas extensas (MADISON et al, 1989}

Os microrganismos, colonizando superficies do dente, formam placa dental,
fermentam carboidratos, principalmente sacarose a acidos orglnicos que induzem
desmineralizacfio dos dentes, resultando em carie. Os estreptococos do grupo mutans estio
grandemente associados a carie dental e sio considerados um dos agentes etioldgicos
primordiais nesta doenca { LOESCHE, 1986). Resultados de mvestigacSes em animais e
humanos mostraram uma correlagiio altamente positiva entre freqiiéncia de ingestdio de
agticares ¢ o nivel de carie (LARSON et al, 1962; KONIG et al, 1968; NEWBRUN &
FROSTELL, 1978; BOWEN et al, 1980). Assim, a atividade de carie de duas espécies
geneticamente diferentes de ratos mostrou ser diferente devido ao seu padriio de alimentacfio;
os ratos Osbome-Mendel consomem mais alimento e mais freqiientemente do que os ratos
pretos NIH { KONIG et ai, 1969). Além da freqiiéncia, os intervalos entre exposigiio de
carboidratos influenciam o desenvolvimento da carie (BOWEN et al, 1983a). Animais que
ingeriram 17 refeigbes cariogénicas diartamente com imtervalos de 60 minutos apresentaram
mais lesdes de superficie lisa do que os animais que consumiram o mesmo numerc de
refeicdes com intervalos de 10, 20 ¢ 40 minutos. Entfio, fica claro que a intensidade do

desafio cariogénico pode ser influenciada por varios mecanismos.
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Com relagiio ao efeito anticariogénico do flior, toda evidéncia disponivel mostra
claramente que ele ¢ um agente anticariogénico eficaz mais pela sua presenga no meio bucal
do que pela incorporagfc prévia ao demte. Fliior exerce seu efeito por prevenir
desmineralizacdo ¢ promover remineralizacfio de lesdes cariosas iniciais nos dentes
{SILVERSTONE, 1977; TEN CATE & REMPT, 1986); ele também inibe enzimas
glicoliticas bacterianas {(MARQUIS, 1995). Flior pode mfluenciar a produgio de
polissacarideos extracelulares por 8. mufans (BOWEN & HEWTITT, 1974). Por outro lado,
o efeito preventivo ¢ dependente dos niveis de flior na cavidade bucal ( BOWEN, 1973;
LARSON et al, 1976; ERICSSON, 1977; MIRTH et al, 1985), embora a guantidade de
fliior necessaria para efeito Gtimo sob varios niveis de desafio cariogénico nfo tenha sido
determinada, Ele pode ser liberado para a cavidade bucal a partir de diversas formas tais
como dgua, dentifricios e comprimidos fluoretados. A percentagem de reducio de carie pelo
fitor presente na dgua, considerando os efeitos pré e pos-eruptivo, em humanos vania de 10%
a 60% { O"MULLANE, 1990; HARGREAVES, 1992). Esta variabilidade na efetividade do
flior talvez possa ser explicada por diferencas na intensidade do desafio cariogénico. Flior,
como outros agentes terapéuticos, é provavelmente mais efetivo em dentes submetido a
baixos niveis de desafio cariogénico do que em dentes submetidos a niveis maiores.
Entretanto, do ponto de vista coletivo, somente um nivel de exposi¢io ao fliior, quer seja
sistémico (agua fluoretada) ou topico {dentifricio) € indicado independente dos riscos

potenciais da doenga.

Desta forma, justifica-se o objetive do presente trabalho de avaliar o efeito de
diferentes concentragdes de F no desenvolvimenio de carde e também verificar o efeito

anticarie do F em animais expostos a diferentes desafios cariogénicos.
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4. REVISAO DA LITERATURA

Carie dental ¢ uma doenga presente desde os primérdios da civilizagiio humana.
Porém, este fato nfo a torna extinta { BOWEN, 1991). Virios fatores estfio envolvidos no
desenvolvimento da carie dental e apesar de pesquisas extremamente reveladoras terem sido

realizadas nesia frea, muito ainda resta a ser esclarecido e controlado,

Cérie dental € uma doenga infecciosa multifatorial, que depende principalmente de trés
fatores: hospedeiro suscetivel, dieta cariogénica e microrganismo, Flior tem se mostrado um

agente anticariogénico eficaz na reducdo da doenca.

Hospedeiro

Considerando o hospedeiro, dois fatores podem auxiliar na resisténcia ou

suscetibilidade 4 carie; a composicfio quimica dos dentes e a saliva.

Como carie dental envolve a destruigio progressiva do esmalte dental, variagSes na
sua composiclo tém influéneia no desenvolvimento da doenca { ROBINSON et al, 1982).
Apatita é o principal constituinte do esmalte e a forma mais amplamente distribuida ¢ 2
hidroxiapatita (JENKINS, 1978). Porém, a composiciio inorgénica dos dentes ndio €
constante. Tons presentes no cristal podem sofrer troca idnica com outros ions presentes no
meio ambiente bucal. Por exemplo, ions hidroxila podem ser substituidos pelo ion fliior ou

carbonato.

Em relaciio ao carbonato, altas concentracdes so observadas em regites de baixa
densidade, baixo conteido de mineral e alto contetido de proteina, especialmente nas regides
de sulco & margem gengival { ROBINSON et al, 1982). Além disso, carbonato tem sido
associado com um mineral mais solivel { GRON et al, 1963), que ¢ perdido nos estagios
iniciais do ataque carioso { HALLSWORTH et al, 1973). Tambeém foi observado que a
lesfio carlosa contém menos carbonato do que a regidio higida adjacente ( ROBINSON et al,
1982). Desta forma, a presenga do carbonato no esmalte dental confere uma maior

suscetibilidade & carie dental.
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Inversamente areas levemente desmineralizadas, como por exemplo mancha branca,
gpresentam maior captacio de F do que o esmalte higtdo. Fltor, sendo captado pelo esmalte,
o que pode variar em funcdo do dente ou mesmo da regifio do dente { BRUDEVOLD et al,
1957}, também aumenta a cristalinidade do esmalie, reduzindo levemente sua suscetibilidade &
desmineralizacic (BACHRA et al, 1965, TEN CATE & REMPT, 1986). Entretanto, a
presenca do F no dente nfio o torna totalmente resistente aos ataques acidos e o produto
formado, fluorapatita, tem um valor imitade { LARSEN, 1990). Porém, um efeito protetor
indireto do F € que na sua presenca ha a formagio de um esmalte contendoe menos carbonato

¢ portanto menos suscetivel aos atagues acidos { WEATHERELL et al, 1984).

Saliva possui um importante papel na modulagio da carie dental ( LAGERLOF &
OLIVEBY, 1994). Viros fatores presentes na saliva podem influenciar o ataque
cariogénico, tais como alguns fatores antimicrobianos: imunoglobulinas, peroxidases,
tactoferring, lisozima e aglutininas. Além disso, a saliva promove remineralizagfo das lesbes
cariosas iniciais, quando o pH retorna a niveis normais (>35,5), onde ¢ produto idnico do
galoio e fosfato € superior ao produto de solubilidade da hidroxiapatita. Saliva também
contém substincias, como a sialina, capazes de aumentar o pH da placa dental, além de
possuir capacidade tampio, sendo o sistema tampdo mais importante o bicarbonato. Uma
fungdo da saliva bastante importante na prevenciio da carie ¢ diluir substratos, que serdo
utilizados pelas bactérias, que foram introduzidos na cavidade bucal na forma de alimentos.
Desta forma, podemos concluir que a saliva possul um papel fundamental na prevengiio da

carie dental,

Assim, a remogio cirrgica das glandulas salivares de ratos resulta em uma incidéncia

aumentada de carie experimental { CHEYNE, 1939),

Em um estudo para determinar se primatas { Macgea mulatta) poderiam se tornar
mats suscetiveis a cérie dental através de irradiagio de suas glandulas salivares, abservou-se
que estes animais desenvolveram extensas lesdes de carie em seus molares { BOWEN et al,

1978).
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Também foi observado que irradiagio das gléndulas salivares de primatas Macaca
mulaticr, alimentados com uma dieta cariogénica levou & rapida iniciacio de carie dental
(EDGAR et al, 1981). Anormalidades na composicio da saliva que poderiam estar
relacionadas ao alto ataque cariogénico foram investigadas. A auséneia de concentragbes
detectaveis de tiocianato pode indicar uma atividade reduzida do sistema antibacteriano
lactoperoxidase/tiocianato/perdxado de hidrogénio. Porém, é bem provavel que os efeitos
principais da irradiagio na composicio inorgdnica da saliva, predispondo para alta taxa de
carie, sejam a reduclio na quantidade de tampio na cavidade bucal e a redugio no volume

salivar resultando em retencio prolongada de alimentos.

Deste modo, animais dessalivados sGo mais suscetiveis 4 infecclio por S. sobrinus do
que ammais intactos { MADISON et al, 1989), provavelmente devido 4 perda da capacidade

tamplic e componentes antibacterianos da saliva.

Mierebiota

A microbiota da placa dental consiste de uma variedade de microrganismos
acidogénicos e nfo-acidogénicos ¢ sua composigio difere nas vérias superficies dentais (VAN
HOUTE, 1980; VAN HOUTE, 1994). Os primeiros microrganismos a serem implicados
como agentes cariogénicos espectficos foram os lactobacilos, Entretanto, durante a década de
60 o conceito de um agente etiologico especifico ressurgiu com a redescoberta do
Streptococcus mutans { CLARKE, 1924). A caracterizagio dos estreptococos do grupo
mutans { 5. mutans, S. sobrinus, S. cricetus, S. rattus, S. ferus, 8. macacae) como agentes
etioldgicos importantes na carie dental ocorre devido 4 sua acidogenicidade, sua relagio
direta com desenvolvimento de carie em humanos e animais e sua presenga ¢m todas as placas
dentais associadas as superficies carie-ativa dos dentes. Os estreptococos do grupo mutans
também possuem a habilidade de sintetizar glucanos extracelulares a partir de sacarose,
agmentando cariogenicidade da placa por anmentar a quantidade de placa, promover
colonizagio destes microrganismos e alterar propriedades de difusfo do substrato na matriz
da placa. Em acréscimo, por serem acid@ricos prevalecem no meio acido ganhando a

competigio com as demais bactérias.
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Em 1960, KEYES mostrou que carie ¢ uma doenca infecciosa e transmissivel em
hamsters e que nfo se desenvolve na ausénela de microrganismo. Para tal, ele utilizou uma
ninhada a partir de uma linhagem que havia sido carie-ativa por 4 geracdes e dividiu em 2
grupos. Um grupo recebeu antibidtico na raglo para suprimir a microbiota cariogénica ¢ o
cutre grupo constituiu o controle. O 17 grupo permaneceu sem carie, enquanto os animais do
2® grupo apresentaram lesdes cariosas. Estes resultados confirmam a caracteristica de
infecciosidade da doenca carie. Para demonstrar que a carie dental também € transmissivel, a
partir de uma fémea de cada um dos 2 grupos acima obteve-se uma nova ninhada. A ninhada
obtida dos animais carie-inativo foi dividida em 2 grupos; metade da ninhada foi alojada
sozinha ¢ g outra metade com a ninhada dos animais carie-ativo. A metade alojada sozinha

penmanecey sem carie enquanto os outros animais desenvolveram cérie rampante.

infecclio a partir de uma mistura de diferentes cepas de estreptococos isolados de
lesGes cariosas de um hamster resultou no desenvolvimento de carie dental em hamsters cérie-
inativos { FITZGERALD & KEVYES, 1960). Os ammais nio-infectados nfio mostraram
nenhuma evidéncia de carie e formagio de placa dental. Nenhum dos animais infectados com

culfuras mistas de lactobacilo e difterdides apresentou qualquer evidéncia de carie.

