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RESUMO

Com o objetive de se analisar “in vitro”, o potencial cariogénico de
gstreptococos grupo mutans, isolados e em associacio, atraves da formacgao
de placa bacteriana “in vitro”, da producac de polissacarideos extracelulares e
da capacidade de producao de acidos por essas espécies, foram utilizadas
cepas desses microrganismos pertencentes ao acervo da Disciplina de
Microbiologia e Imunclogia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba —
UNICAMP, isoladas e identificadas bioguimicamente a partir de amostras
salivares de escolares entre 6 e 9 anos de diferentes categorias socio-
econdmicas. Foram analisadas 150 amostras de S. mutans, 27 de S. sobrinus,
15 de S. raftus, 08 de S. mutans V e apenas uma de S. cricetus, S. ferus e &
downei totalizando 204 amostras. A gquantificacdo da producdo de placa
bacteriana ‘in vitro”, pelos estreptococos isolados e em associacéo, foi feita
através da inoculacdo de quantidades iguais de culturas recentes de cada
amostra, previamente padronizadas pela escala de Mc Farland, em tubos
contendo meio BHI 3 5% de sacarose e incubados por 48 horas (37° C [ 10%
02). Cada tubo possuia um bastio-capilar que era pesado previamente e
apbs a incubacdo, possibilitando, dessa forma, a determinacéo da produgéo de
placa “in vitro”. A capacidade de produgdo de acidos pelas amostras de
estreptococos do grupo mutans — isoladas e em associagdo — foi demonstrada
através de medicdes continuas em intervalos de tempo crescentes (6, 12, 24 ¢
48 horas), do pH do meio de cultura (BHI — 5% sacarose) onde essas espécies

foram cultivadas. A producéo de polissacarideos extracelulares foi mensurada



pelo metodo de dosagem de carboidratos totais solliveis em acido e em alcali.
Qs resultados obtidos mostraram que entre as amostras analisadas, o 8. raftus
(19,70 mg) seguido pela associagdo 8. mutans / S. sobrinus (10,32 mg)
produziram maiores quantidades de placa bacteriana “in vitro” demonstrando
segundo este parametro, maior potencial cariogénico. As espécies S. mufans
{6,89 ug/mg) e S. sobrinus (5,12 ug/mg), isoladamente, apresentaram a maior
producao de carboidraios totais soldveis em acido por mg de placa bacteriana
“in vitro”, n&o existindo porém, diferenca estatisticamente significante em
relacdo as demais amostras analisadas. Com relagdo a producéo de
carboidratos totais soluveis em élcal, o S mufans (662 ug/mg) foi,
estatisticamente superior a associacdo S. mutans / S. sobrinus / 8. raftus.
Esses dados confirmam o elevado potencial cariogénico dessa espécie,
considerando-se o importante papel desses componentes na formacio da
placa bacteriana. A determinacio da producdo de écidos peias amostras de
estreptococos, revelou quedas mais acentuadas de pH nos intervalos de tempo
inicial e final, com valores de 4,67 (6 horas) e 3,86 (48 horas), respectivamente
para a espécie S. mufans. Para ¢ periodo de 12 horas, a espécie S. sobrinus
produziu a maior queda de pH (4,34), e para 24 horas ¢ menor valor
encontrado pertenceu a espécie S. mufans V (3,58). isso favorece a
manutencio prolongada do pH abaixo de niveis criticos (pH 5,0), corrcborando
a sugestdo de que individuos colonizados pela associagéo S. mutans / S.
sobrinus, apresentam indices de cérie dental mais elevados. A andlise
estatistica de correlac@io entre os diversos fatores de viruléncia estudados

demonstrou correlacfes varidveis de acordo com o periodo de incubacéo e



com a amostra de estreptococos grupo mutans, isoladas ou em associagao,

nao indicando, de acordo com as condicBes de realizagio da pesquisa, uma

correlag8o constante e uniforme entre esses fatores.
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1. INTRODUGAO

A microbiota oral é variada e complexa, contendo um grande
namero de espécies que refletem a diversidade dos habitats e dos
ecossistemas localizados. A cada dia surgem novos estudos correlacionando
gstes microrganismos com as alteragbes patoldgicas gue envolvem esse
ambiente. Essas pesquisas partem da aplicaglo de conceitos ecoldgicos a
microbiota oral que permitem a explicagdo de alleragbes que ocorrem nesse
ecossistema e ajudam a entender doengas como a carie, que envolvem a placa
dentaria & & emergéncia de bactérias potencialmente patogénicas
(THYLSTRUP & FEJERSKOV®, 1995),

Dentre as diferentes patologias que acometem a cavidade oral, a
cérie dentéria se apresenta como uma das mais relevantes, devido
particularmente, a sua frequéncia de ocorréncia nas populacfes, de modo
geral. A erupgdo dos dentes tem um grande impacto na composicio da
microbiota oral, provocando alteracdes na colonizagdo por especies gue se
aderem as superficies dentais e af se multiplicam. As mais importantes séo a
presenca de Streptococcus mutans, Strepfococcus sobrinus, Streptococcus
sanguis e de algumas espécies de Aclinomyces, assim como o aumento no
namero e nos tipos de bactérias anaerdbias (THYLSTRUP & FEJERSKOV®,
1995).

Qs microrganismos do  grupo mutans estdo  intimaments
associados & cérie dentdria, apresentandc a capacidade de produzir

polissacarideos extracelulares aderentes, a partir da sacarose, justificando a



importéncia da dieta nesse evento bioldgico. JORDAN & KEYES™ (1966) e
EDWARDSSON® (1968) demonstraram em animais experimentais que
amostras de estreptococos cariogénicos formavam abundante material
mucilaginoso sobre a superficies de dentes extraidos, dentes artificiais, laminas
de vidro e cutros objetos guando cultivados em meios contendo sacarose. Esse
material mucilaginoso, atuaimente definido como placa bacteriana, é formado
principalmente, de agregados bacterianos, polissacarideos, células epiteliais
descamadas, proteinas, restos alimentares e enzimas que ao se depositarem
sobre as estruturas dentais desempenham importante papel na etiologia das
lesbes cariosas.

A utilizacdo da sacarose pelos estreptococos do grupo mutans,
com formagdo de polissacarideos exiraceiulares, constitui um mecanismo
importante para o potencial cariogénico destas espécies, possibilitando a
deposicdo de placa bacteriana, responsavel pela alteragdo no esmalte dental,
que eleva o processo cariogénico. O S mutans e o S. sobrinus, s&o espécies
que segundo alguns autores (LINDQUIST & EMILSON®, 1991; HIROSE et
al® 1993), podem apresentar um elevado potencial indutor de lesbes
cariosas. Varios estudos refatados na literatura (CARLSSON', 1968;
BEIGHTON et al°. 1987, KOHLER & BJARNASSON®, 1987; LINDQUIST &
EMILSON®™, 1991; AHAMADY ot al'., 1993; HIROSE et al.*, 1993) em relagso
a presenca destas duas espécies, separadamente, tem permitido associa-las
com a histéria da carie dentaria. No entanto, quando se apresentam
associadas elevam o indice desse processo infeccioso em seus portadores.

Ambas as espécies foram detectadas juntas em um grande numero de regies



da cavidade oral, mostrando dessa maneira uma associacido positiva
(LINDQUIST & EMILSON®, 1991; AHAMADY et al'., 1993),

Varios tem sido os trabalhos demonstrando essa estrutura “in
vitro” (IKEDA et al.¥, 1990; OLSSON et al”'., 1992), cujos resultados sdo
demonstracfes inequivocas da reprodutibilidade ou existéncia do fenbmeno “n
vivo”. Recentemente SPOLIDORIO®, 1997, isolande estreptococos do grupo
mutans da cavidade oral de escolares entre 6 e 9 anos, demonstrou que uma
associacdo entre S. mutans € S. sobrinus pode elevar o potencial cariogénico
destas espécies.

Um maior conhecimento da capacidade de inducido de placa
bacteriana, de producgio de polissacarideos exiracelulares e acidos “in vifro”
por esses microrganismos cariogénicos, seria importante para se avaliar o
potencial indutor de lesBes cariosas dessas espécies e confribuir com
investigacbes recentes encontradas na literatura (IKEDA et al. ¥, 1990;
HIROSE et al.® 1993 SPOLIDORIOY, 1997). Com o objetivo de contribuir
com estudos dessa natureza, a presenie pesquisa visa estudar, “in vitro", o
potencial cariogénico de algumas espécies do grupo mutans, através da
producéo de polissacarideos extracelulares, da formagéo de placa bacteriana

“‘in vitro” e da determinacéo da capacidade de produc¢o de acidos dessas

amostras, cultivadas isoladamente e em associacao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A microbiota bucal é constituida por um grande numero de
ecossistemas microbianos distintos, sendo formados por uma variedade de
tipos bacterianos que preferem cerios ambientes da boca. Os principais
habitats da microbiota bucal incluem os dentes, mucosas, saliva, lingua e sulco
gengival. As populagbes microbianas que compdem estes ecossistemas
diferem tanto em aspectos qualitativos quanto gquantitativos. Estudos
quantitativos mostraram que as maiores biomassas de bactérias existem nas
superficies dos dentes e no dorso da lingua. Estudos nesta érea (JORDAN &
KEYES™, 1966; EDWARDSSON,1968)levaram ao conceito de que as lesdes
cariosas eram resultantes da atividade localizada de bactérias gue se aderiam
ao dente, e o termo “placa microbiana gelatinosa” foi utilizado para descrever
esta entidade (MENAKER® 1984)

A correlac@o entre placa bacteriana e carie dental, tem sido
discutida por pesquisadores da area, considerando a existéncia prévia da placa
bacteriana, de fundamental importancia para o inicio e progressdo de uma
lesao cariosa. 0s experimentos em animais, procurando demonstrar o agente
etioldgico desse evento biolgico, tiveram sempre a preocupacdo em descrever
a ocorréncia de depdsitos (placa dental) sobre € ao redor das estruturas
dentarias comprometidas pela lesdo.