Nio existe entre o hospedeiro ¢ o microrganismo uma cepa absoluta e especificidade
de espécie na patogénese da care dental ( KRASSE, 1966). Estreptococos, similares
morfologica e biogquimicamente aos estreptococos que induzem carie em hamster, foram
isolados da placa dental de individuos altamente carie-ativos. A introdugfio destes
microrganismos na cavidade oral dos hamsters resultou no desenvolvimento de carie

rampante,

Estreptococos do grupo mutans requeremn a presenca de superficie sdOlida para
colonizarem a cavidade oral. Isto € sugerido pelos resuliados de ZINNER & JABLON
{1969) onde a cepa BHT de §. mutans atingiu 90% de colonizagio quando as criangas tinham

de 9 a 12 meses de idade apresentando de 3 a 13 dentes.

Evidéncias disponiveis sugerem uma relacfio direta entre o numero de 5. mufans na
placa dental e a prevaléneia de carie dental ( BOWEN, 1969). Em um experimento com

macacos infectados com estreptococos isolados de lesbes cariosas de humanos, o8 animais
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com 0 maior mimero de lesGes apresentaram maior populagio de estreptococos cariogénicos
na placa dental do que os animais que tiveram poucas lesBes. Também foi demonstrado que a
idade na qual 03 animais sfio expostos ac ambiente cariogénico pode ter efeito sobre o
subseqiiente desenvolvimento de cérie. Dentes que estavam presentes por 6 meses ou mais
antes de serem expostos ao microrganismo desenvolveram menos carie do que aqueles dentes

que erupcionaram durante o0 experimento.

A fim de demonstrar a relagiio entre estreptococos produtores de polissacarideos
extracelulares e cérie de superficie lisa em criangas, DE STOPPELAAR £t al { 1969)
observoy que a porcentagem de S. mutans foi marcadamente maior na placa dental obtida dos

grupos com alta atividade de carie do que dos grupos com baixa atividade,

Profundas mudangas na microbiota da cavidade bucal acontecem apds a erupgio dos
dentes { CORNICK & BOWEN, 1971). Microrganismos com uma morfologia de coldnia
semelhante ao 5. mutans e 8. sanguis ndo foram detectados nas bocas de macacos até que ndo
ocorresse erupedo dos dentes. Parece existir uma dependéncia da presenca de superficie dura

para a sobrevivéncia destes microrganismos na cavidade bucal.

Em humanos, 5. sanguis estabeleceu-se na cavidade bucal apenas apds a erupgo dos
dentes ¢ foi encontrado em todas criangas trés meses ap6s a erupgio dos dentes
{CARLSSON et al, 1970). Esta observagiio demonstra a importincia dos dentes em fornecer
condigbes favoraveis para o crescimento dos estreptococos. Em outro estudo em humanos,
CATALANOTTO et al (1975) mostram que recém-nascidos ¢ criangas com apenas seus
meisivos deciduos nfo apresentam 5. mufans nas membranas das mucosas ou superficies lisas
dos incisivos. Porém, 4 medida que o nimero de dentes deciduos erupcionados aumentou,

houve uma incidéncia gradual no isolamento deste microrganismo.

A membrana celular tem um papel importante na regulagio acido-base dos
estreptococos orais { BENDER et al, 1986). O pH citoplasmatico € malor que aquele do
meto ambiente e esta diferenca € fundamental para sistemas sensiveis a pH acido, como o
sistema glicolitico. Diferencas na tolerdncia acida entre os microrganismos poderiam ser
explicadas pelas diferengas na suscetibilidade de danos da membrana causados pela

acidificacio do meio. Entretanto, nfio ha diferenca entre S. mwtans GS-5, S, sanguis NCTC
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1904 e S salivarins ATCC 13419, Os efeitos do diciclohexilcarbodiimida (DCCD), um
inibidor de ATPase, indicam que as ATPases da membrana t€m um papel importante pa
dindmica da permeabilidade. Este estudo também verificou que F, como HF, age como um

transportador de prétons e que esta agio ¢ dependente do pH.

Auséncia de saliva pode selecionar cepas de S sobrinus com viruléncia aumentada
{(MADISON et al, 1990). Ratas Sprague-Dawley que nfio foram dessalivadas, porém
nfectadas, que foram engaioladas com ratas dessalivadas infectadas, apresentaramn maiores
indices de care de superficie lisa do que pares nio-dessalivados. Além disso, animais nio-
dessalivados e nfo-infectados, que foram engaiolados com animais dessalivados ha S semanas,
demonstraram  diferencas altamente significativas nas lesbes de superficie lisa quando
comparados com os animais ndo-dessalivados ndo-infectados, que foram engaiolados com

animais ndo-dessalivados e também infectados ha 5 semanas.

Viruléncia do microrganismo pode variar de acordo com as condigdes encontradas na
cavidade bucal. Animais dessalivados e intactos que foram infectados com isclados obtidos de
animais dessalivados tiveram indices de carie de superficie lisa significativamente maiores do
que animats intactos € dessaltvados infectados com culturas da cepa estoque original de
S.sobrinus ATCC 27352 (MADISON et al, 1991). Valores iniciais de pH da placa dental
foram estatisticamente menores nos animais dessalivados do que nos intactos. Além disso,
apis adicio de sacarose, a variagio nas medidas de pH da placa dental foi maior nos animais

dessalivados do que nos intactos.

Fithos adquirem a maior parte da sua microbiota oral, em particular §. mutans, de suas
mies e a viruléneia do microrganismo presente no reservaténo materno € um fator critico na
infeceio e atividade de carie dos fithos ( O’CONNELL & BOWEN, 1991). Ratas
dessalivadas ¢ infeciadas com 8. sobrinus 6715, apresentando extensas lesdes de carie,
tiveram ninhadas que desenvolveram indices de carie de superficie fisa e de sulco
significativamente maiores do que ninhadas de ratas intactas. A velocidade de colonizacio
diferiu entre as ninhadas; ninhadas de mies intactas foram colonizadas mais lentamente do
que ninhadas de mies dessalivadas Contagens de microbiota total e S. sobrimus foram mais

altas nas mdes dessalivadas e suas ninhadas do que nas méies intactas e suas ninhadas.
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Restricio ao agicar diminui a ocorréncia de estreptococos do grupo mutans na
cavidade bucal { WENNERHOLM et al, 1995). Os niveis de 5. mutans e S. sobrinus
diminuiram na saliva e placa dental durante o perfodo de restrigiio de agiicar de 6 semanas.
Porém, os nimeros aumentaram novamente apos um novo periodo de acompanhamento de 6

sermanas sem restrigio de agucar.

Dieta

Por décadas é conhecido que o consumo excessivo de carboidratos fermentaveis esta
entre os fatores mals importantes gue conduzem ao desenvolvimento da cérie dental
Sacarose € o principal carboidrato consumido pelo homem ¢ o mais importante na cérie dental
{(NEWBRUN & FROSTELL, 1978).

Os microrganismos, principalmente estreptococos do grupo mutans, fermentam os
carboidratos presentes na dieta até acidos orglnicos ( FEATHERSTONE, 1980). Os
principais &cidos orglnicos sfio lactico, butirico, acético, férmico e succinico, que
promoverdo diminpigio do pH da placa dental. Dependendo da extensfio, duragio e
freqiiéncia desta diminuigBo do pH, podera ocorrer o processo denominado de
desmineralizaciio. Se estes acidos penetrarem no cristal do esmalte em uma quantidade
suficiente, parte da hidroxiapatita dissotvera. Caso este processo continue, dissolugio parcial

subsuperficial ocorre ¢ uma “mancha branca™ ou lesfio cariosa inicial aparece.

A dieta apresenia um papel essencial no desenvolvimento da doenga carie. Animais
gue receberam toda sua dieta através de intubaglio géstrica por 25 semanas apés serem
desmamados permaneceram isentos de carie { KITE et al, 1950) ¢ foram mantidos em boa
sande. Mesmo os animais dessalivados, que ndo tiveram qualquer contato com alimento na
cavidade bucal, ndo desenvolveram leses cariosas. Apesar de um alto desafio carlogénico,
isto &, auséneia de saliva, a presenca da dieta € tundamental para o aparecimento de lesSes

CAriosas.
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Atividade de carie estd associada ao tempo que o alimento ests disponivel e nfio 2
quantidade consumida { LARSON et al, 1962). A fregiiéncia e a retencfio oral aumentada do

alimento sfo alguns dos fatores comumente associados a uma maior atividade de carie.

Ingesto de altos niveis de sacarose auxiliam na implantacio de S. mutans { KRASSE
et al, 1967}. Um maior nimero de microrganismos marcados foi recuperado de individuos
infectados com uma cepa de Strepfococcus isolado de humanos e expostos a uma alta
freglifncia de consumo de aglcar, isto é, um cubo de aglcar a cada 30 minutos por 2 dias do
gue individuos que mantiveram seus habitos alimentares. Além disso, restrigio de

carboidratos promoveu um decréscimo no nimero de coldmas recuperadas.

Desenvolvimento de lesSes cariosas tanto na superficie lisa quanto nos sulcos de
molares de ratos esta associada a Dieta 580 { LARSON et al, 1967). Esta dieta apresenta
66% de sacarose na sua composigio. Os animais recebendo Dieta 585, que contém apenas
25% de sacarose, dificiimente apresentaram carie de superficie lisa. Uma provavel explicagio
¢ a baixa concentracio de sacarose, insuficiente para promover formacio de placa dental

cariogenica.

Uma correlagiio positiva altamente significante entre fregiiéncia de alimentagiio e
incidéncia de carie foi demonstrada por KONIG et al { 1968). Uma méquina de alimentacio
programada, consistindo de gaiolas individuais com bandejas para diversos alimentos na parte
da frente, fol utibizada. Estas bandejas giram através de um motor que € controlado por um
programa. Este aparelho foi especialmente projetado para estudos de carie dental em animais
com proposito de eliminar efeifos nfo especificos de variaveis da dieta sobre ingestio
alimentar e/ou impor padres alimentares amplamente diferentes. Utilizando-se esta maquina,
ratos Osborne-Mendel receberam a dicta teste em diferentes freqiiéncias e observou-se um
aumente na incidéneia de carie associado ac aumento da freqiiéncia das refeiges

programadas.

As atividades de carie de ratos Osborne-Mendel e ratos pretos NIH demonstraram ser
distintas. Bvidéncias disponiveis mostram claramente que a atividade de carie depende da
freqiiéneia da ingestiio da dieta (KONIG et al, 1969). Os ratos Osborne-Mendel consumiram

mais alimentos e mais fregiientemente do que os ratos pretos NIH sob condicBes ambientais
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idénticas. Conseqiientemente, os ratos pretos NIH apresentaram menor atividade de carie.
Fica claro a importincia da quantidade de alimento consumido, porém, a freqiéneia da
ingestiio tem um papel muito mais relevante no desenvolvimento da cérie dental. Em uma
segunda fase, o mesmo padriio de alimentagio, isto €, 36 refeigBes por dia, fol imposto aos
animais utiizando-se uma maquina de alimentagiio. Verificou-se que os ratos Osbome-
Mendel apresentaram a mesma atividade de carie do que 0 grupo que havia sido alimentado
ad libitum. Nos ratos pretos NIH, exposicio ao alimento 36 vezes ao dia induziu um aumento

do desenvolvimento de leses cariosas.

Sacarose, mais do que gualquer outro carboidrato, é o arquiinimigo no processo da
doenca carie { NEWBRUN, 1969). Somente sacarose serve como substrato para sintese de
polissacarideos extracelulares por microrganismos cariogénicos. Certos MICTOrganismos
podem sirtetizar dextranos e outros, levanos, A enzima extracelular responsavel pela sintese
transfere unidades de ghcose ou frutose para o polimero em crescimento wiilizando a alta
energia encontrada na ligagfo glcosidica entre carbonos anoméricos da glicose & frutose no

dissacarideo sacarose.

Exposicio aumentada a acucar, isto €, cinco cubos sucessivos, ndio produziu
imediatamente mais acido do que um cubo, mas, apos 30 minutos, mais acido lactico estava
presente na placa dos individuos expostos a 5 cubos sucessivos de aglicar € a recuperacio do
pH fol mais lenta { GEDDES, 1975). As quantidades de 4cidos produzidas a partir de glicose

e sacarose ndo apresentaram diferengas significantes.

Sacarose presente na dieta, variando em concentragio de 1 a 56%, promoveu uma
mator colonizagio de S mutans na cavidade bucal de ratos Sprague-Dawley do que dietas
contendo glicose, frutose ou ragdo laboratorial { VAN HOUTE et al, 1976). S mutans
implantou-ge em todos animais que receberam dieta contendo sacarose mesmo com a dose
minima efetiva do indculo; nos animais que receberam dietas que nfio continham sacarose,
inoculaciio mesmo com a dose mais alta resultou em um estabelecimento infreqiiente de

S mutons.

Dietas contendo tanto glicose como sacarose foram capazes de auxiliar infecclo e

promover colonizagiio de 5. mutans { TANZER, 1979). Entretanto, ratos Osborne-Mendel,
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que consumiram dieta contendo sacarose, apresentaram maior porcentagem de S. mutans na
placa dental, quantidades maiores de placa nos dentes, ¢ consequentemente, maior indice de
carie de superficie lisa do que ratos que receberam apenas glicose. Além disso, porcentagem
de 5. mutans presente na microbiota total foi maior nos animais que consumiram sacarose do

que naqueles que consumiram glicose.

E possivel determinar a cariogenicidade de muitos alimentos em animais através do
fornecimento da sua alimentagfio essencial por intubagio gastrica e os alimentos teste em uma
maquina de alimenta¢io programada ( BOWEN et al, 1986). O nimero de lesbes cariosas
estd diretamente relacionado & freqiiéneia de ingestiio da sacarose;, carie somente se
desenvolveu nas superficies lisas quando os animais foram alimentados 14 a 17 vezes por dia.
Nio houve diferenga em cérie de superticie lisa e de sulco entre os animais alimentados com
sacarose 14 ou 17 vezes ao dia. A freqiénceia de ingestiio da sacarose também influencia a
habilidade do 8 mutans implantar-se na cavidade bucal dos ammais; quanto maior a

freqiiéncia, maior o namero de unidades formadoras de colonia.

Evidéncias disponiveis confirmam que a presenca de sacarose é essencial para que
S, mtans colonize a cavidade bucal. S, mutans ndo for encontrado em animais alimentados

com ragio laboratorial ou somente por intubagéo gastrica { BOWEN et al, 1983b).

Toda evidéncia disponivel indica que a incidéncia de carie dental esta relacionada a
freqiéneia de ingestiio de aglcar. Porém, a duragiio da presenga da sacarose na cavidade
bucal também é extremamente importanie { BOWEN et al, 1983a). Ratos Osborne-Mendel
que receberam 17 refeigBes didrias de sacarose por 5 semanas em intervalos de 10 ou 20
minutos desenvolveram aproximadamente 50% menos lesdes cariosas do que os animais que

receberam o mesmo nimero de refeicGes, porém em intervalos de 40 ou 60 minutos,

Sacarose possui um alto potencial de induc¢io de cérie, nfio somente por ser
metaholizada até dcidos orgnicos, que irfo promover desmineralizagiio, mas, principalmente
por estar envolvida na formagio de polissacarideos presentes na placa dental ( ROLLA et al,
1983; ROLLA et al, 1985; ROLLA, 1989). Sacarose presente na dieta aumenta o volume
da placa demtal e 2 sua velocidade de formacio. Uma grande parte desta placa, formada na

presenca de sacarose, sdo polissacarideos extracelulares. Glicosiltransferase (GTF), enzima
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produzida por estreptococos do grupo mutans, estd envolvida na colonizacio bacteriana de
superficies solidas e dentes, que é dependente de sacarose. GTF é adsorvida & superficie
dental e entdio, polissacarideos sdo sintetizados por esta enzima a partir da sacarose. Mutano,
um polissacarideo insolavel de glicose com ligagBes «(1-3)} possui uma forma rigida que
facilita a forte adesividade entre bactérias e superficie dental. A sacarose € o tnico substrato
para este polimero, pots sua alta energia de hidrélise pode ser utilizada pela bactéria. Qutros
tipos de glucanos, por exemplo com ligagles «(1-6), podem ser sintetizados e também
promovem aderéncia. Entretanto, estes glucanos sfo mais flexiveis, ocastonando uma menor

adesividade entre bactérias e superficie dental,

Frutose € capaz de promover desenvolvimento de carie dental { BOWEN et al, 1990).
Extensas lesGes cartosas foram observadas em animais que se alimentaram tanto de sacarose
guanto de frutose. Porém, somente sacarose foi capaz de manter implantaciio de 5. sobrinus,
resultados estes gue confirmam estudos prévios. Solugdo de sacarose a 10% teve um efeito
dramatice no desenvolvimento de carie de superficie lisa; o efeito foi mais evidente nas

superficies bucal & proximal.

Maiores niveis de lactato e acidos orglnicos foram produzidos nas camadas mais
profundas por uma placa contendo glucano do gue por uma placa sem glucano. A presenca de
glucano na placa dental, devido 3 alta freqgiiéncia de exposicio 4 sacarose, torna a placa mais
porosa e aumenta a difusibilidade do substrato e, conseqiientemente, produgio de acido nas

camadas mais profundas da placa dental adjacentes & superficie do dente ( FU et al, 1991).

Além disso, placa dental formada na presenga de alta freqiiéncia de exposiglio a
sacarose seria mais cariogénica devido a diminuigfio das concentragdes de célcio, fésforo ¢

fitior { CURY et al, 1997).

Apesar da dieta ser apenas um dos fatores envolvidos no desenvolvimento da carie
dental, fica clare 3 sua extrema importincia auxiliando na colonizagio seletiva dos
microrganismos, na sintese de polissacarideos extracelulares e conseqiiente formagio de uma

placa dental cariogénica.
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Fliaor

O dente apresenta um comportamento dindmico em relagio a0 meio ambiente bucal
(CURY, 1992). Em pH menor que 5,5, 0 esmalte perde Ca e P para o meio bucal pois o
produto 16nico de calcio e fosfato na saliva € inferior ao produto de sclubilidade do esmalte.
Como conseqiiéncia, ocorrerd o fendémeno denominado de desmineralizacio. Quando o pH
retorna 4os nivels normais (>5,5), o meio ambiente bucal é supersaturante em relagdo a
Wdroxiapatita ¢ a saliva tenfa repor o caicio ¢ fosfato perdidos. A este fendmeno
denominamos remineralizagfo. Inicialmente acreditava-se que o floor importante na
prevengio das lesGes cariosas era aquele incorporado ac dente durante sua formacfo.
Atualmente, verifica~-se que concentragdes baixas porém constantes de ¥ na cavidade bucal
sio extremamente eficientes no controle da doenga cérie. Fliwor inibe a desmineralizacio;
guando o pH do meio bucal esta enire 4,5 e 5,5 existe uma condi¢lio supersaturante em
relaciio ao produto de solubilidade da fluorapatita, que precipitard. Desta forma, o fltor reduz
3 solubilidade do esmalte. Além disso, flior também ativa a capacidade da saliva de repor os

mnerais perdidos.

Em uma grande revisio sobre os mecanismos de aclo do flior, SHELLIS &
PUCKWORTH ( 1994) descrevem como o fliior reduz a desmineralizagiio e também
promove a remineralizacio mesmo em baixas concentragdes. A redugdo da desmineralizagio
ocorre devido a8 uma reducdo da produciio Acida bacteriana, reducfo do produto de
solubilidade da apatita, fluoretagiio das superficies do cristal de apatita e redugiio da
velocidade de disscluglio. Por algum tempo, acreditava-se que o mais imporiante mecanismo
de acio era a reducio da solubilidade do mineral, porém hoje sabe-se que F apresenta um
efelto tépico no ambiente bucal. Pré-tratamento da apatita com solugdes de F reduz
significativamente a susceptibilidade 4 dissoluglio acida. Existem 2 tipos de incorporagio; na
ligagio nfo-especifica, ions F sfio adsorvidos a superficie do cristal sem reagirem
quirnicamente com ele; na ligagBo especifica, troca 10nica esta envolvida, de forma que fons F
4o incorporados A superficie do cristal. Parece que ions ¥ adsorvidos 4 superficie do cristal
intbern a dissolugo por restringirem difusdo dos ions. Fhior estimula crescimento do cristal
de apatita por acelerar hidrélise de um intermediario solido, OCP, isto ¢, fosfato octacélcio.
Aldm disso, o produto do crescimento do cristal € mais fluorapatita e apatita fluoretada do

que hidroxiapatita.
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Carie dental em hamsters expostos a microrganismo ¢ dieta cariogénica foi
completamente prevenida por aplicacfio topica de gel contendo 5.000 ppm de F duas vezes ao
dia por 2 minutos { ENGLANDER & KEYES, 1966). Nos animais que nfo receberam F,

cérie dental se desenvolveu em pelo menos 10 dentes.

AdigBio de F 8 dgua tem um efeito anticartogénico significativo ( BOWEN, 1973).
Macacos recebendo dgua fluoretada tiveram menos lesbes cariosas do que macacos que
receberam s6 agua. Flior foi mais efetivo na prevenciio de carie dos dentes que se formaram
na sua presenga do que daqueles expostos apds mineralizagfio. Além disso, observou-se que F
pode concentrar-se na placa dental e que a capacidade da placa de abaixar o pH fol menor nos

animais recebendo F.

E amplamente reconhecido que estreptococos cariogénicos tém uma habilidade dnica
de produzirem polissacarideos extracelulares a partir de sacarose. Floor, em uma
concentragiio de 70 ppm, € capaz de influenciar o crescimento destes microrganismos e
tambem alterar a producio de polissacarideos extracelulares; a proporgio de levano para
glucano foi significativamente maior no grupo submetido ao F { BOWEN & HEWITT,
1974).

Embora os beneficios do flitor sejam reconhectdos em todo o mundo, seu mecanismo
de agdio ainda ndo estd completamente esclarecido ( POULSEN et al, 1976). Adnunistracio
de ¥ apds erupglo dos dentes resultou em niveis significativamente reduzidos de carie nas
superficie bucal e lingual, mas nfio produziu efeitos nas superficies proximais ¢ sulcos. Flior é
o agente anticdrie de maior sucesso até o momento e muitos estudos tém se concentrado

neste ion,

Fltior presente no ambiente bucal promove maior protecio de que aquele que estd
incorporado no esmalte { LARSON et al, 1976). Esta observagio foi feita em um estudo no
qual ratos Osborne-Mendel foram submetidos a um periodo pré-teste durante o qual eles
receberam adgua pura e agua fluoretada contendo de 10 a 150 ppm ¥. Apds este periodo, os
animais foram inoculados com 8. mutans e receberam agua contendo 10 ppm de F. Foi

demonstrado que a exposiciio freqiiente ao F é necesséria a fim de manter sua acfio anticarie.
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Nos animais que receberam F continuamente, o nivel mais alto de inibigio de carie foi na

superficie lisa.