Os primeiros estudos (KRASSE™, 1965; JORDAN & KEYES®,
1988) relatavam que, amostras de estreptococos com potencial cariogénico

eram diferenciadas das amostras ndo-cariogénicas, isoladas de animais livres



de cérie, apenas pela capacidade dos primeiros fermentarem sorbitol.
Entretanto, outra diferenga entre as amostras poderia ser ressaltada, porque,
embora apresentassem caracteristicas bioquimicas e fisiclogicas semelhantes,
tinham comportamento adverso, guando incubados na cavidade oral de
“hamsters”, alimentados com uma dieta contendo aglcar. formavam placa
sobre as superficies dentarias e, posteriormente apareciam as lesdes cariosas,

A importancia da dieta, e particularmente da sacarose, como fator
imprescindivel para instalagdo do processo carioso é demonstrada na literatura
desde o século passado. Resultados de inGmeros experimentos em animais,
desenvolvidos para avaliar a participacdo da dieta na carie dentaria,
ressaltaram a importancia da sacarose como carboidrato mais cariogénico em
relagBo a outros substratos glicidios (KRASSEY, 1965; GUGGENHEIM et al®
1965, EDWARDSSON & KRASSEZ, 1967; KEYES™, 1968; KRASSE™, 19588,
FITZGERALD®™ 1968). Em complemento, GIBBONS et al®. (1966) relataram a
cariogenicidade em ratos por amostras de estreptococos, com habilidade de
formar placa em presenca de sacarose. igualmente, GUGGENHEIM st ai®,
{1966), descobriram gue a inducio de carie dental em ratos - por estreptococos
- foi maior nagueles alimentados com uma dieta a base de sacarose, guando
comparada com outros agucares ou com uma dieta ausente de agucar.

Em meados de 1855, foi demonstrada a participagdo de
estreptococos como agente etioldgico da carie, com a divulgagdo de trabalhos
com ratos gnotobidticos (ORLAND et al’2, 1955; FITZGERALD et a.®, 1960),
posteriormente reforcada com as experimentagbes empregando “hamsters”

convencionais (FITZGERALD & KEYES®, 1960), &s quais seguiram o trindmic



hospedeiro-sacarose-estreptococos, capaz de explicar a instalagio e a
progresséo do processo carioso (KEYES™, 1960; KEYES & FITZGERALD®
1962; KEYES & FITZGERALD®, 1963; FITZGERALD & KEYES™®, 1963).
Entretanto, ainda permanecia desconhecido o potencial de
cariogenicidade de certas amostras de estreptococos e a razéo pela qual a
sacarose constituia realmente o carboidrato mais importante para a atividade
cariosa. O esclarecimento destes aspectos teve inicic com o trabalho de
JORDAN & KEYES™ (1968), onde foi observado que amostras de
estreptocncos  cariogénicas para animais, formavam abundante material
mucilaginoso sobre a superficie de dentes exiraidos, dentes artificiais, fio de
aco inoxidavel e outros objetos, quando cultivados em meio basico, contendo
0,1% de sacarose. Amostras nao-cariogénicas para animais ndo formavam
placa “n vifro 7 nestas condicbes. A sacarose era imprescindivel para a
formacao de placa, pois a adi¢do de glicose, frutose, galactose, lactose, sorbitol
ou a mistura de glicose-frutose, no sistema, ndo induzia a formacgao de placa
mucilaginosa como acontecia com ¢ emprego da sacarose. O trabalho
demonstrou ainda, dois aspectos de importancia maxima para relacionar o
material mucilaginoso, sintetizado pelos estreptococos a partir da sacarose,
com a lesdo cariosa: a) material mucilaginoso foi acumutado sobre um eletrodo,
gue, quando merguthado em soluco de sacarose acusava abaixamento do pH
em torno de 4.5 - 5.0, faixa suficiente e necessaria para explicar a
descalcificacdo do esmalte; 0 pH permanecia baixo por mais 3 horas com o©
eletrodo imersc em saliva sintética e sem substrato glicidico exégeno para

metabolizacéo; b) dente humano integro foi submetido ac esquema de



formacdo de placa e, ao final de 3 semanas, havia abundante material
mucilaginoso acumulado sobre sua coroa, observando-se por cortes
histolbgicos, a ocorréncia da cérie incipiente sob o depésito. Esses resultados,
permitiram uma relagdo direta entre a presenca de estreptococos e a
capacidade de formar placa a partir da sacarose. Havia, portanto, indicios de
que a sacarose era importante para a colonizacio de certos microrganismos
sobre as estruturas dentarias, funcionando como precursora na sintese da
placa mucilaginosa, que aderia fortemente as superficies, mesmo as mais lisas.
Estes resultados (JORDAN & KEYES®, 1966) davam mais consisténcia as
diferencas estabelecidas entre o©os estreplocncos cariogénicos e néo-
cariogénicos, porgue relacionavam 0s primeiros com capacidade de aderir
particularmente as superficies lisas.

As pesquisas realizadas nas décadas de 50 e 60, convergiram
para o entendimento da eticlogia da carie dentéria e para a identificacéo dos
microrganismos causadores desta patologia, concluindo que 0s estreptococos,
notavelmente o Sfrepfococcus mutans, poderiam se apresentar como o©0s
microrganismos potencialmente mais cariogénicos. Estudos taxonomicos
realizados com varias amostras dessas espécies, demonstraram variedades
correspondentes a S. mutans (CARLSSON'?, 1968; DRUCKER & MELVILLE®,
1971). Nesse sentido, a existéncia de diferencas sorolégicas entre as cepas de
8. mutans foi primeiramente observada por ZINNER & JABLON™ (1968), os
guais demonstraram um certo grau de heterogeneidade entre as mesmas.
Posteriormente, BRATTHALL® (1970) estudando cepas de S. mutans, dividiu-

as em cinco grupos baseados na presenca de cinco diferentes antigenocs
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especificos. E£ssa classificago foi baseada em reacfo de precipitacéo obtida
pela difusdo em gel que resuitou na obtengéo de cinco grupos sorolégicos de
a-e. Os relatos de taxonomia levados a efeito por CARLSSON'™ (1968) e
DRUCKER & MELVILLE® (1971), demonstraram que cepas de S. mutans séo
fenctipicamente homogéneas. No entanto, COYKENDALL™ (1970) e DUNNY
et ai®® (1973), observaram variacSes na constituicdo da base do DNA entre
cepas de S. mutans e, posteriormente em experimentos de reassociagéo de
DNA, demonstraram a existéncia de 4 grupos genéticos distintos (1 a V),
levando COYKENDALL'® (1974) a propor subespécies ou “genoespécies’ de S.
mutans e a descricdo de um novo grupo {gendtipo V), isolado da boca de ratos
selvagens. Posteriormente, esses gendtipos foram correlacionados com 08
sorotipos descritos por BRATTHALL® (1970), afirmando que - dentre um
gendtipo - diferentes sorotipos e reagbes bioguimicas poderiam ocorrer.
Subseqientemente, PERCH et al.” (1974), com base em estudos soroldgicos,
propuseram dois sorotipos adicionais (fe g).

Durante esse periodo, um novo esgquema bioquimico foi proposto
por SHKLAIR & KEENE® (1974), para separacéo de S. mutans. A identificagio
foi baseada em provas de fermentacdo de manitol, sorbitol, rafinose, melibiose
e na habilidade em produzir ambénia de arginina. Assim, atraves de
caracteristicas bioguimicas, a existéncia de 5 grupos distintos {a-e) foram
deseritas, relacionando-as  aos  sorotipos de BRATTHALL®  (1970).
Posteriormente, COYKENDALL'™ (1977), propbs elevar as diversas
subespécies de S. mutans, & categoria de espécie, tendo como base as suas

composicbes moleculares. As cinco espécies descritas foram: S. cricetus, S.
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rattus, S, mutans, S. sobrinus e 8. ferus. Com base ainda, em estudos
taxondmicos, BEIGHTON et al’. (1984), isolaram da placa dental de macacos,
um sorotipo adicional. Este fato, fez com que esses autores propusessem mais
uma espécie, Sfrepfococcus macacae, pertencente ao grupo mutans
apresentando ¢ sorotipo ¢, assim como S. mufans e S. ferus; contudo, sua
diferente composicéo genética a distingue das outras espécies que possuem o
antigeno ¢ e dos outros estreptococos do grupoc mutans. BEIGHTON et af®.
{1991} propuseram um nove esquema bioguimico mais simplificado, baseado
em testes enzimaticos e de fermentagéo de carboidratos para diferenciar cepas
de S. mutans e S. sobrinus.