Evidéncias imclais apontaram para a possibilidade de que o fon flior estava associado
a uma reduciio na solubilidade do esmalte { ERICSSON, 1977). Pelo menos parte deste
efeito do F contra carie deve ser devido & ago local sobre a superficie do dente. O efeito
preventivo ¢ mator em cérie de superficie lisa e menor em carie de fissura. Outro fato

observado € o rapido aumento de carie apds descontinuacio da agua fluoretada.

Altas concentragdes de F, que slo encontradas na placa dental podem ser devidas em
parte aos grupos acidicos da placa que ligam calcio da saliva ( ROLLA & BOWEN, 1977).

Subseqiienternente, ocorreria uma atragio de ions F atraves de forgas eletrostaticas.

Fluoretagio da agua doméstica € um método efetivo, seguro, econdmico, e disponivel
para grandes populagdes na prevengfic da care dental { BACKER DIRKS et al, 1978). Em
1931, demonstrou-se que quantidades excessivas de T na apua causavam calcificagio
defeituosa do esmalte (fluorose dental). Logo apds, estudos epidemiologicos ( DEAN, 1946)
demonstraram que dentes formados na presenca de | ppm de F na dgua tinham redugio de
carie com o minimo de fluorose dental. O beneficio maximo da agua fluoretada ¢ observado
em individuos continuamente expostos desde o nascimento, mas protegio também € conferida
aos dentes quando a fluoretago € iniciada. Entretanto, o efeito protetor da dgua fluoretada
nfio ¢ uniforme; os dentes anteriores sio os mais favorecidos enquanto as fossas e fissuras sfo

as superficies menos beneficiadas.

Microrganismos presentes na placa bacteriana sdo aciduricos, isto €, podem conduzir
glicolise mesmo guando o pH do meio ambiente € baixo. Estas bactérias gastam energia para
promover extrusio de protons a fim de manterem o pH interno acima daquele do meio
externo. Fljor é captado na forma de HF e ndo como ion F, desta forma, ha também captacio
de protons. EISENBERG et al { 1980) mostraram que F pode agir como um dcido fraco
condutor de prétons transmembrana para reduzir as propriedades acidaricas de S. nuifans. Em

pH 5,0, uma concentragfio de quase 10 ppm de F foi capaz de promover estes efeitos.
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A presenga continua de F nos fluidos orais promove grandes beneficios cariostaticos
(MIRTH et al, 1985) Ratos utilizando um dispositivo intra-oral de liberagiio de F
desenvolveram menos areas cariosas em todas as superficies do que ratos que receberam F
através de um sistema de hiberagfio controlada implantado subcutaneamente. As superficies

dos suleos foram beneficiadas somente pelo F liberado pelo dispositivo intra-oral,

Uma investigagdo sobre o efeito de ions, presentes na sacarose, na carie dental revelou
gue animais que ingeriram sacarose cocristalizada com F tiveram significativamente menos
lesGes de carie de superficie lisa e de suleo do gque os animais do grupo controle
(SCHILLING et al, 1985). Além disso, o grupo que recebeu agtcar com F apresentou
mimeros menores de S mufans, embora a populagio bacteriana total ndo diferm

signitficativamente daquela de outros grupos.

Apesar de recentes questionamentos sobre a efetividade da agus fluoretada,
O'MULLANE { 1990} concluiu que este método continua a ser importante para prevengio
da carie. Em 1961-63 na Irlanda, o CPO-D médio de criangas de 5 anos de idade era de 5,6,
gm 1984, houve uma redugfio para 1,8 para residentes em comunidades com agua fluoretada,

o que representa uma reducdo de 68%. Em criangas com 15 anos, a redugio foi de 50%.

Flior € capaz de intbir o metabolismo de carboidratos pela microbiota acidogénica da
placa dental, em parte, pela inthiciio da enzima glicolitica enolase ( HALMILTON, 1990).
Além disso, a captagiio de HF para o citoplasma, que se apresenta mais alcalino, resulta na
dissociacio de HF em H' e F*. O aciimulo de prétons resultante desta dissociagio acidifica o
citoplasma, causando uma redugfio no gradiente de protons e atividade enzimética. Flaor
também inibe a bomba de prétons ligada & membrana H'/ATPase, que promove efluxo de

protons da célula com gasto de ATP.

Flor € capaz de reduzir a tolerdincia a acidos da bactéria presente na placa dental. Isto
ocorre porque S. mutans € extremamente sensivel ao F devido a inibicio da ATPase pelo F
nos niveis encontrados na placa dental { MARQUIS, 1996). Fluor, nfo serve apenas como
forma de trazer protons de volta para a célula como HF, mas também reduz a capacidade da

oélula de expulsar os prétons.
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Niveis constantes de flilor presentes na cavidade bucal desempenham um papel
fundamental na prevencio da cine dental { BOWEN & PEARSON, 1994). A influéneia da
restricic alimentar com ou sem Agua fluoretada na progressio da carie de animais
dessalivados previamente expostos ao desafio cariogénico foi estudada. Apenas a restrigio
alimentar apresentou pequeno efeito sobre a progressio das lesGes cariosas. Entretanto, a
presenga de floor diminut a progressfo da carie, porém, o flior ndc tornon o esmalie

resistente 4 ataques subsegiientes,

Fldor, como agente antibacteriano, parece agir de diversas formas. Floor pode agyr
diretamente como um intbidor enziméatico da enzima glicolitica enolase { MARQUIS, 1995).
Flor complexado ao aluminio, AlFy, € o responsavel pela imbicBio das ATPases
transiocadoras de protons { STURR & MARQUIS, 1990). Porém, a aglio, que parece ser
mais periinente na reduclio da cartogenicidade da placa dental, ¢ aquela relacionada 4 sua
caracteristica de acido fraco. Uma variedade de acidos fracos e flior podem reduzir a
tolerineia 4cida da glicolise em células intactas de S. mtams (GS-5, por promoverem
acidificaco citoplasmaitica e desta forma inibirem enzimas tal como a enolase ( BELLI et al,
1995}, O mecanismo de aglio envolve perturbagio da fingdo da membrana em adig¢lo a aglio
deles como transportadores de protons transmembrana, Em pH 4, flior em uma concentragio

de 0,1 mM pode causar parada completa da glicolise em celulas intactas de S. muians.
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8. PROPOSICAO

Avaliar em animais dessalivados:

5.1 O efeito pos-eruptive de diferentes concentragbes de fldor presente na dgua no

desenvolvimento de carie e verificar se um efeito protetor platd é atingido,

5.2 O efeito anticariogénico do flbor quando de diferentes niveis de desafio cariogénico.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 Experimento I

O experimento I foi delineado para avaliar o efeito de diferentes concentra¢des de flior
no desenvolvimento de carie dental em ratas dessalivadas infectadas com S. sobrinus apos 3

semanas de desafio cariogénico com Dieta 2000 ad libitum.

6.1.1 Aquisicdo dos animais:

Cinco ratas Sprague-Dawley, cada uma com doze filhotes fémeas de 12 dias de idade,
foram adquiridas da empresa Charles River ( Kingston, NY, USA). As maes foram analisadas
para estreptococos do grupo mutans atraves de esfregagos nas superficies dos dentes ( figura
1) que foram inoculados em agar mitis salivarius - MSA (Difco, Detroit, M1, USA) e agar mitis
salivarius mais bacitracina (200 unidades/ml, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) -
MSB ( figura 2). As placas foram incubadas em uma atmosfera de 10% de CO, a 37°C por 48

horas.

Figuras 1 e 2. Obtengao de esfregaco bucal dos animais e inoculagio em meio de cultura.

Foi coletado das mées sangue via plexo retro-orbital para determinar se os animais haviam sido
infectados pelo virus sialodacrioadenite (SDA). Virus SDA € um tipo de coronavirus, que
infecta o trato gastrointestinal e seus orgdos glandulares associados. Virus SDA pode causar

necrose das glandulas salivares de ratos ( JACOBY et al, 1979). O sangue das maes foi
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checado para a presenga do virus SDA utilizando um kit de anticorpo SDA (Organon Teknika
Corp., Durhan, NC). As maes foram infectadas oralmente em dois dias sucessivos com uma
cultura em caldo de baixo peso molecular ( Low Molecular Weight - LMW) (SCHILLING &
BOWEN, 1988) com crescimento exponencial ( fase log) de Streptococcus sobrinus 6715
resistente a estreptomicina, que tinha sido reisolado de um rato dessalivado. A fase log do S.
sobrinus foi estabelecida através de um espectrofotometro (Sequoia-Turner, Mountain View,
CA, USA) a 700nm. Infecgdo individual foi realizada utilizando algoddo embebido em meio de
cultura seguido de esfregaco nos dentes de cada animal. Os animais receberam ragdo
laboratorial e agua contendo 5% de sacarose, a qual foi acrescentada na dieta para aumentar a
infecgdo por S. sobrinus. As maes foram infectadas porque sdo importantes fontes de
transmissdo de microbiota cariogénica para os filhotes. Esfregacos na superficie dos dentes das
mies e dos filhotes, com 18 dias de idade, foram checados para infec¢do por S. sobrinus por
inoculagdo em agar mitis salivarius mais estreptomicina (200 unidades/ml, Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA) - MSS. Os filhotes foram infectados quando tinham 20 e 21 dias de
idade da mesma maneira que descrito para as mdes, receberam dieta 2000 ( KEYES &
JORDAN, 1964) (anexo 1) e agua contendo 5% de sacarose ad libitum. Dieta 2000, que
contém 56% de sacarose, também foi oferecida a fim de aumentar a infecgéio por S. sobrinus.
Os filhotes foram separados das mdes quando tinham 23 dias de idade e esfregacos na

superficie dos dentes deles foram checados para infecg¢do por S. sobrinus em MSS.

6.1.2 Procedimentos Cirargicos:

Com 24 dias, os filhotes foram dessalivados através de ligadura dos ductos da parotida
usando um fio de sutura n°4 ( Ethicon, Johnson & Johnson), sendo as glandulas sublingual e
submandibular removidas ap0Os dissec¢do através de incisio mediana. Os animais foram
anestesiados com hidrato de cloral (400 mg/kg). Todas as incisdes foram fechadas com clipes
cirargicos (Autoclip, Becton & Dickinson), que foram removidos 3 a 5 dias apos a
dessalivagdo. O uso de animais dessalivados atua como um desafio cariogénico extremamente

intenso ( BOWEN et al, 1986; BOWEN et al, 1988).



33

Os filhotes, com 25 dias, foram divididos em 5 grupos de 12. Os animais foram
colocados aos pares em gaiolas suspensas de ago inox. Eles receberam dieta 2000, que atua
como um desafio cariogénico neste ponto, e o seguinte para beber:

Grupo 1 agua destilada estéril

Grupo 2 agua destilada estéril contendo 10 ppm de F

Grupo 3 agua destilada estéril contendo 20 ppm de F

Grupo 4 agua destilada estéril contendo 30 ppm de F

Grupo 5 agua destilada estéril contendo 40 ppm de F

Sacarose ndo foi acrescentada a agua. Ao fim de cada semana, os animais eram pesados. O
estudo continuou por 3 semanas, quando os animais foram sacrificados por asfixia com CO; e

decapitados.

6.2 Experimento 11

O experimento I foi delineado para avaliar o efeito anticariogénico do flior em ratas
dessalivadas infectadas com S. sobrinus expostas a diferentes freqiiéncias de ingestdo de

sacarose, utilizando uma maquina de alimentagdo programada Konig-Hofer.
6.2.1 Aquisi¢iio dos animais

Oito ratas Sprague-Dawley, cada uma com 10 filhotes fémeas de 13 dias, foram obtidas
da empresa Charles River ( Kingston, NY, USA). Esfregacos na superficie dos dentes das
maes foram analisados em agar mitis salivarius (MSA) e agar mitis salivarius mais bacitracina
(MSB) para estreptococos do grupo mutans. Foi coletado sangue via plexo retro-orbital das
maes a fim de determinar se os animais haviam sido infectados pelo virus sialodacrioadenite
(SDA) como previamente descrito no experimento 1. As maes foram infectadas oralmente em
dois dias sucessivos com uma cultura em crescimento ativo de Streptococcus sobrinus 6715,
receberam ragdo laboratorial e agua contendo 5% de sacarose, a qual foi acrescentada na dieta
para aumentar infec¢@o por S. sobrinus. Esfregagos na superficie dos dentes das maes e dos
filhotes, com 17 dias de idade, foram checados para infec¢do por S. sobrinus por inoculag¢ido
em MSS. Os filhotes foram infectados quando tinham 18 e 19 dias de idade, alimentados com
dieta 2000 ad libitum e receberam agua contendo 5% de sacarose. Dieta 2000, que contém

56% de sacarose, também foi acrescentada a dieta para aumentar a infecgdo por S. sobrinus.
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56% de sacarose, também foi acrescentada a dieta para aumentar a infec¢@o por S. sobrinus.
Os filhotes foram separados das maes quando tinham 23 dias de idade e esfregacos nas

superficies dos dentes deles foram checados para infec¢ao por S. sobrinus em MSS.
6.2.2 Procedimentos Cirurgicos

Com 25 dias, os filhotes foram dessalivados através de ligadura dos ductos da parotida
usando um fio de sutura n® 4, sendo as glandulas sublingual e submandibular removidas apos

disseccdo através de incisdo mediana.

Os animais, com 26 dias, foram divididos em 8 grupos de 9 e colocados em uma

maquina de alimentag¢do programada Konig-Hofer (figuras 3, 4 e 5).

w7

Figuras 3, 4 e 5. Maquina de alimentagdo programada Konig-Hofer. Gaiolas individuais com

o prato rotatorio na parte de frente e bandejas com as refei¢des de sacarose.
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Quatro grupos receberam agua destilada estéril e quatro grupos receberam agua destilada
estéril contendo 10 ppm de fluor ad /libitum. Cada grupo recebeu um dos quatro niveis de

desafio cariogénico consistindo de 3, 6, 12 e 17 refei¢des diarias de sacarose, como se segue:

sem fluor 10 ppm de fluor
3 refeigdes grupo 1 grupo S
6 refeigOes grupo 2 grupo 6
12 refeigdes grupo 3 grupo 7
17 refei¢oes grupo 4 grupo 8

A primeira refeigdo do ciclo foi oferecida as 4 horas da tarde e a ultima as 8 horas da manha do

proximo dia. As refeigdes de sacarose eram oferecidas como demonstrado abaixo:

Tabela 1. Horario no qual as refei¢ces de sacarose foram oferecidas em fungio da freqiiéncia.
HORARIO

n®derefeigbes 16 17 18 19 20 21 22 23 24 1 2 3 4 5 6 7 8

3 X X X

6 X X X X X X
12 X X X X X X B X X X X X
17 ¥ X X X X X X X X ¥ X X X¥ X ¥ %X X

O numero de refeigdes ingeridas por cada animal foi registrado diariamente. Nutrigdo essencial
foi fornecida através de intubagdo gastrica (figura 6) para assegurar que somente sacarose em
diferentes freqiiéncias entrasse em contato com os dentes. Usando uma agulha de alimentagio
20G 1x1,5, a dieta liquida, dieta NCP#2 (anexo 2) foi administrada 2 vezes ao dia em

quantidades de 3 e 2 ml, de segunda a sexta, e 2 ml, sabado e domingo.
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Figura 6. Intubagdo gastrica com administragdo de dieta liquida NCP#2.

Ao fim de cada semana, os animais eram pesados. O estudo continuou por 3 semanas, quando

os animais foram sacrificados por asfixia com CO, e decapitados.
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6.3 Analise Microbiologica

A mandibula inferior esquerda foi assepticamente removida, colocada em 5 ml de salina
esteril ( figura 7), e sonicada por 30 segundos em 3 pulsos de 10 segundos com 5 segundos de
intervalo em um sonicador Braun-Sonic 1510 ( B.Braun - Melsungen AG, Allentown, Penn.,
USA) ( figura 8). Amostras da suspensdo resultante e uma diluigdo 1:100 foram inoculadas
usando uma maquina “spiral plater” ( Spiral-System® Instruments, Inc., Bethesda, Md., USA)
( figura 9) em agar sangue contendo 5% de sangue desfibrinado de carneiro (Remel, Lenexa,
KA, USA) para determinar a microbiota total, e em MSS para determinar a populagdo de S.
sobrinus. As placas de MSS e agar sangue foram incubadas em uma atmosfera de 10% de CO,
a 37°C por 48 horas. Placas de agar sangue foram entdo incubadas por mais 24 horas

aerobicamente. Unidades formadoras de colonias (UFC) foram contadas visualmente utilizando

lupa de aumento com luz e estereomicroscopio (BOWEN et al, 1986).

Figuras 7, 8 e 9. Remogdo da hemimandibula esquerda. Sonicag¢do das amostras. Inoculagio

da suspensdo e diluigdo 1:100 em meio de cultura utilizando maquina de “spiral plater”.
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6.4 Determinaciio de indice de cdrie

As mandibulas e maxilas foram autoclavadas, os tecidos moles removidos e os dentes
preparados para determinar indice de cérie de acordo com a técnica de Keyes modificada por
Larson { KEYES, 1958; LARSON, 1981).

A determinagiio do indice de carie foi realizada em 2 estagios. No primeiro estagio, as
leses de carie de superficie lisa, isto ¢, bucal, lingual e proximal foram determinadas nos
dentes. O segundo estdgio corresponde 2 avaliagiio das lesGes presentes nos sulcos apds
coloragio e seccionamento dos dentes.

O primeiro estdgio corresponde a dois tipos de avaliagiio. A primeira avaliag3o da lesfio
cariosa é a contagem do nimero de pontos dados em nma superficie. E uma avaliagio linear
feita em unidades ou “areas”, que representam uma porgio da superficie do dente. O nomero
maximo de unidades que podem ser designadas a uma superficie € predeterminado pelo seu
tamanho € esta demonstrado no diagrama 1 na pégina 37. A segunda avaliagdo envolve a
profundidade da lesio na dentina. Os valores sfo designados a cada tipo de lesfio e sio
registrados no diagrama. O método de designacio de valores envolve julgamento da extensdo
tinear das lesBes e registro da profundidade da lesfio. A aparéncia das lesdes cariosas tendo
alcancado diferentes profundidades pode ser descrita como se segue:

E - somente esmalte, esmalte branco e opaco;

s - lesdo leve da dentina, superficie do esmalte seca ou quebradica;

D - les#io moderada da dentina, a dentina estéd exposta;

Dx - Jesio extensa da dentina, a dentina estd mole ou faltando ¢ pode esta escura.

No segundo estagio, as maxilas e mandibulas s8o coradas com murexida 0,024% em
etanol/agua (7:3) e seccionadas a0 meio. As mandibulas e maxilas ficaram em contato com a
solugic de murexida por 17 horas. A avaliagio da carie nos sulcos € alcancada por uma
estimativa linear para um sulco teoricamente aberto. A avaliagiio da profundidade da lesfio
também & realizada. O nimero de sulcos examinados no 1%, 2° e 3% molares mandibulares é 3, 2
e 1, respectivamente; e no 1% 2% e 32 molares maxilares € 2, 1 e 1, respectivamente. A escala de

umidades utilizada para o indice de cérie nos sulcos esta presente no diagrama 1.
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5.5 Analise Estatistica

Andlise de vandncia ¢ teste de Tukey-Kramer HSD foram realizados usando o
programa JMP versio 2 ( SAS Institute Inc., 1989). indices de carie de superficie lisa e de
sulco foram expressas como proporgOes de seus valores méximos possivers (124 e 38,
respectivamente), ¢ a transformacfo do seno inverso foi aplicada. Dados de estudos anteriores
{ROSALEN et al, 19963, ROSALEN et al, 1996b) indicam que esta transformacfio estabiliza
desvio padrio dos resultados dentro do grupo. Contagens da microbiota foram expressas
como logaritmo na base 10. Esta transformacio tem o objetivo de estabilizar variabilidade e

reduzir assimetria dos resultados.
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7. RESULTADOS

7.1 Experimento 1

Todos animais permaneceram saudéveis durante o experimento. Nio houve diferenca
significativa de ganho de peso entre os grupos. O ganho de pese médio € apresentado na

tabela 2.

Tabela 2. Ganho de peso {g) dos anumais expostos a diferentes concentragdes de F.

=12, média {desvio padrio)

GRUPOS
ADE I0ppm F 20 ppm F 30 ppm I 40 ppm I
479{(12.3)a 53,9(14,5)a 57,8(15,6)a 56,3(17.2)a 54(16,1)

Yalores sepnidos da mesma letra o diferem significativamente (p> 0,05)
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Na tabela 3, os indices de carie de superficie lisa e sua severidade estiio demonstrados.
Apesar dos animais, que receberam agua contendo 10 ppm F, apresentarem numericamente
menos lesbes canosas do que o grupo controle, esta diferenca nfo foi estatisticamente
significante, Constatou-se que os animais que receberam agua fluoretada de 20 a 40 ppm
desenvolveram significativamente menos lesSes cariosas do que o grupo controle. Os animais
que receberam agua contendo 30 ppm de F apresentaram os menores indices de carie de
superficie lisa, porém nfio diferiram daqueles do grupo de 20 € 40 ppm de F. Estes resultados
sugerem que a 20 ppm na agua, fior alcangou um efeito platd protetor; aumentos adicionais
na concentracio de fluor ndo reduziram significativamente as lesSes cariosas nas superficies
hsas ou a severidade delas. Todas concentragbes de fliior foram efetivas em diminuir a
severidade das lesdes de superficie lisa, e os grupos de 30 ¢ 40 ppm de F apresentaram os
menores indices, tanto para Ds como para Dm. Flior, na concentragiio de 10 ppm, foi efetivo
na reduglio da severidade das lesdes; podem ser observadas diferencas estatisticamente

significantes nos indices de Ds e Dm. Estes resultados estfio ilustrados na figura 10.

Tabela 3. Influéneia de diferentes concentragdes de fldor no desenvolvimento de carie de

superficie lisa e sua severidade. n==12; média (desvio padrio)
INDICE DE GRUPOS
CARIE ADE 10 ppm F 20 ppm F 30 ppm F 40 ppm F
E 89,4(14,50 693(27.8)a 487(54» 31L5(11,50n 353 (13,8pm
Ds 512(152)  239(102Md 163 (62)de 13,9(52Me 9,7 (54)
Dm 17,3 (13¢ 7.4 (5,00 4,0 {2,4)¢ 1.8 (1,9)¢ 2,8(3.2)

Walores seguidos da mesma letra nfo diferem significativamente (p> 0.05)
E - somente esmalie

D - lesiio leve da dentina

Din - lesfo moderada da denting
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Como, carie ndo afeta todas as superficies da mesma forma, o efeito do flior nas
diferentes superficies foi examinado (tabela 4). Indices de carie na superficie bucal foram
menores nos animais que receberam fluor, mas novamente, nenhuma diferenga estatistica foi
observada entre grupo controle e 10 ppm de F, apesar deste ultimo ser numericamente
menores. O menor indice de carie na superficie bucal foi encontrado no grupo que recebeu
agua contendo 30 ppm F ( 13,3), que ndo apresentou diferenga estatisticamente significante
do grupo que recebeu 40 ppm F ( 16,3), mas foi estatisticamente diferente do grupo que
recebeu 20 ppm F. Fluor foi muito efetivo em diminuir carie de superficie lingual, todos
grupos que receberam flior apresentaram indices estatisticamente menores do que o grupo
controle. Diferengas nos indices de carie de superficie proximal ndo foram observadas entre o
grupo controle, 10 e 20 ppm de F. Os grupos de 30 e 40 ppm de F apresentaram indices
estatisticamente menores na superficie proximal do que o grupo controle. Estes resultados

estdo ilustrados na figura 11.