A comprovacg@o de gue variagOes em caracteristicas bioquimicas,
soroldgicas e genéticas entre estreptococos do grupo mutans relacionam-se &
espécie animal da qual foi isolado (BRATTHALL®, 1970; COYKENDALL'™
1974; PERCH et al”., 1974), foi reconhecida pela Ultima edigéo do manual de
BERGEY'S (HARDIE* 1986), o qual descreve o grupo mutans de
estreptococos, composto pelas espécies S. cricetus, S. mutans, S. raftus, S.
sobrinus, 8. ferus e S. macacae. WHILEY et al®’. (1988), propuseram mais uma
espécie, S. downei, sorctipo h, representando uma espécie distinta,
pertencente ao grupo mutans.

Segundo LINDQUIST & EMILSON®™ (1991), o S. mutans é a
espécie mais frequentemente encontrada na cavidade bucal, seguida pelo S.
sobrinus. Neste estudo, os autores chamam a atencdo para o grande numero
de sitios anatdmicos da cavidade oral, onde ambas as espécies foram

detectadas juntas, indicando, dessa forma, uma provavel associacio enire
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esses organismos. Nessa linha de investigagio, HIROSE et al®®. (1993),
avaliaram a presenga de S. mutans na saliva de 338 criancas entre 3 e 5 anos
de idade e compararam aos indices de carie dessas mesmas criancas. _Os
resultados mostraram que os escolares que possuiam as espécies S. mufans e
S. spbrinus apresentavam indices de carie significativamente mais elevados
que as criangas colonizadas por apenas uma das espacies, e que o S. sobrinus
estava mais intimamente associado as lesbes de superficie lisa, sugerindo uma
maior capacidade de adesdo desse microrganismo a estrutura dentéria,
quando comparada a espécie S. mutans. Recentements, BABAAHMADY et al®
{1998), realizaram um estudo correlacionando a presenca de S mufans, S.
sobrinus e Lactobacillus com o processo de iniciacBo de caries, a partir de
amostras de placa bacteriana de 64 criancas. Os autores concluiram que ndo
houve relacdo entre Lactobacilius e as lesdes iniciais de céarie, mas a presenga
de S. mutans e S. sobrinus juntos, estava fortemente correlacionada com este
processo infeccioso.

A adesdo dos esireptococos grupo mutans a superficies duras,
tem sido estudadas desde as primeiras publicacBes sobre o isolamento e
identificacdo destes microrganismos. Os estreptococos grupo mutans, s80
aptos a produzir polissacarideos extracelulares a partir da sacarose
(GUGGENHEIM & SCHROEDER*, 1962; GIBBONS & BANGHARTY, 1971) e
isto sugere que estes polimeros devemn ser importantes na placa dental sobre 0
dente.

JURGENSEN & ARAUJO® (1967) descreveram a formagéio de

placa n vifro © por Streptococcus mutans numa seguéncia experimental



bastante simplificada, que empregava exclusivamente uma elevada
concentragdo de sacarose, com a finalidade de oferecer condicbes mais
favoraveis para a deposicdo do material mucilaginoso. Como superficie de
depdsito, foi utilizado um bast&o de vidro ou uma secgdo de laminula fixados a
um fio de aco inoxidavel e esterilizados por autoctavag8o. Em tubos contendo
caldo sacarosado a 5,0%, era inoculada uma cultura recente do microrganismo,
intfroduzindo-se, imediatamente, o bastdo ou a laminula na massa liquida e
seguindo-ge a incubacdo a 37° C, em microgerofilia. Com intervalos de 48
horas, e dentro de rigorosa cadeia asséptica, bast8o e laminula eram
transferidos para outros meios com caldo sacarosado, repetindo-se sempre as
mesmas condigles de incubacdo. Com as sucessivas transferéncias, o
depasito mucilaginoso avolumava-se gradativamente, com proje¢do de certas
massas de material a semelhanga de grandes colbnias crescidas sobre as
superficies do bastao e da laminula. Como controle da experiéncia, bastio e
laminula foram colocados - nas mesmas condigbes técnicas - em caldo
glicosado a 5,0%, inoculados com a mesma amostra de estreptococos, néo
havendo formacao de placa “in vifro “

GIBBONS et al®. (1966) mostraram que, quando amostras de
estreptococos cariogénicos eram cultivadas em caldo sacarosado, as céiulas
aderiam as paredes do frasco e se depositavam no fundo, embebidas em
material gelatinoso, gue foi considerado material capsular dos microrganismos.
De certo modo, os autores estavam relatando a formacgéo de placa ‘in vifro”,
com recursos técnicos posteriormente ampliados no trabalho de GIBBONS &

NYGAARD® (1968) sobre a natureza do polissacarideo sintetizado “in vitro”
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pelos estreptococos, especialmente o S. mutans, com finalidade de determinar
o efeito dos varios dextranos sobre as caracteristicas de aderéncia destes
microrganismos.

O primeiro estudo que demonstrou diretamente a ocorréncia de
polissacarideos na placa dental foi realizado por Mc DOUGALL® (1964).
Extratos de amostras de placa precipitados em etanol 70%, foram hidrolisados
e analises revelaram que frulose era o nico componente presente nessa
estrutura. CRITCHLEY et al'’. (1967) extrairam amostras de placas com 4gua
fria e subsegquentemente com hidréxido de sédio 0,5 N. A hidrélise acida e
cromatografia de papel do extrato dialisado com agua fria, mostrou glucose e
frutose como principais componentes, ao passo gue glucose foi o principal
constituinte no material hidrolisado extraido com alcali. O procedimento de
extracdo foi repetido apds uma incubacio “in vitro” das amostras de placa em
sacarose, o material soluvel em agua foi uma mistura de frutano e glucano,
enquanto que na frac8o soltvel em alcali encontrou-seé um glucano que foi
precipitado em etanol 45%. Assim, polissacarideos exfracelulares e glico-
proteinas salivares nessas amostras, pareciam ser 0s principais constituintes
da matriz da placa e produzidos por determinadas bactérias orais a partir da
sacarose. Os polissacarideos isolados da placa dental tem sido demonstrado
serem glucanos e frutanos. Entretanto, estes compostos ndo s&o homogéneos
do ponto de vista quimico ou morfoldgico, apresentando diferengas na
solubilidade. Devido a suas propriedades quimicas e fisicas os glucanocs
insoltveis tem sido considerados como a “‘peca de resisténcia”™ da matriz da

placa dental.



135

GIBBONS & VAN HOUTE® (1973), em seus relatos sobre
formacdo de placa dental, citam que possivelmente o melhor exemplo de
adesdo interbacteriana mediada por polimeros bacterianos diz respeito aos 5.
mutans. Existern dados indicando que, ¢ Unico potencial do 8. mufans esta
associado com sua habilidade em formar placa dental, e que isto € dependente
da sintese de polissacarideos extracelulares a partir da sacarose. O S. mutans
forma depdsitos microbianos aderentes na presenca de sacarose, e isto origina
uma extensa placa bacteriana em animais alimentados com uma dieta
contendo esse substrato.

Estudando a relacéo da saliva e placa bacteriana com a carie
dental, MANDEL®* (1974) observou que a quantidade de matriz intercelular na
placa é extremamente variavel e amplamente dependente da dieta. A placa é
formada mesmo em individuos alimentados por sonda, mas é fina e produz
relativamente pouco acido. Quando a ingesido de sacarose € alta, a placa
cresce rapidamente, devido a formagdo de uma quantidade substancial de
dextrano, Quandg a ingestdo é um pouco mais moderada (115g / dia), a
guantidade de placa ndo & significativamente elevada, embora dextrano e
levano estejam aumentados. Quando a glucose € o maior agucar da dieta, a
matriz intercelular consiste de um hetero-polissacarideo compostc de glucose,
galactose, hexosamina e pequenas quantidades de outros agucares,

GAWRONSK! et a. (1975), realizaram um estudo com o
objetivo de avaliar o efeito da sacarose sobre a concentragéo de
polissacarideos extracelulares. Assim, adultos jovens entre 21 e 24 anos de

idade, foram examinados por acumulacéo de placa apds 4 dias de auséncia de
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higiene oral, sendo que a placa foi coletada da superficie lingual e vestibular de
28 dentes. Qito individuos gque acumularam placa em excesso (obtendo por
volita de 40 mg - peso umido) enguanto ingeriam sua dieta normal, foram
selecionados para o estudo. Esses individuos foram entdo submetidos a uma
dieta rica & baixa em sacarose. Cada periodo da dieta de 12 dias era separado
por uma dieta normal de 16 dias. Ao final de cada periodo de desenvolvimento,
a placa foi removida e submetida a andlise bioquimica. Os resultados
mostraram uma correlagdo positiva entre dieta rica em sacarose e aumento na
sintese de polissacarideos extracelulares e intracelulares.

Em suas pesquisas ASHLEY & WILSON? (1977), estudando a
relacdo entre a experiéncia de agucar da dieta e gquantidade e composigac
bioquimica da placa dental em humanos, obtiveram os seguintes resultados: a)
a dieta rica em acucar foi associada com uma concentragéo significantemente
menor de calcio e fosforo e significativamente maior de carboidratos totais em
relacio as dietas livres de agUcar; b} ha uma correlagdo positiva entre
concentracio de carboidratos da placa, com excegao dos carboidratos sollveis
em alcali, e a guantidade de agticar na dieta.