Tabela 4. Influéncia de diferentes concentragdes de flior no desenvolvimento de carie nas

diferentes superficies lisas. n=12; média (desvio padrio)
SUPERFICIES GRUPOS
LISAS ADE 10 ppm F 20 ppm F 30 ppm F 40 ppm I
Bucal 44 (5,4)a 342(11,7)ab 24,1 (9,7)od 13,3(7,9c 16,3 (8,6)cd

Lingual 30,6 (9,4)e 182(12,6)f 113(7.00g 73(42)¢  7.8(72)
Proximal 148(1,8h 137(19hi 133(Q2,Dni 108(43)i 112 (4,5

Valores seguidos da mesma letra nio diferem significativamente (p> 0.05)

Tabela 5. Porcentagem de reducdo de carie nas diferentes superficies lisas.

SUPERFICIES 10 ppm F 20 ppm F 30 ppm F 40 ppm F
Bucal 223 452 69,8 63
Lingual 40,5 63,1 76,1 74,5
Proximal 7.4 10,1 27 243
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Figura 11. Influéncia de diferentes concentragdes de F no
desenvolvimento de cérie nas diferentes superficies lisas.
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Com relagdo a carie de sulcos ndo houve essencialmente nenhuma diferenca nos
indices de carie de sulco entre os animais do grupo controle e aqueles que receberam 10 ppm
de F na agua (tabela 6). Os animais do grupo de 20 ppm de F apresentaram numericamente
menos lesdes de sulco do que os animais do controle e 10 ppm de F, porém ndo houve
diferenga estatistica. O grupo de 30 ppm de F apresentou o menor indice de carie de sulco,
porém ndo houve diferenca estatistica entre o grupo controle e de 30 ppm de F. Os resultados
de severidade seguiram o mesmo padrio das lesdes de esmalte nas caries de sulco. Os indices
de severidade dos grupos que receberam F ndo diferiram estatisticamente do grupo controle.

Estes resultados estdo ilustrados na figura 12.

Tabela 6. Influéncia de diferentes concentra¢des de flior no desenvolvimento de carie de
sulco e sua severidade. n=12; média (desvio padrio)

INDICE DE GRUPOS
CARIE ADE 10 ppm F 20 ppm F 30 ppm F 40 ppm F
sulco 37,8(3,9)ab  38,7(3,7)2a 354(3,3)ab 33.8(54)0b  34.7(2,8)ab
E 30,1 (3,8)cd  31,3(33) 279(3,2)cd 26,6(44)d 27,7(2,1)cd
Ds 278 (4,6)ef  288(3.9)e 243 (3,8)ef 23,4 (5.4)f 243 (3,5)ef
Dm 10,9 (4,7)g.h 13,7 (3,5)g 9,2 (3,6)h 9,3 (3,5h 9,2 (3)n

Valores seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente (p> 0.05)

E - somente esmalte
Ds - lesdo leve da dentina
Dm - lesdo moderada da dentina
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Diferengas foram observadas nos dados microbioldgicos dos varios grupos (tabela 7).
O grupo controle apresentou a maior contagem de microbiota total e ndo foi estatisticamente
diferente do grupo de 40 ppm de F. O grupo de 20 ppm F apresentou 0s menores niumeros de
contagem de microbiota total, porém ndo diferiu estatisticamente dos grupos de 10 e 30 ppm
F. Populagdes de S. sobrinus foram significativamente menores nos grupos que receberam
fluor do que no controle, mas as populagdes de S. sobrinus nos grupos que receberam fluor
ndo diferiram estatisticamente entre si. A menor porcentagem de S. sobrinus foi observada no
grupo de 40 ppm de F e foi estatisticamente diferente daquelas dos grupos controle e 10 ppm
de F. O grupo controle apresentou a mais alta porcentagem de S. sobrinus, a qual somente foi
estatisticamente diferente do grupo de 40 ppm F. Estes resultados estdo ilustrados nas figuras

13 e 14.

Tabela 7. Influéncia de diferentes concentrag¢des de flior na microbiota total e de S. sobrinus.

media (desvio padrao)

GRUPOS

MICROBIOTA ADE 10 ppm F 20 ppm F 30 ppm F 40 ppm F

total, (IOT) n=12 1,9 (0,6)a 1,1 (0,4)bc 0,9 (0,5)6 1,2(0,7)bc 1,3 (0,4)ac
S. sobrinus, (]07) 1,2 (0,5)d 0,6 (0,3)e 0,4 (0,2)e 0,6 (0,3)e 0,4 (0,3)e
n=12
% S. sobrinus 62,7 (19)f 55,9 (22)f 433 (20)fg 50,7(20)fg 31,0(15)g
n= 12 12 9 11 12

Valores seguidos da mesma letra nfo diferem significativamente (p> 0.05)
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Figura 14. Influéncia de diferentes concentragdes de F na
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51

7.2 Experimento 11

Os animais sobreviveram aos procedimentos cirurgicos e mantiveram boa saide por
todo o experimento. Durante o periodo experimental, um animal morreu devido a trauma
durante a intubag@o gastrica. Como esperado, os animais que receberam 17 refeigdes de
sacarose ganharam mais peso durante o periodo do experimento (tabela 8). Na tabela 9, estdao

apresentadas as médias dos numeros de refei¢des consumidas por cada grupo.

Tabela 8. Ganho de peso (g) dos animais expostos ao flaor e diferentes desafios cariogénicos.
n=9, média (desvio padrdo)

NUMERO DE REFEICOES / GRUPOS

3 6 12 17
ADE F ADE F ADE F ADE* F
-1.8(53)ac -2,7(2,3)a -1,8(2,0)ac -2,6(4,6)s 3,9(4,7)abec 4,4(4,3he 6,5(3,9)0p 5,7(6,9)

Valores seguidos da mesma letra nao diferem significativamente (p> 0,05)
* n=8

Tabela 9. Numero de refeigdes consumidas.
média (desvio padrao)

NUMERQO DE REFEICOES / GRUPOS
E 6 12 17
ADE F ADE F ADE 3 ADE* F

2,9(0,2) 2,9(0,1) 59(0,1) 538(0,2) 11,3(0,4) 11,00,5) 15,7(0,8) 15(0,6)
*n=8




52

Todos os animais desenvolveram carie de superficie lisa (tabela 10). Os indices mais
altos foram observados nos animais que receberam 12 e 17 refeigdes de sacarose e agua
destilada estéril; nenhuma diferenca estatisticamente significante foi observada entre eles. A
medida que aumentava o niimero de refeigdes de sacarose, indices de carie de superficie lisa
também aumentavam. Fluor presente na agua diminuiu indices de carie de superficie lisa em
todos os grupos. O maior efeito protetor em carie de superficie lisa foi observado no grupo
que recebeu 3 refeigdes de sacarose - 76% de redugdo de carie, porém, indice de carie de
superficie lisa no grupo que recebeu 3 refeigdes e F ndo foi estatisticamente diferente do
grupo que recebeu 3 refeigdes e ADE. A medida que o numero de refeigdes de sacarose
aumentava, o efeito protetor do flior diminuia; foi observada uma redugdo de carie de 50%
no grupo que recebeu 6 refeicdes de sacarose e F quando comparado com o grupo que
recebeu 6 refeicdes de sacarose e ADE. Houve redugdo de carie de 41% no grupo que
recebeu 12 refeigdes e F e 38%, no grupo que recebeu 17 refeicdes de sacarose e F. A
severidade das lesdes também aumentou, a medida que o nimero de refeigdes aumentava.
Todos grupos que receberam fluor apresentaram indices de severidade muito menores que
aqueles que receberam agua destilada esteril; diferengas estatisticamente significantes ndo
foram observadas entre os grupos que receberam fluor. O indice de Ds no grupo que recebeu
17 refeigdes e fluor e no grupo que recebeu 3 refeicdes e ADE foi numericamente semelhante,
6,6 e 6,4, respectivamente; diferencas estatisticamente significantes ndo foram observadas no
indice Ds entre o grupo que recebeu 3 refeigdes e ADE e todos os grupos que receberam
flior. O mesmo padrdo foi observado no indice Dm. Estes resultados estdo ilustrados na

figura 15.
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Tabela 10. Influéncia do flior e diferentes desafios cariogénicos no desenvolvimento de cérie de superficie lisa e
sua severidade. n=9, média (desvio padrio)

NUMERO DE REFEICOES / GRUPOS

INDICE DE 3 6 12 17
CARIE ADE F ADE EF ADE F ADE* F
E 413(21,4)r  9,8(10,2)a 77(27)c4 38,7(18,8)ab  80,9(22)d 47.4(16,1)  809(21,8)a  50(20,4)be
Ds 6,4 (4,3)e 0,6 (1,7)e 31(15,7) 1.8 34,8(9,7)r 5.9(5,5)e 39,3(17,7) 6,6 (8,0)
Dm 2,1 (2,4) 0,6 (1,7)e 17 (9,8)h 0,9 (1,6)e 16,2 (8)h 2.8 (2,8)¢ 19,9(13,9)h 4.8 (7.4)

Valores seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente (p> 0,05)
*n=8

E - somente esmalte

Ds - lesdo leve da dentina

Dm - lesdo moderada da dentina
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Figura 15. Influéncia do F e diferentes desafios cariogénicos no
desenvolvimento de carie de superficie lisa e sua severidade.
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Tabela 11 mostra indices de carie de sulco e sua severidade. Os maiores indices de
carie de sulco e severidade foram novamente observados nos animais que receberam 12 e 17
refei¢des de sacarose, tanto nos grupos que receberam flior ou agua destilada estéril. Os
animais, que receberam 3 refeigdes de sacarose e agua fluoretada, apresentaram os menores
indices de carie de sulco, mas ndo diferiram estatisticamente daqueles dos animais que
receberam o mesmo numero de refei¢des e agua destilada estéril. Flior ndo diminuiu
significantemente indices de carie de sulco e sua severidade. Estes resultados estdo ilustrados

na figura 16.

Contagens de microbiota total e de S. sobrinus diminuiram nos grupos que receberam
agua fluoretada, a medida que o niimero de refeigdes de sacarose aumentava (tabela 12). Os
grupos que receberam flior e 12 ou 17 refei¢gGes de sacarose apresentaram significativamente
menos microbiota total e de S. sobrinus do que o grupo que recebeu fluor e 3 refeigdes de
sacarose. Um decréscimo nas contagens de S. sobrinus também foi observado nos grupos que
receberam agua destilada estéril, a medida que o nimero de refeicdes de sacarose aumentava.
A porcentagem de S. sobrinus ndo diferiu entre os grupos. Estes resultados estdo ilustrados

nas figuras 17 e 18.



Tabela 11. Influéncia do flior e diferentes desafios cariogénicos no desenvolvimento de carie de sulco e sua severidade.

n=9, média (desvio padrio)

NUMERO DE REFEICOES / GRUPOS

INDICE DE 3 6 12
CARIE ADE F ADE F ADE F ADE* F
sulco 22,1(4,7)a 19,2(5,7)a 36.8(8,9) 32,8(6,2) 39.6(4,3) 39,1(2,5m 37.9(1,6) 38,3(6,4)
E 18.8(4,5)c 17,1(5,1)c 30,3(7.8)d 28,3(4.9)a 32.8(3,6)d 33(2.8)a 32(2) 32.8(5,4)
Ds 9(5,3)e 6 (6,4)e 22.8(8)r 21,4 (6,2)r 25,7(3.,4) 26,3 (3.4) 25,6(3,7)¢ 26 (4,6)r
Dm 0,9(1,5)ei 0,2 (0,4) 5,6(3,3)n, 6,3 (4.2)n 8,3(3,6)n.i 11,6 (4.5)i 10,1(3,8)h.i 12,4(3,8)i

Valores seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente (p> 0,05)
*n=8

E - somente esmalte

Ds - lesdo leve da dentina

Dm - lesdio moderada da dentina

9¢
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desenvolvimento de carie de sulco e sua severidade.