Estudos “in vitro” também mostraram que a sacarose pode nao
ser essencial para o ataque inicial de S. mutans as superficies. CLARK et al®,
(1978) descobriram que células liofilizadas de S. mufans possuiam baixa
gtividade glicosiltransferase (a enzima envolvida na produgéo de
polissacarideos extracelulares a partir da sacarose adsorvida da saliva).
Evidéncias mais recentes, entretanto, sugerem que a producdo de glucanas a

parlir de sacarose podem ser importantes apenas no acumulo subseqguente de
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S. mutans e ndo na interagdo inicial entre S. mutans e superficies duras, Estas
evidéncias tem levado a sugestéo (VAN HOUTE et al®™., 1977) que o ataque do
S. mutans ao dente pode se dar e dois estagios, consistindo de uma fase
inicial, reversivel, dependente de paramelros fisico-quimicos, seguida por uma
fase irreversivel envolvendo a produgéo de polimeros extracelulares.

Durante a década de 80, aumentaram as evidéncias de gue estes
polissacarideos eram importantes constituintes da placa e que influenciavam o
processo de carie. De acordo com o trabatho de JENKINS® (1978), existem
trés principais grupos de polissacarideos que podem ser formados: a)
polimeros da glicose (glucanos), formados como uma massa gelatinoss
extracelular principalmente da sacarose, pela agdo da enzima conhecida como
glicosiltransferase; b) outra enzima (levanosucarase) converle sacarose em
levanos (polimeros exiracelulares da frutose), ¢) muitas bactérias orais
estocam carboidratos como polissacaridec intracelular tipo glicogénio. Ao
contrario dos polissacarideos extracelulares, que s&o formados essencialmente
da sacarose, os polissacarideos intracelulares podem ser formados a partir de
uma variedade de acgucares (incluindo glucose, mallose e sacarose) e s&0
metabolizados quando outras fontes de carboidratos estdo ausentes, como
entre as refeicbes.

GEDDES et al® (1978), observaram que mudancas visuais
semelhantes & céries inicials ocorreram quando 10 voluntarios nZo escovaram
seus dentes por 14 dias e bochecharam uma solugdo de sacarose nove vezes
ao dia - enquanto que o grupo controle que ndo bochechou com sacarose -

revelando uma mudanca no esmalte significativamente menor. Entretanto, a
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concentracéo de fosforo e calcio, e o peso umido da placa acumulada durante
o periodo sem higiene oral pelos dois grupos, ndo mostrou diferencas
significantes, embora a concentragdo de carboidratos no grupo sacarose tenha
sido significativamente maior. Ainda segundo a pesquisa de JENKINS® (1978),
descrevendo a sintese de polissacarideos pela placa bacteriana, o autor cita
que gquando certas bactérias, incluindo varias espécies da placa, recebem
sacarose, elas podem sintetizar varios tipos de polissacarideos ou converté-la
em é&cido. LOESCHE® (1993) utilizando-se de vérios modelos “in vitro”,
descreveu como ocorreria a dissolugao do esmalte dental pelos acidos
produzidos pelas bactérias orais, especialmente os estreptococos grupo
mutans, indicando que em um meio como a saliva, que esta saturada com fons
de calcio e fosfato, o pH da placa teria que cair abaixo de 5,0 para ocorrer a
desmineralizacao.

A partir de estudos como IMFELD et al®®. (1978), as pesquisas
concentraram-se sobre a saliva como variavel mais provavel capaz de
influenciar © inicic da carie. Foi constatado que o pH das salivas, séo
notadamente constantes, proximos da neulralidade, e n&o diferem entre
individuos com atividade elevada de carie e individuos livies de carie.
Demonstrou-se que o pH em uma les&o cariosa se aproxima de 4.2, e a média
do pH das superficies cariadas era 0,7 unidades de pH menos do que a média
das placas a superficie de dentes intactos. A rapidez e a magnitude desta
producao de acidos, sobrepujam a capacidade tampéo disponivel da saliva. O
baixo pH, persistiu por mais de 60 minutos apds a expectoragae da glicose,

demonstrando que os tampdes salivares eram inadequados na neuiralizacéo
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dos acidos na placa e / ou que 0 acido estava sendo produzido continuamente
na mesma. Esta ultima possibilidade foi sugerida pela queda continuada do pH
nos individuos extremamente carie-ativos.

LOESCHE® (1993), descreveu que uma placa em repouso
produz basicamente écidos acético e propidnico e uma placa exposta a
sacarose produz grandes quantidades de acido latico. Os vérios Acidos
produzidos pela placa em repouso, além de estarem presentes em pegquena
quantidade néo s8o capazes de formar complexos com o calcio. Em outras
palavras, eles ndo possutam grande capacidade de desmineralizacdo do
esmaite. Quando a sacarose estd presente, o perfil acido da placa se altera
significantements, porque ha um aumentc de seis vezes na concentracdo de
acidos e estes incluem 0s acidos succinico e latico, os quais podem formar
complexos com o calcio. Assim a sacarose € metabolizada em uma seérie de
acidos capazes de desmineralizar a superficie do esmalte dental. Quaiguer
queda no pH origina condigdes para o acido produzido pela placa dental se
difundir para dentro do esmalte onde solubiliza a hidroxiapatita, liberando fons
calcio e fosfato. O ion lactato forma complexos com ¢ calcio, nas camadas da
superficie do esmalte, enquanto os ions menores de hidrogénio se difundem
para as camadas mais profundas, causando a desmineralizacgo caracteristica
da lesdo incipiente. A quantidade de polissacarideos de reserva, formados pela
placa, mantem as condices acidas na mesma, bem além do periodo em que a
sacarose estd na boca. Segundo a pesquisa de DIBDIN et a*'. (1995), onde
avaliaram a variagéo do pH na placa dental de dois grupos de pacientes, sendo

um com uso de sacarose na dieta, e ouire com auséncia de sacarose,
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concluiram que, em ambos os grupos ocorre queda do pH da placa, mas onde
a sacarose estava presente, esta queda se manteve por um periodo mais
tongo.

BRECX et al'® (1981), descrevem que os polissacarideos
sintetizados pelos microrganismos da placa a partir da sacarose podem ser
importantes em dois aspectos, a saber, como reserva de energia e como
constitlintes da matriz da placa. Estes polissacarideos exiracelulares
compreendem dextranos, mutanos e levanos, 0s quais 880 sintetizados pelas
bactérias a partir da sacarose. Polissacarideos infracelulares sdo produzidos
como granulos de reserva por muitas espécies bacterianas a partir de vérios
carboidratos tais como glucose, frutose e sacarose. Qs resultados desta
pesquisa indicam que frequentes bochechos com agua, glucose ou sacarose
nao tem influéncia detectavel sobre a morfologia ou guantidade de placa no
estagio inicial da aderéncia bacteriana. Porém, demonstram que, uma relagio
dos possiveis efeitos dos carboidratos sobre os estagios avancados da
formacéo da placa, parece estar fundamentada.

Um estudo envolvendo dietas ricas em sacarose e maltose, na
qual amostras de dois dias de placa de 24 individuos, cothidas antes e durante
2 periodos de 25 dias, foi realizado por SKINNER et al™®. (1982). Os resultados
mostraram que a concentracéo de polissacarideos extracelulares na placa foi
manor no grupo maltose em relagdo ao grupc sacarose. De acordo com
ROLLA et al’® (1985), a sacarose é conhecida por possuir um maior potencial
para induzir caries do que a glucose e a frutose, apesar do fato dos

monossacarideos causarem uma alta ou mesmo maior producdo de acido n
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vitro” pelos microrganismos da placa dental. E suposto que a cariogenicidade
da sacarpse é principaimente associada com a alta energia de sua hidrolise, a
qual pode ser utilizada pela bactéria para sintese de glucanos insoliveis. Os
polissacarideos produzidos “in vivo” na presenca de sacarose resultam em um
grande acumulo de placa, um fenbmeno que por si sO pode causar aumento da
cariogenicidade. CARLSSON"' (10863, em seus estudos, chama a atencéo
para um possivel papel dos polissacarideos intracelulares na patogenicidade
dos microrganismos cariogénicos, pois durante os periodos do dia nos quais
nenhum agdcar € suplementado pela dieta para a microbiota dos dentes, eles
podem ser usados como fontes de energia e os acidos s&o excretados.
Durante um simpésio, MARGOLIS® (1990), demonstrou que as mudancas
guimicas efetuadas pela fermentagcdo dos carboidratos da dieta, por
microrganismos especificos na placa, s8o refletidas em mudangas na
composicdo do fiuido da placa dental.

Na tentativa de encontrar um aglcar que substituisse a sacarose,
IKEDA et al*. (1990) avaliaram a formago de placa e a produgfo de 4cido
latico por amostras de 5. mutans a partir de um meio de cultura contendo
Nystose. Os resultados mostraram que ¢ carboidrato utilizado (Nystose) ndo
servil como substrato para a produgao de glucano atraves da enzima
glicosiltransferase sintetizada pelo 8. mutans, a aderéncia celular as
superficies de vidro foi quase nula; na presenga de sacarose a Nystose inibiu a
atividade da glicosiltransferase produzida pelo S. mutfans; e 0 numero de caries

em ratos alimentados com dieta contendo Nystose, e infectados com S
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sobrinus, foi significativamente menor guando comparado com os ratos
alimentados com sacarose.

FU et al® (1951), compararam o efeito da espessura da placa
sobre a retengdo de glucose e 4cidos organicos produzidos por placas
contendo ou ndo glucanos, utilizando um modelo intra-oral de desmineralizacdo
do esmalte. Seus resultados mostraram gue a presenca de glucano aumenta o
indice de difusdo e produgéo de &cido na camada mais profunda da placa
adjacente a superficie dental. Estudando a velocidade de formagéo de placa
bacteriana “in vitro”, MACPHERSON & DAWES® (1891), concluiram que
guanto mais répido for a formagdo da placa, maior serd a gueda de pH do meio
onde as bactérias foram cuitivadas.

OLSSON et al’'. (1992), avaliaram “in vifro” a capacidade de
adesdo bacteriana a superficies de vidro normais e superficies de vidro
tratados com dxido de polietileno, a fim de tornéa-las hidrofobicas. Os resultados
mostraram que as superficies submelidas ao tratamento com Oxido de
polietileno sofreram um menor ataque bacteriano em relagdo as superficies de
vidro normais. MARGOLIS et al®. (1993), sugerem que o potencial cariogénico
da placa n vive” pode também ser influenciado pelos polimeros gue
constituem parte da matriz da placa. Citam como exemplo, evidéncias gue
indicam que polimeros tais como glucano, produzido pelos estreptococos do
grupo mutans a partir da sacarose, podem aumentar a8 porosidade da placa
pelo aumento da distancia interbacteriana e efetuar um aumento da difuséo do
substrato na placa. U aumento na porosidade da placa pode, portanto, levar a

um aumento da acidogénese bacteriana. Segundo DE SOET et al®®. (1991),
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analisando as diferengas no potencial cariogénico entre 8 mufans e S.
sobrinus, verificou que 0 nimero de lesdes cariosas em ratos colonizados por
S. mutans foi significativamente menor que os colonizados por S. sobrinus, e o
S. sobrinus também produziu acidos mais rapido, ocasionando uma queda
mais brusca do pH, gquando comparado ao 8. mutans. 0s gutores sugerem que
estes resultados se devem a diferencas nas propriedades glicoliticas entre as
duas espécies.

RUSSEL™ (1994), confirma a importdncia de bactérias
especificas na etiologia das caries dentais e doencas peniodontais. Ainda neste
trabalho, 0 autor defende o desenvolvimento de meios preventivos baseados
no entendimento do metabolismo destas espécies bacterianas especificas,
através de estudos moleculares que revelem os fatores de viruléncia a serem
intbidos.

A andlise detalhada da literatura disponivel, demonstra uma
preocupacdo constante dos pesquisadores em ampliar 0s conhecimentos que
envolvem © estudo da cérie dentaria, que ainda hoje é a patologia de maior
frequéncia nas populagGes, de modo geral. Nesse sentido, varios estudos tem
contribufdo para um maior entendimento da microbiota oral envolvida na
iniciacdo e desenvolvimento das lesGes de carie. O fato dos estreptococos
grupo mutans, permanecerem como 0$ microrganismos mais intimamente
relacionados a carie e a necessidade de se conhecer methor 0s mecanismos
que tornam esses microrganismos os principais indutores da placa dental,
produtores de polissacarideos extracelulares e acidos, com énfase na

correlac@o destes fatores de virulencia com ¢ potencial indutor de lestes
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cariosas dessas espécies, termn levado os pesquisadores a ampliar 0s estudos

nessa area de atuagao.



MATERIAL E METODOS _
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Origem do Grupo Experimental

Para o presente estudo, foram utilizadas espécies de
estreptococos do grupo mutans isoladas e identificadas biocquimicamente a
partir de amosiras salivares de escolares da regido de Piracicaba S. P,
pertencentes ao acervo de microrganismos da Disciplina de Microbiologia e
imunologia da Faculdade de QOdontologia de Piracicaba — UNICAMP. As
amostras de saliva foram coletadas de crian¢as entre 8 e 9 anos de idade (de
ambos 0s sex0s), sem disting&o de raga ou cor e que nao estavam fazendo uso
de antibidticos ou de qualquer outra medicacio impediente. As espécies foram
identificadas através de testes bioquimicos (fermentacio de carboidratos) de
acordo com o Manual de BERGEY’s (HARDIE* 1986) como S. mutans , S.
mutans V, S. sobrinus, 8. rattus, 8. cricetus, S. ferus e S. downei,

Estavam disponiveis para esta pesquisa 150 (cento e
cinquenta) amostras de Strepfococcus mutans 1, 27 {vinle e sete) de S.
sobrinus, 15 (quinze) de S. raffus, 09 (nove) de 8. mutans V e apenas uma
amostra de 8. cricetus, S. downei e S. ferus, totalizando 204 amostras de
estreptococos do grupe mutans mantidas sob congelamento (freezer -20° C),
separadas em aliquotas de 50 mbL em meio de cultura a 10% de glicerol em

B.H.1. (Brain Heart Infusion — Difco), segundo TENOVUO et al™, (1992).
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3.2 Determinacao Bioquimica da Viabilidade das Amostras

Testes bioquimicos, seguindo-se os critérios adotados pelo
Manual de BERGEY'S (HARDIE* 1986) como a reacdio de fermentacBo de
carboidratos (manitol) e a rea¢do de perdxido de hidrogénio, foram feitos para a
determinac@o da viabilidade e da auséncia de contaminacBo das cepas de
estreptococos do grupo mutans mantidas no laboratério de Microbiologia e

imunologia da FOP-UNICAMP.

3.2.1 Fermentagdo de Carboidratos {manitol)

O meio base para esta prova bioquimica fol preparado conforme
recomendado por FACKLAM® (1972), ou seja; Caldo de Infuséo de Cérebro e
Coracdo (B.H.L — Difco) e extrato de levedura acrescido de 0,0016% de
plrpura de bromocresol (Sigma). Apds a dissolugdo dos componerites em agua
destilada e o pH acertado para 7.0, o substrato manitol foi adicicnado na
proporgdo de 1,0%. A solucBo foi distribuida em tubos, em porgdes de
aproximadamente 3,0 mbL os quais foram autoclavados a 120° C por 20
minutos. Apds a esterilizacfo do meio de cultura, os tubos foram etiquetados
de acorde com a numeraclo das espécies, previamente identificadas. Foram
inoculadas duas algadas de cada amostra, diretamente do estoque, nos
respectivos tubos e a incubacéo realizada a 37° C por até 48 horas a 10% CO»
(Water-Jacked CO; Incubators / Cole Parmer Instruments — USA), sendo a

primeira leitura realizada ap6s 24 horas. A prova foi considerada positiva
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quando houve viragem do indicador de pH, da cor plrpura para amarela. As

cepas que apresentaram resultado positivo foram repicadas em meio B.H.I.

3.2.2 Produgdo de Perdxido de Hidrogénio

A prova foi realizada segundo WHITTENBURY® (1964) para
determinar se houve ou ndo contaminacio entre as amostras de S. mutans e
8. sobrinus durante o armazenamento. O meio base apresenta a composicdo
descrita no apéndice. Os componentes foram dissolvidos em agua destilads, e
o pH ajustado a 7,2. O meio base foi esterilizado em autoclave a 120° C por 20
minutos. A sequir, ac meio ainda fundido e resfriado (45° C) foram adicionados
5,0 mlL de uma mistura de sangue desfibrinado de carneiro e agua destilada
estéril, em partes iguais, sendo 0 meio total aquecido a 100° C durante 15
minutos, em banho-maria. Uma solugéo de 0,1g de ortodianisidina (Merck) em
5,0 mL de Agua desfilada estéril, também aquecida a 100° C durante 15
minutos, foi adicionada, ainda quente, ao meio total, que em seguida foi
distribuido em Placas de Petri. A semeadura a partir de uma cultura de 24
horas das cepas em BHI, consistiv em 3 picadas proximas feitas com agulha
de platina diretamente no meio de cultura. As placas foram incubadas a 10%
CO,, por um periodo de até 7 dias a 37° C. A produgédo de perdxido de
hidrogénio foi detectada pelo aparecimento de um halo marrom escuro ou prefo

em tormno do crescimanto.
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3.3 Formagao de Placa Bacteriana “in vitro”

Para a formacdo de placa "in wvifro®, foram utilizadas culturas
recentes de cada amostra das espécies do grupo mutans, previamente
padronizadas pela escala de Mc Farland (tubo n® 02) em meio BHL Uma
aliquota de 0,2 mi de cada uma destas amostras foi inoculada em tubos
contendo 5,0 mL de meio B.H.I. & 50% de sacarose (JORDAN & KEYES™,
1966; IKEDA et al®®., 1988; IKEDA et al¥’, 1990; OLSSON et al”'., 1992). Para
a obtencdo da formagéo de placa “in vitro® pela associacéo de duas espécies,
foram inoculadas 0,1 ml de cada espécie, e na tripla associacéo 0,06 mi, a fim
de que o numero de células de cada espécie fosse igual no mesmo inGculo, € o
total de células se igualasse ao das espécies isoladas. Foram realizadas “in
vitro” as associaghes mais freqientemente encontradas na cavidade oral,
segundo SPOLIDORIO™ (1997). Os tubos com caldo sacarosado inoculados
com as amostras do grupo mutans, iscladas e em associagdo, continham
também um bastdo-capilar de aproximadamente 4,0 cm, com as extremidades
fechadas na chama e uma delas dobrada na forma de uma bengala
(OLIVEIRA™, 1974). Os tubos foram incubados & 37° C durante 48 horas em
estufa a 10% CO2

Apods este periodo de incubacéo, foram observados os padrdes
de crescimento aderente & superficie lisa do bastdo-capilar (placa “in vitro”),
seguindo os critérios estabelecidos por OLIVEIRA™ 1974, cuja leitura se deu

com base em:
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{ - ) auséncia de crescimento aderente a bengala;
( + ) crescimento ndo saliente sobre a bengala;
{ ++ ) crescimento saliente sobre a bengala;

{+++ } crescimento saliente e abundante sobre a bengala.