Tabela 12. Influéncia do fluor e diferentes desafios cariogénicos na microbiota total e de S. sobrinus.

média(desvio padrido) '
NUMERO DE REFEICOES / GRUPOS
MICROBIOTA 3 6
ADE F ADE F ADE F ADE* F
total, 10° n-9 1,8(1,9)cd 17(4,2)a 0,8(0,5)d 6.7(4,9)ab 2, 1(1,1)bcd 1,9(1,5)b.cd 13.6(2.7 )b 1,7(1,1)cd
S. sobrinus, 10° 4,4(10)efe 4.2(1,4)c 0,4(0,4)s 1,7(1,4)er 0,4(0,4)¢ 0,7(0,7)te 0,3(0,4)e 0,5(0,5)tg
n=9
% S. sobrinus 21,5(18,3)n 24, 7(7,4m 26,8(28,3)n 32,1(21,3n 21(23.9)n 34,6(26,4)n 15,9(16,6)n 28.3(30)n
1= 4 9 7 9 9 9 8 9

Valores seguidos da mesma letra nao diferem significativamente (p>0,05)
* n=8

8¢
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Figura 17. Influéncia do F e diferentes desafios cariogénicos na
microbiota total e de S. sobrinus (10°).
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8. DISCUSSAQ

Os resultados do experimento I do presente trabatho claramente confirmam e
acrescentam que fhior, quando presente em Otimos niveis no ambiente bucal, € um agente
anticariogénico eficaz, mesmo na presenga de um desafio cariogénico severo. Neste modelo de
alto desafio cariogénico, wilizando animais desalivados, que receberam dieta 2000 ad libitum,
& grupo que recebeu 10 ppm F nfo apresemiou uma significativa reducfio na iniciagio das
leses caripsas. Entretanto, 10 ppm F fol bastante eficaz em diminuir a severidade das lesBes,
isto €, em reduzir a velocidade da progressdo das lesGes cariosas. Estes resultados mostram
que F é um agente anticariogénico mais eficaz na reducio da progressiio ou severidades das
lesfes cariosas do que na sua iniciagfo. Esta observacfo esté de acordo com REINTSEMA et
at { 1985) que mostraram que quando o esmalte € submetido a um desafio cariogénico
continuo, agentes fluoretados contvencionais reduzem a velocidade da progressio da lesfio mas
ndo a inibem completamente. Por outro lado, fiflor, nas concentragdes de 20, 30 e 40 ppm,
mostrou-gse extremamente eficaz na reducBio do desenvolvimenio e severidade das lesSes
cariosas. Porém, € possivel constatar que concentragdes matores do que 10 ppm F nfio foram
estatisticamente mais eficazes na diminuigiio da severidade das lesdes cariosas. Parece, entio,
gue um aumento da concentragio de flior diminui o nimero de lesGes cariosas, porém nio
impede totalmente o desenvolvimento, além de nfio ser superior na diminuigo da progressio
destas lesdes. Indices menores de severidade das lesbes no grupo exposte ac fior quando
comparado com aqueles do grupo controle também foram observados por BOWEN &
PEARSON (1994) em um estudo sobre o efeito de restrigio temporaria da dieta com e sem
flaor sobre a progressio de cdrie em ratos desalivados. Entretanto, esta igualmente claro que
fiior isoladamente ndo previne totalmente carle e que existe uma concentragiio acima da qual
nenhum efeito protetor adicional serd exercido. Assim, considerando o efeito do fldor na
reduciio de carie em todas as superficies lisas, poderia ser sugerido que a 20 ppm, flior atingin
seu efeito protetor miximo. Entretanto, observando os resultados em cada superficie lisa
separadamente, verifica-se que nas superficies proximais apenas 30 e 40 ppm F foram eficazes
em diminuir o indice de cdrie e nfio apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre
si; grupos que receberam 10 e 20 ppm F ndo apresentaram menos lesdes cariosas do que o

grupo controle. Além disso, na superficie bucal, 30 ppm F foi mais eficaz na redugfio de carie
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do que 20 ppm, e esta diferenca foi estatisticamente significante. Desta forma, os resultados

sugerem que flGlor na concentragio de 30 ppm atingiu o efeito protetor platd ou méximo.

Entretanto, comparando o metabolismo do F no rato e em humanos, importantes
diferencgas nos aspectos quantitativos sfio verificadas. Na verdade, 30 ppm de flior para ratos
corresponde a 3 ppm para humanos { TAVES & GUY, 1979), porque a concentragiio de F,
isto €, 0,02 ppm, encontrada no sangue de humanos quando da ingestdo de 4gua contendo 1,0
ppm F ¢ a mesma encontrada no sangue de ratos quando da ingestéio de agua contendo 10 ppm
¥. Entfio, a concentragiio de 30 ppm F, que atingiu o efeito protetor maximo no experimento I
corresponde a 3 vezes o nivel 6timo de F na agua, que para humanos ¢ 1,0 ppm em chmas
temperados { WHO, 1986). Desta forma, esta concenfragho seria contra-indicada para
criancas, devido ao risco de fluorose dental ( EKSTRAND & WHITFORD, 1984), Como
fluorose dental ¢ decorrente da ingestiio de floor durante a formacglo dos dentes, adultos
poderiam se beneficiar com o uso de F em concentragBes mais elevadas. Principalmente,
porque estes individuos estio sujeitos a um maior desafio cariogénico, isto é, podem
apresentar deficiéncia salivar. Tratamento de cincer com radiaglo ¢ doengas autoimunes
podem levar 4 diminuicdo da produglio de saliva, e consequentemente, ha perda das suas
propriedades, como efeito antibacteriano e remineralizador { BOWEN et al, 1978, EDGAR ot
al, 1981, FOX et al, 1985), Além disso, pessoas idosas utilizam muitos medicamentos € varios
destes também podem causar deficiéncia salivar { SAUNDERS & HANDELMAN, 1992).
Entfio, as observagdes feitas neste experimento sugerem que no planejamento de programas de
prevenglio para pacientes com alto tisco de carie niveis elevados de concentragio de fitior local

seriarn mais efetivos.

Considerando a porcentagem de redugfio da carie nas diferentes superficies lisas {tabela
53, verifica-se uma maior porcentagem de redugBo ma superficie lingual; a 10 ppm F uma
reduclio estatisticamente significante de 40% foi alcancada e a maior redugfio foi no grupo de
30 ppm F (76,1%). Estes resultados sugerem que F & mais eficaz na superficie lingual. Os
grupos que receberam 30 e 40 ppm de {lior apresentaram os menores indices de carie em
todas as superficies, Embora estas concentragfes de fldor tenham sido efetivas nas superficies
proximais, a porcentagem de redugdio de cérie alcangou somente 27%. O fato do fluor ter

eficacia reduzida em carie proximal encomira suporie em outros estudos (BOWEN &
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PEARSON, 1954; POULSEN et al, 1976) e pode estar relacionado & maior retengiio de

placa bactenana e alimentos nesta superficie.

Embora altas concentragbes de flior paregam ser efetivas em um alto desafio
cariogénice, os resultados confirmam que o flior, mesmo em altas concentracdes, nic previne
carte completamente. Porcentagens de reduglic de carie maiores do que aquelas ja relatadas
nfio foram detectadas (HARGREAVES, 1992; O’MULLANE, 19%0); a maior porcentagem
de redugfio de cérie de superficie lisa foi observada no grupo que recebeu 30 ppm de flior ¢
ndo excedeu 65%.

As porcentagens de reduciio de carie do presente trabalho diferem daqueles relatados
por MIRTH et al (1985), que compararam o efeito cariostético de flior administrado a ratos
de um sistema de hberaclio intraoral e de um sistema de hberagfio subcutdneo. O grupo
controle positivo, que recebeu 10 ppm de fliior na dgua ad libitum, apresentou menores indices
de carie de superficie lisa e de sulco do que o grupo ndo-tratado; as respectivas porcentagens
de reduclio foram 34,3% e 22,3%. Entretanto, no presente estudo os animais foram
desalivados, o que representa uma das mais intensas condigfes de desafio de carie { BOWEN

et al, 1988}

Carie dental resulta de um desequilibrio entre os fenémenos de desmineralizagio e
remineralizacdio e inicia-se com a dissoluglo dos minerais mais soliveis, como por exemplo
apatita carbonatada { GRON et al, 1963; HALLSWORTHE et al, 1973). Carbonato, ¢
encontrado em malores quantidades em certas regides dos dentes, como os sulcos
{ROBINSON et al, 1982). Quando o dente se forma na presenca de F, isto €, durante a
formaciio dos dentes ocorre ingestiio de 4gua fluoretada ou suplementos, hé a formagio de
demte contendo menos minerais solGveis, como o carbonato { WEATHERFELL, 1975). Entdo,
quando o dente se forma na presenca de F, um efeito indireto do F seria a formagio de um
dente contendo menos carbonato, principalmente nos sulcos, ¢ desta forma, menos suscetivel
aos atagues dcidos. Este fato pode explicar a auséneia do efeito do F nas caries de sulco neste
estudo; o F somente foi oferecido aos animais apés a erupglio dos demtes. Além disso, nas
regidies de sulco existe um maior acimulo de placa do que comparado 4s outras regifes do
dente, devido & propria anatomiia desta superficie { OGAARD, 1990). Este maior aciimulo de

placa, que pode ser intensificado pela auséncia da saliva, na presenca de aglicar leva a quedas
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mais significativas de pH, que podem alcancar niveis menores que 4,5, quando entSo haverd
dissolugiio de hidroxiapatita ¢ também, fluorapatita, Durante todo o tempo em que o pH
estiver abaixo de 4,5, o produto i6nico de calcio, fosfato e flior no meio é inferior ao produto
de solubilidade da FA. Desta forma, apesar da presenga do F, nfio haveria um efeito protetor
nas regides de sulco { LARSEN, 1990). A magnitude da reducdio nas céries de sulco
observada em nosso estudo (10,6%) € menor que aquela observada por LARSON et al (1976)
que venficou uma redugfio de carie de sulco de 75% em animais recebendo 4gua contendo 10
ppm de fldor durante o perfodo experimental apds a erupeio dos dentes. Apesar da linhagem
dos ratos ser diferente e dos animais do presente estudo serem desalivados, a diferenca na
redugio de cérie de sulco € extremamente grande. A mesma redugiio de cérie de sulco,
observada neste trabalho, foi demonstrada por POULSEN et al ( 1976), embora flGor

estivesse presente diariamente em 3 ml de leite em uma concentragio de 50 ppm.