Para efeito de quantificacdo da producdo de placa “in vitro”,
pesou-se o bastdo-capiiar antes das amostras serem inoculadas no meio BHI a
5,0% de sacarose, e apds 0 periodo de incubacdo. Com este procedimento, foi
possivel quantificar a producdo de placa Umida “in vitro” formada por cada
espécie do grupo mutans, separadamente e em associagdo, possibilitando uma

avaliagio comparativa entre elas.

3.4 Produgio de Acidos

Para a determinag@o da capacidade de producéo de &cido pelas
amostras de estreptococos do grupo mutans - isoladas e em associagdo -
utilizaram-se medicBes continuas, em intervalos de tempo c¢rescentes, do pH
do meio de cultura onde estas especies foram cultivadas. As amostras foram
previamente inoculadas em meio B H | ¢ incubadas a 37° € por 24 horas a
10% CO,, para obteng&o de culturas recentes, antecipadamente padronizadas
pela escala de Mc Farland (tubo n® 2). Apos este periodo de incubacéo,
aliquotas de 0,2 mL de cada espécie foram inoculadas em meio B H | a 5% de
sacarose. Para a associagBo de duas espécies do grupe mutans, foram

inoculadas aliquotas de 0,1 mL de cada espécie, e na fripla associagdo 0,06
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mi., a fim de que 0 nuimero de células de cada espécie fosse 0 mesmo e o total
de células inoculadas nas associagdo igual ac das espécies isoladas. As
medicies realizaram-se em intervalos de tempo pré-estabelecidos, modificados
a partir de alguns padrdes encontrados na literatura (STEPHAN®' 1944
LOESCHE®', 1983), sendo a primeira medicio no momento da inoculagdo
{zero hora) e as seguintes em 6, 12, 24 e 48 horas apos, de modo que ©
periodo total de incubacéo fosse dividido em periodos regulares e crescentes,
possibilitando uma avaliago das quedas de pH durante todo o periodo de

crescimento das amostras.

3.5 Determinacdo da Concentragdo de Polissacarideos

Extracelulares Presentes na placa “in vitro”

3.5.1 Determinagéo de Carboidrato Total Soltvel em Acido

A determinacio de carboidratos sollveis na amostra, foi realizada
pelc método de dosagem de carboidratos totais (DUBOIS et al® 1956;
REBELO™ 1994), o qual se baseia na reagdo de um aglcar quando na
prasenca de um acido forte (H,80,), formando compostos furfuricos a partir de
uma pentose ou hexose. Os compostos furfuricos na presenca de fenol obtém
uma coloracfo laranja, cuja intensidade é proporcional ao teor de aclcar
presente na amostra. Decorridos 20 minutos, a intensidade da cor foi medida

em espectrofotdmetro digital (MICRONAL B342 1) a 480 nm. O resultado foi
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expresso em pg / mg de placa “in vifro”, a partir de uma reta padrio pre-

determinada de concentracdes crescentes de sacarose (Esquema 1).

3.5.2 Determinagéo de Carboidrato Total Soltve! em Alcali

A determinacio de polissacarideos solliveis em é&lcali contidos na
amostra foi realizada pelo método de dosagem de agtcar total (DUBOIS? et al,
1956; REBELO™ 1994) ja descrito, e as dosagens foram feitas em
espectrofotémetro digital (MICRONAL B 342 1), O resultado foi expresso em ug

{ mq de placa “in vitro”.
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Esquema 1. Tratamento da placa “in vitro” para determinagdo da

concentracio de carboidratos totais solliveis em acido e em alcali.

Placa “in vitro”

HCI 0,5M-~0,5 mL
3 horas / sob agitacéo
v
Centrifugagdo
A4
Ppt 1 sob 1
NaOH 1,0M 4
g’;é?;'; mg placa Car}:)oidrato—tqtai
temperatura ambiente soluvel em acido
agitar
v
Centrifugacao
i ¢ Carboidrato total

ppt 2 sob2 — p sollvel em alcali



RESULTADOS___
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos dos tipos de depdsito aderente ao bastdo-
capilar obtidos apés a incubacio das amostras de esfreptococos grupo mutans,
estdo expressos na Figura I Com relag@o a quantificacfio da producio de placa
bacteriana “in vitro” pelas espécies de estreptococos grupo mutans, iscladas e em
associagao, 0s dados encontram-se descritos na Tabela | e Figura Il

Entre as amostras analisadas, a espécie Strepfococcus raffus
apresentou maior producdo de placa bacteriana (19,70 mg), ndo apresentando
diferenca estatisticamente significante em relagdo a associagdo S. mutans / S.
sobrinus (10,32 mg), mas sim, em relagdo as demais espécies isoladas e em
associacdo, de acordo com ¢ Teste de Tukey, considerando-se como nivel minimo
de significancia (nm.s.) 5%. As espécies 8. ferus, S. cricetus e S downei
apresentaram valores de 26,50 mg, 11,10 mg ¢ 4,0 mg, respectivamente. Esies
valores ndo puderam ser avaliados estatisticamente devido a existéncia de apenas
uma amostra destas espécies em particular e, deste modo, néo ser possivel a

realizac&o de repeticbes experimentais para obtengao de valores médios.



A ' B 3 D

Figura | — Tipos de depdésito aderente obtido no teste de formacgdo de placa bacteriana “in vitro” : A- (-) auséncia de depésito;
B- (+) depésito escasso; C- (++) deposito saliente; D- (+++) depésito saliente e abundante.

1}1‘."
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Tabela | — Valores médios da produgcdo de placa bacteriana “in vitro”, por
estreptococos grupo mutans com espécies isoladas e em associagao.

Espécies de estreptococos grupo mg — placa/ 48 hs’
mutans isoladas e em associagao = =
X DP

S. rattus 19,70* #15:5
S. mutans /S. sobrinus 10,32°° 17,4
S. mutans /S. mutans V 9,823 +3.8
S. mutans 9,35B +5.8
S. mutans V 9,22Ia +8.4
S. sobrinus 8,45B 1+3.6
S. mutans /8. rattus 8,028 16.0
S. mutans / S. sobrinus / 8. rattus 7,1 B +3.3

* médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05).
** desvio padréo.



38

mg placa

T T T I T T T 1

5. rattus S.mutans /5. mutens/ S.mutans S mutansV S sobrnus 5. mutans/ S mutans /
5. sobrnus 5. mutansV Srattus S, sobrnus /
S rattus

espécies grupo mutans

Figura Il - Valores comparativos da produgdo de placa bacteriana “in vitro”, por

estreptococos grupo mutans com espécies isoladas e em associagao.

Os resultados da Tabela Il e Figura Ill, indicam os valores médios da
producdo de carboidratos totais soluveis em Aacido, pelas espécies de
estreptococos grupo mutans, isoladas e em associacao. A analise de variancia, nao
demonstrou diferengas estatisticamente significantes entre as médias, devido ao
alto coeficiente de variacéo dos valores obtidos. As espécies que apresentaram a
maior producgdo de carboidratos totais soluveis em acido, foramo S. mutanse o S.
sobrinus, isoladamente, com valores de 6,89 ng/mg e 5,12 ug carb./mg placa,
respectivamente. Para as espécies S. ferus, S. cricetus e S. downei os resultados
encontrados foram: 2,57 pg carb./mg placa, 13,41 pg carb./mg placa e 72,37 nug

carb./mg placa respectivamente, porém estes valores ndo puderam ser submetidos
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na avaliagdo estatistica devido a existéncia de apenas uma amostra de cada

espécie, como ja descrito anteriormente.

Tabela II- Producdo de carboidratos totais solliveis em acido, por estreptococos

grupo mutans com espécies isoladas e em associagao.

Espécies de estreptococos grupo pg carb. / mg placa*
mutans isoladas e em associagado
e Dp
X
S. mutans 6,89 +4.6
S. sobrinus 512 +1.2
S. mutans / S. mutans V 5,09 1.8
S. rattus 477 43.3
S. mutans / S. sobrinus 464 0.9
S. mutans V 4,53 +3.6
S. mutans / S. rattus 442 +2.6
S. mutans /' S. sobrinus / §. rattus 3,72 +0.8

*valores meédios e desvio padrdo. - ug carboidratos totais sollveis em acido / mg de placa “in vitro”,
De acordo com Teste Tukey.
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H9/mg placa

T g = T T T T

5 mutens S wsobrinus S mutans/ 5. mifus S mutens / S mutansV 5 mutans / 5. mutans /
& mutans V 8. wobrinus 5. raftus 5. sobrnus
/5 rmifus

espécies grupo mutans

Fig. Ill — Valores comparativos da producdo de carboidratos totais sollveis em acido,
por estreptococos grupo mutans com especies isoladas e em associagao.

Os valores da produgdo de carboidratos totais solluveis em alcali,
acham-se expressos na Tabela Il e Figura IV. A espécie S. mutans (6,62 pug/mg)
apresentou um  valor médio superior, as demais, mas sem diferenca
estatisticamente significante, ao contrario da tripla associagdo S. mutans / S.
sobrinus | S. rattus na qual se observa valores inferiores (1,76 ug/mg), avaliados ao
nivel minimo de signicancia de 5%. As espécies S. ferus, S. cricetus e S. downei

demonstraram valores de 1,59 pg/mg, 6,47 ng/mg e 56,41ug/mg de placa “in vitro”,

respectivamente.
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Tabela lll - Producéo de carboidratos totais soltveis em alcali, por estreptococos
grupo mutans com espécies isoladas e em associagao.

espécies de estreptococos grupo pg carb. / mg placa’

mutans isoladas e em associagao ¥ op
S. mutans 6,62" +3.1
S. sobrinus 3,448 +2.2
S. rattus 3,34%° 24
S. mutans V 3,04A8 2.4
S. mutans / S. mutans V 3,028 1.3
S. mutans / §. rattus 2,92"8 1.6
S. mutans / S. sobrinus 2,76"8 +1.9
S. mutans / S. sobrinus / S. rattus 1,76° 10.5

*valores médios e desvio padréo (SD) -ug carboidratos totais soltveis em alcali/mg de placa “in vitro”.

Médias seguidas pela mesma letra néo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p< 0.05).
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Rgrm g placa

S mutans 5. sobrinus S. rattus S.mutansV S.mutans/ S.mulans/ S.mutans/ S.mutans /

S mutansV §. rattus 5. sobrinus S sobrnus /

5. raftus

espécies grupo mutans

Figura IV — Valores comparativos da produgcdo de carboidratos totais soliveis em dicali, por
estreptococos grupo mutans com espécies isoladas e em associagao.

Os resultados da Tabela IV e Figura V, descrevem os valores
encontrados nas medi¢gdes de pH do meio de cultura, onde foram cultivadas as
amostras de estreptococos grupo mutans, em intervalos de tempo crescentes com
as espécies isoladas e em associacao, de acordo com a avaliagao estatistica de
regressdo. As curvas demonstradas na Figura V expressam quedas significativas
de pH do meio de cultura para todas as amostras avaliadas, nos intervalos de
tempo estabelecidos. Quedas gradativas dos niveis de pH para cada amostra nos
trés periodos iniciais (6, 12 € 24 horas apds o inoculo), € uma elevagdo destes
valores no periodo final (48 horas) sdo observadas. A espécie S. mutans

apresentou as maiores quedas de pH nos intervalos de tempo inicial e final, com

valores de 4,67 (6 horas) e 3,86 (48 horas). Para o periodo de 12 horas, a espécie
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S. sobrinus produziu queda de pH mais acentuada (4,34), e para 24 horas 0 menor
valor encontrado pertence a espécie S. mutans V (3,58). Todos os gréaficos da
figura V apresentam uma equacéo extraida da andlise estatistica das quedas de
pH, permitindo a obtencg&o do valor do pH correspondente as amostras, isoladas e

em associacao, em qualquer momento do periodo de incubacgéo.

Tabela IV — Valores meéedios de pH, em intervalos de tempo crescentes das
amostras de estreptococos grupo mutans, cultivadas isoladas e em associagao.

espécies de estreptococos Oh 6h 12h 24 h 48 h

grupo mutans isoladas e em
associagao

S. mutans 7.2 4 .67 4,40 4,02 3,86
S. mutans/S. mutans V 7.2 4 91 463 428 4,43
S. mutans/ S. rattus 7.2 493 4,68 438 453
S. mutans / S. sobrinus 7.2 4,98 4,64 4,24 4,56
S. sobrinus T2 4,74 4,34 3,84 3.97
S. mutans V 7.2 5,92 4. 87 3,58 4,28
S. rattus Fi2 5,38 461 3,70 4,45
S. mutans / S. sobrinus / S. rattus 7.2 5,07 477 4,39 4,52

1

BHI / CO, 7,2 6,80 6,85 6,85 6,84
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Figura V — Valores de pH em intervalos de tempo crescentes, de amostras de
estreptococos grupo mutans cultivadas isoladas e em associagéo.
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A andlise de correlagéo entre a producio de placa bacteriana “in vitro”
pelas especies de esfreptococos grupo mutans, isoladas e em associacio, e 0s
valores de pH do meio de cultura aferidos nos intervalos de tempo determinados
s&o apresentados na Tabela V e Figura VI Os valores apresentados na Tabela V
mostram os indices de correlacdo enire os parametros avaliados para cada
amostra. Estes dados estdo acompanhados dos indices de significancia que devem
possuir um valor menor que 0,05, para que a correlagdo, positiva ou negativa, entre
a producéo de placa e os valores de pH, em cada intervalo de tempo, sejam
estatisticamente significante ao nivel de 5%.

A andlise estatistica de correlagiio entre a producgdo de placa “in
vilro”, e a producéo de carboidratos totais soluveis em acido e em alcali do total de
amostras, estdo presentes na Tabela VI e Figura Vil Os dados apresentados na
Tabela VI revelam os indices de correlag8o entre 0s par@metros avaliados,
seguidos pelos indices de significancia para cada amostra, cujos valores devem ser
menares que 0,05, para que, estatisticamente, a correlacdo seja significante ao
nivel de 5%. Os valores obtidos para a tripla associacdo 5. mutans / S. sobrinus /
S. rattus n8o apresentaram correlagéo estatistica entre a producgdo de carboidratos
totais soliveis em acido e em alcali e a producao de placa bacteriana “in vitro”,

A Tabeta VIi e a Figura VIli expressam 08 resultados da andlise de
correlacdo entre a producéo de carboidratos totais solGveis em acide € 0s valores
de pH das amostras, avaliados em intervalos de tempo crescentes. Os valores
apresentados mostram os indices de correlacdo, acompanhados pelos indices de
significancia ao nivel de 5% (n.m.s. < 0,05). Os valores expresscos na Tabela Vill e

Figura Vill revelam a andlise de correlag@o entre os valores de pH alcangados nos
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irtervalos de tempo estabelecidos ¢ a producdo de carboidratos totais soluveis em
alcali pelas amostras estudadas. Os dados correspondem aos indices da andlise
de correlacdo, seguidos peios indices de significancia ao nivel de 5%, como nas
avaliacbes anteriores. A tripla associagdo S. mutans / S. sobrinus / S. rattus ndo
apresentou correlagdo estatistica entre a producio de carboidatos totais soltveis

em acido e em alcali, e as quedas de pH do meio de cuitura.
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Tabela V — Valores dos coeficientes de correlagéo entre a producéo de placa
bacteriana e 0s valores de pH obtidos em intervalos de tempos crescentes por
amostras de estreptococos grupo mutans, isoladas e em associago.

Espécies de estreptococos coeficientes de correlagiio’ / indice de significancia entre a

grupo mutans isoladas e em produgic de placa bacteriana “in vitro” e os valores de pH
associacgo

6h 12h 24 h 48 h

. mutons 0,1502* -00,2096 -0,2687 (0,1334
0,1531% 0,0440 0,0038 0,2050

S mutans/S. mutansV -0,0327 -0,2112 -0,2561 -0,1358
0,8498 0,2162 0,1316 0,4296

S mudares / 8. rattus -0,2959 -(,5134 0,5016 -0,4399
0,0217 0,0001 0,0001 0,0004

S. mutans / S, sobrinus -0,4323 0,0218 0,0498 -0,2158
0,0014 0,8780 0,7257 0,1243

S. sobrinus 0.0893 0,0151 -0,2396 -0,2357
0,3766 0,8811 0,0163 0,0182

K mutansV - 0,0358 0,6450 0,0834 -0,5320
0,8564 0,0002 0,7486 0,0036

5. rattus 0,2422 0,2830 0,2182 0,2637
0,0623 0,0285 0,0940 0,0417

8. mutans/ S, sobrinus / 0,2284 0,3570 0,3587 0,4344
. ratius 0,2425 0,0622 0,0609 0,0209

** indice de significancia (<0,05)
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Figura VI — Coeficientes de correlacdo entre a producdo de placa ‘in vitro” e os
valores de pH em intervalos de tempo crescentes por amostras de estreptococos
grupo mutans cultivadas isoladas e em associagao.
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Tabela VI — Valores dos coeficientes de correlagédo entre a producdo de placa
“in vitro” e de carboidratos totais soluveis em acido e em alcali por amostras de

estreptococos grupo mutans isoladas e em associagao.

Espécies de estreptococos grupo Placa x conc. Placa x conc.
mutans isoladas e em associagio carboidratos solliiveis carboidratos solluveis
em acido em alcali
S. mutans -0,4669* -0,2945
0,0379** 0,2075
S. mutans/S. mutans V 0,0200 0,8934
0,9414 0,0001
S. mutans/ S. rattus -0,7283 -0,9689
0,0003 0,0001
S. mutans /S, sobrinus 0,4397 0,2438
0,0883 0,3629
S. sobrinus 0,5148 0,3167
0,0867 0,2320
S. mutans V -0,0787 -0,1042
0,7414 0,6618
S. rattus 0,9058 0,7730
0,0001 0,0001

* coeficiente de correlagéo.
** indice de significancia (<0,05).
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Tabela Vii — Valores dos coeficientes de correlacdo entre o pH obtido em

intervalos de tempos crescentes e a produgdo de carboidratos totais solliveis

em acido por amostras de estreptococos grupo mutans isoladas e em

associacio.