Existe muita discussfic envolvendo os efeitos antimicrobianos do fllior, Flior pode
afetar o metabolismo bacteriano de varias formas ( BENDER et al, 1986; MARQUIS, 1990;
BELLI et al, 1995; MARQUIS, 1998). A redugiio induzida pelo flior na produgiio de dcido
pode tarnbém entrar na célula bacteriana como HF e, uma vez dentro da célula, dissociar-se a
H ¢ F; o aconmlo de prétons acidifica o citoplasma, reduzindo a atividade enzimatica. Bomba
de prétons H'/ATPase associada & membrana pode ser inibida pelo flior complexado ao
aluminio. De ambas formas, floor diminui tolerncia cida da bactéria presente na placa. No
presente estudo, todos grupos que receberam fluor apresentaram menores contagens de
S sobrinus quando comparado com o conirole. Esta observagio estd de acordo com
SCHILLING et al (1985), que relataram menores contagens de S. mufans em animais que
receberam 53 ppm de ¥ na sacarose mas ndo pode demonstrar que flGor afetou a microbiota
total. Entretanto, apenas o grupo que recebeu 40 ppm F apresentou uma reduglo
estatisticamente significante na porcentagem de . sobrinus em relagio ao grupo conirole ¢
grupo que recebeu 10 ppm F, sugerindo que o efeito antimicrobiane do flior teve importancia
na redugio de carie observada neste grupo. Surge ent8o a questdo se niveis de F na placa sfio
suficientemente altos para ocasionarem uma redugio da microbiota cariogémica. Em um
trabalho sobre a agdio do F como um 4cido fraco, reduzindo as propriedades acidiricas de
5. nutans, EISENBERG et al (1980) mostraram que foi necessarta uma concentragfo de

10 mM. Entretanto, parece que a concentragiio necessaria para causar paralisacio da glicolise
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¢ dependente do pH do meio, isto é, quanto menor o pH, menor a concentracio de F
necessaria (MARQUIS, 1989). Em pH 6,13 a concentragio de F necessaria é de 10 mM,
enquante que em pH 4,75, a concentraglio de F capaz de causar parada da glicolise foi
0,5 mM. Mais recentemente, MARQUIS (1995} relata que F, nas condigdes de pH 4, em
niveis 180 baixos quanto 0,1 mM, pode causar interrup¢io completa da glicolise em células
ntactas de S. mutans. No presente trabatho, apenas 40 ppm de ¥ foi capaz de manter niveis de
¥ suficientes para produzir efeito antimicrobiano, que pode ser demonstrado estatisticamente.
Por outro lado esta foi a concentragio na agua ingerida pelos animais, sendo que a real

mantida constante na saliva e/ou placa dental poderia ser determinada.

Apesar de 30 ppm F ter se mostrado como a concentragio mais eficaz na diminuigio
do desenvolvimento de lesGes, quando consideramos os riscos e beneficios do uso do F, esta
conceniragio representa 3 vezes a concentragiio Otima de F na 4gua para humanos, Além
disso, concentragio de F acima de 10 ppm ndo resultou em diminuicio significativa da
severidade das lesOes cariosas. Desta forma, no experimento IT optou-se pela concentragio de
10 ppm. Os resultados do experimento Il confirmam estudos anteriores em ratos que
mostraram que a frequéneia da exposicio & dieta cariogénica influencia profundamente
atividade da carie (LARSON et al, 1962; KONIG et al., 1969; BOWEN et al,, 1980).
Nesta fase do estudo, uma associaglo entre o aumento da frequéncia das refeigles ¢ o
aumento do nimero e severidade das lesdes cariosas fol observado em animais que receberam
filior ou nfio, Parece que, a partir dos resultados dos grupos que niio foram expostos ao ¥, um
aumento no nimero de refeigBes de 12 para 17 niio afetou significativamente o mimero de
leades & severidade de carie de superficie lisa e de sulco. Esta observagiio complementa aquela
feita por BOWEN et al { 19808), os guais observaram que indice de cérie de superficie lisa ¢ de
sulco ndo diferiram em animais intactos alimentados com sacarose 14 e 17 vezes ao dia. Fluor
reduziu desenvolvimento ¢ severidade de carie em todos os grupos € pode ser observado que
ele € um agente anticariogénico bastante eficaz. Em acrésecimo, animais expostos ao F e
recebendo 12 refeigdes de sacarose ainda apresentaram indice de carie estatisticamente menor
do que os animais expostos 4 metade desta frequéncia na auséneia do mesmo. Entretanto,
nesta investigaclio, o efeito protetor do flhor contra care dental foi influenciado pela
frequéncia de refeigbes de sacarose, isto é, a severidade do desafio catiogénico. O efeito
anticariogénico de flor a 10 ppm na agua foi maior quanto menor o desafio cariogénico. Estes

resultados sugerem que limitar a frequéncia de ingestSio de sacarose pode permitir Otima
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protecio quando de baixos niveis de fidor. Com a auséneia da saliva ¢ alta exposiclio a
sacarose, 0 pH do meio bucal permanece baixe por um tempo maior. Quando o pH alcanca
afvels menores que 4,5, o meio ambiente bucal encontra-se subsaturado em relagiio 4 HA e FA,
gue se dissolverfo, Desta forma, o efeito protetor do F é limitado { LARSEN, 1999). Pela
restricio do desafio cariogénico, o tempo para remineralizacdc ¢ aumentado o que €
adicionalmente ativado pela presenga do flior. Individuos que tém alta exposicdo 3 sacarose
podem requerer niveis mais altos de flior, enquanto que aqueles cuja ingestdo de sacarose é
it limitada, podem receber protecio igual on maior de baixos niveis de fliior. Os resultados
de indices de severidade de carie nos grupos que receberam flior sugerem que embora alguns
efeitos benéficos do fldor tenham sido perdidos 4 medida que o numero de refeigbes

aumentava, fldor continuou a ser muito efetivo em diminuir a severidade das lesdes caniosas,

A auséneia relativa de um efeito protetor do flior nas caries de sulco nesta fase da
mvestigacio € consistente com outros estudos { POULSEN et al, 1976; BACKER DIRKS
et al, 1978; HOROWITZ, 1980; MIRTH et al, 1985; CAHEN et al, 1993}, As superficies
de fossas e fissuras s#o as menos protegidas pelo flGor devido ao fato de maior acimulo de
shaca ¢ maior quantidade de apatita carbonatada nestas regies, que € um mineral mais solivel,

como ja discutido previamente.

Como relatado previamente, existe uma relacio positiva eutre estreptococos do grupo
mugtans € desenvolvimento de carie { BOWEN, 1969; DE. STOPPELAAR et al, 1969). Desta
forma, resultados das contagens de S. sobrinus podem parecer enigméticos, porque a medida
gue o namero de lesdes cariosas aumentava, o nimero de unidades formadoras de coldnias de
8. sobrinys diminuia nos grupos que receberam dgua pura ou agua fluoretada. Entretamnto,
evidéncias em humanos { ZINNER & JABLON, 19269) ¢ animais { CORNICK & BOWEN,
1971) mostram que S. sobrinus necessita da presenca de uma superficie solida para colonizar a
cavidade bucal. Entfo, 4 medida que a carie dental progredia, a superficie do dente que era
habitada por & sobrinus foi destruida, limitando a multiplicagiio dos microrganismos. Além
disso, nos grupos que receberam flior, o declinio na populagio 3. sobrinus também pode ser
atribuido aos efeitos antimicrobianos do flior na bactéria da placa dental { MARQUIS, 1995).
Fluor, complexado com aluminio, pode reduzir tolerdncia das bactérias bucais ao meio acido,
especialmente 5. mmfans, por inibir ATPases translocadoras de protons (STURR &
MARQUIS, 1990). Tolerincia a dcidos das bactérias bucais pode também ser reduzida pelo
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fior, que age como um transportador transmembrana de proton { BELLI et al, 1995). Desta
forma, podemos sugerir que o declino na populacio absoluta de 5. sebrirus foi devido a uma
associagio entre perda da superficie dental e os efeitos antimicrobianos do flior, apesar das

porcentagens de §. sobrinus nio serem estatisticamente diferentes nos diversos grupoes.
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9, CONCLUSAQO

Neste modelo de carie experimental utilizando animais dessalivados:

1. O efeito protetor maximo do fldor nas superficies lisas ¢ atingido a 30 ppm em 4gua

ad libitum;,

2. Efeito antibacteriano do fldor sobre S, sobrirus € observado quando da concentragdo de 40

ppm em agua ad lHbitum,

3. A eficicia do filor como agente anticariogénice ¢ influenciada inversamente pelo nivel do
desafic cariogénico, sugerindo que individuos que tém alta exposi¢io a sacarose podem
requerer niveis mais altos de flGior, enquanto que aqueles cuja ingestio de sacarose ¢

muito limitada, podem receber protegiio igual ou maior de baixos niveis de fiior;

4. Fldor € um agente anticariogeénico mais eficaz na redugdo da progresso das lesdes cariosas

do que na sua iniciagio.
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ANEXO 2
Dieta Liguida NCP#2
agua destilada esteril.. ... 60,0 ml
Suplemento proteico ProMod....... e 676¢g
Similac Special Care (liquido pobre em ferro)............oiii 232,0ml
Similac (Hgquido COm FBITO)......ooi e 232,0mi
D00 08 N0, ..o ooeeo oot er e 276,0 mi
votume final (Aproximado)........ooi e 900,0 ml

Acrescente ProMod e todos os componentes & gua em um liguidificador e, usando baixa
velocidade, bata até que todos os ingredientes estejam misturados. Coloque a mistura em uma
vasitha plastica e uma barra magnética. Mantenha refrigerado. Misture a formula antes de
usar. Esta formula é geralmente suficiente para fornecer alimento através de intubagiio

gastrica para 48 animais por 2 dias.

ProMod & uma marca registrada de Ross Laboratories (Columbus, OHj,

Similac ¢ wma marca registrada de Ross Pediatric Laboratories (Columbus, OH).
dazola foi 3 marca de dlgo de milhe utilizada ¢ ¢ uma marca registrada de Best Food Div. CPC Intl. Inc.
{Englewood Cliffs, N).
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11. SUMMARY

Dental caries is an infectious, transmissible, and multifactorial disease, that continues
to affect the vast majority of people and the presence of carbohydrates, mainly sucrose, is an
important factor in its ocurrence. Although, its incidence has been efficiently controlled in
some segments of the population by the use of fluoride, a cariostatic agent. Nevertheless, the
amount of fluoride required for optimum effect under a high caries risk condition has not been
studied. Besides that, differences in the intensity of carious challenge, for whatever reasons,
may play a role in determining the fluctuations in the effectiveness of F. The purpose of the
study was to evaluate the effect of different concentrations of ¥ on the development of dental
caries and explore the cariostatic effect of F under various levels of cariogenic challenge.
Thus, the following study was divided in 2 experiments. In experiment I, sixty desalivated
Sprague-Dawley rats received Diet 2000 ad libitum for 21 days and the following to drink:
group {1} sterile distilled water (SDWY; (2) 10 ppm F SDW; (3) 20 ppm F SDW; (4) 30 ppm
F SDW; (5) 40 ppm F SDW. In experiment I, eight groups of 9 desalivated rats were placed
in a Konig-Hofer programmed feeder and were fed sucrose as follows: two groups received 3
meals daily, two groups 6 meals, two groups 12 meals and twe groups 17 meals. One group
from each pair received dnnking water containing 10 ppm F and the other SDW. In
expaniment 1, 20, 30 and 40 ppm F reduced caries development significantly. Fluoride, at 10
ppm, reduced the severity of the carious lesions significantly. Considering all smooth surfiaces,
it seems that at 30 ppm, F reached a “plateau”™ protective effect. The percentage of 5.
sobrinus in the 40 ppm F group was significantly lower than the control group, showing that
the antibacterial effect of F may have had a significative contribution to the caries reduction in
this group. Using this model of high cariogenic challenge, the results suggest that elevated
levels of ¥ may be effective in patients at high caries risk. In experiment II, F reduced the
incidence and severity of smooth-surface caries in all groups, but the animals receiving 3
meals and F did not show significantly lower scores than the animals receiving 3 meals and
SDW. The protective effect of F decreased as the number of meals increased. Xt is concluded
that the effectiveness of F is influenced by the level of cariogenic challenge and that

consideration should be given to adjusting level of F exposure based on caries risk.
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