Espécies de estreptococos

grupo mutans isoladas e

coeficiente de correlagiio’ / indice de significancia entre os

valores de pH e a produciio de carboidratos totais soldveis

em associagio em acido

6 h 12h 24 h 48 h

S, mutans -0,6880* 0,0560 0,1109 -0,3744
0,0008* 0,8145 06415 0,1039

S. mutans /8. mutansV 0,0312 -0,4423 0,8110 -0,9428
0,8085 0,0862 0,0001 01,0001

S. mutans (S, rattus 0,6603 0,7211 0,8206 0,8344
30,0015 60,0003 60,0001 0,0001

S, wmutans /S, sobrinus 0,4672 -0,1378 -(,0881 -0,3310
0,0880 0,8106 0,7426 0,2103

5. sobrinus -0,0387 0,5388 -0,6104 0,7153
0,8049 20,0707 06,0350 0,0048

5. mutansV 0,1 586 -0,4613 (,9108 0,8663
0,5041 0,0406 {3,0601 0.0001

S. rattus 01212 0,8026 02083  -0,1083
40,8107 0,0001 0,3781 (6555

*= indice de significéncia (<0,058).
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Tabela Vil - Valores dos coeficientes de correlacio entre o pH obtido em
intervaios de tempos crescentes e a producéo de carboidratos totais sollveis
em aicali por amostras de estreptococos grupo mutans isoladas & em

associagao.
Espécies de estreptococos | coeficiente de correlagéo / indice de significincia entre os
grupo mutans isoladas e | valores de pH e a produgio de carboidratos totais soldveis
em associagio em alcali
6h 12h 24 h 48 h
8 mutans -0,5323* 0,1187 -0,0459 -0,5644
80,0157 0,6182 0,8477 0,0085
8. mutans /S, mutans\ 00,8087 0,4396 0,8921 -0,2344
0,0001 0,0884 0,0001 0,3822
S. mutans /S rattus 0,8177 0,8073 0,7049 0,5877
0,0001 0,0001 06,0005 04,0064
S. mutans /. sobrinus 06577 -0,1964 -0,0873 -0,2769
0,0056 ,4858 0,7477 0,291
S. sobrinus -0,0287 0.2576 0,4347 -0,8459
0,8153 0,3353 0.0924 $,0001
8. pratansV 0,2968 -0,3481 0,9664 0,9119
0,1989 0,1325 G,0001 90,0001
S, rattus 0,1172 07427 02113 -0,8459
06226 0,0002 03710 0,0001

** indice de significncia (<0,05).
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5. DISCUSSAO

A adesdo dos estreplococos grupe mutans as superficies
dentariag tem sido estudada desde que 0 seu isolamento na cavidade bucal foi
correlacionado com a cérie dentéria (FITZGERALD et al™. 1960; KRASSE®,
1966, BOWEN®, 1969; LOESCHE & SYED® 1973). A observacdio da
formac@o da placa bacteriana ‘in vifro”, através da utilizagio de bastbes-
capilares ou laminulas, merguthados em meio sacarosado, se mostrou um
recurso importante - como modelo experimental - nos estudos da capacidade
de adesdo destes microrganismos & superficies lisas, como fator de viruléncia
levados a efeito nas Gltimas décadas (OLIVEIRA™, 1974; IKEDA et al*. 1988).

A observacdo do crescimento bacteriano aderente ao bastdo-
capilar em meio de cuitura sacarosado (5%), a partir de culturas recentes de
estreptococos grupo mutans, isolados g em associacéo, foi feita objetivando-se
estudar o desenvolvimentc da placa dentaria “in vitro”, visualizada através dos
depositos bacterianos. Como se pode notar na Figura i, ao final do periodo de
incubacdo, obteve-se diferentes formas de agregacio bacteriana “in vifro”,
semethantes aos modelos obtidos por JURGENSEN & ARAUJO™ (1967) e
OLIVEIRA™ (1974) em pesquisas dessa natureza. Os resultados obtidos na
guantificacdo da placa bacteriang, pelas espécies de estreptococos grupo
mutans, isoladamente e em associagho, demonstraram valores médios entre
7., 11mg para a tripla associacdo 8. mutans | S. sobrinus ! S. raftus e 19,70 mg

para a espécie S. raffus, descritos na Tabela { e Figura il O valor encontrado
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para a espécie S. rattus (19,70 mg) isoladamente, se mostrou estatisticamente
superior as demais espécies, demonstrando, através desse parametro de
avaliag&o, uma maior capacidade de adesso quando comparado as outras
amostiras estudadas. As espécies S. mufans ¢ S. sobrinus quando testadas em
conjunto, também demonstraram valores elevados (10,32 mg de placa “in
vitra”) em relagdc as demais amostras analisadas, o que sugers um maior
potencial cariogénico dessas espécies, devido a maior capacidade de adesédo
a superficies lisas quando cultivadas em associagdo. Tais resultados
confirmam - de certa forma - os estudos ‘in vifro” e “in vivo” levados a efeito
por SCHEININ™ (1970), GAWRONSKI et al®® (1975), SKINNER et af”®. (1982),
IKEDA et al™. (1990), LINDQUIST & EMILSON® (1991), HIROSE et al®
(1963) e LOESCHE® (1993). As espécies S. mutans e S. sobrinus,
iscladamente, produziram menor gquantidade de placa bacteriana,
comparando-se com a producio dessas mesmas espécies quando cultivadas
em associagéo, confirmando também, os dados de EMILSON® (1983), DAVEY
& ROGERS'™ (1984), KOHLER & BJARNASON®™ (1987), AZEVEDQ® (1988) e
TORRES™ (1991), os quais demonstraram uma associagdo positiva entre
essas duas especies. Esses autores, afirmam ainda, que o indice de carie foi
maior em criancas que possulam a combinagdo S. mutans | S. sobrinus,
guando comparado com o indice de criangas que possuiam apenas S. mutans.
Em contraposicBo a essas afirmactes, IKEDA et al*. (1988) demonstraram,
através de experimentos “in vilro”, que apds 18 horas da inoculagdo de
quantidades iguais de S. mufans e S. sobrinus, as células da espécie S.

sobrinus estavam completamente mortas. Em complemento, o S. mutans inibiu
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a formagdo da placa “in vitro” pelo 8. sobrinus quando inoculados a0 mesmo
tempo, e eliminou a placa “in vifro” pré-formada pelo S sobrinus quando
inoculado apbs 24 horas, Os autores consideram que os 8. mutans produzem
substancias antibacterianas especificas capazes de invadir a placa dental e
inibir 0 desenvolvimento de outras especies do grupo mutans, 0 que
justificaria, em parte, um maior potencial cariogénico desses microrganismos e
de certa forma, a sua prevaléncia na placa dentaria quando comparada a
presenca de outras espécies. Esses dados, nado invalidam, no entanto, a
sugestdo da existéncia de uma associaclo positiva entre as espécies S.
mutans e S. sobrinus, mas com maior beneficio favorecendo ao S. mutans,
quando se analisam os varios experimentos “in vivo” e “in vitro” relatados na
literatura (LINDQUIST & EMILSON®, 1991; HIROSE et al®, 1993
BABAAHMADY et al®,1998).

Varias pesquisas tem sido realizadas visando um maior
conhecimento do papel dos polissacarideos extracelulares, produzidos pelos
estreptococos grupo mutans, como fator de viruléncia desses microrganismos
(CRITCHLEY et al'’.| 1967; GIBRONS & VAN HOUTE®, 1973; VAN HOUTE et
al®, 1977; BRECX et al’®., 1981; MARGOLIS et al* ., 1993). Os dados obtidos
em nossas investigagbes, em relagc2o a producdo de carboidratos totais
solliveis em acido e em alcali expressos na Tabelas |l e IHl, demonstram que as
espécies S. mutans e S, sobrinus, isoladaments, s&o os principais produtores
desses polimeros, tanto sollveis em acido como em élcali. Do ponto de vista
da estrutura da placa e por conseguinte suas propriedades, os componentes

mais importantes sdc os soliveis em alcali, que representam os
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polissacarideos estruturais da placa dental. Os resultados encontrados na
presente pesquisa, mostram valores de 6,62 ug/mg e 3,44 ng/mg de placa
bacteriana para as espécies S. mufans e S. sobrinus, respectivamente, em
relacdo a producéo de carboidratos totais soltveis em alcali, demonstrando
dessa forma, uma maior capacidade de producio dessses componenties “in
vitro”, 0 que sugere um maior potencial cariogénico desses microrganismos,
comparando-se as demais espécies do grupo mutans analisadas. FU et a.
(1991) afirmam que a maior concentracio de polissacarideos sollveis em
alcali levaria como conseqiéncia 8 uma placa dental mais cariogénica, ja que
quedas mais acentuadas de pH ocorreriam na interface dente-placa. Nessa
linha de investigaggo, DIBDIN & SHELLISY (1988) e VAN HOUTE et al®.
(1989), citados por MARGOLIS et al®. (1993), mostram que o potencial
cariogénico da placa “in vivo” pode também ser influenciado pelos polimeros
que constituem parte da matriz da placa. Os polissacaridecs extracelulares
produzidos pelos estreptococns grupo mutans - a partir da sacarose - podem
aumentar a porosidade da placa dental ¢ em conseqléncia a distancia
interbacteriana, determinando a difuséo do substrato e dos acidos produzidos
por @sses microrganismeos. Esse mecanismo pode, portanto, ampliar a
acidogénese bacteriana.

A associac@o S. mutans | S. sobrinus, produziu uma peguena
quantidade de carboidratos totais sollveis em dlcali (2,76 ug/mg de placa
bacteriana). Os dados obtidos por HIROSE et al®®. (1993) e BABAAHMADY et
al® (1998), demonstraram uma correlagfio positiva entre a presenca desses

microrganismos juntos e o aumento dos indices de carie, através da
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identificagc@o das espécies mais prevalentes e do exame clinico oral nas
populaches estudadas. £ possivel que as associacbes entre esses
microrganismos com o ambiente “in vivo” na presencga de substrato (sacarose),
envolvam mecanismos mais complexos de interacdo microbiana com o
hospedeiro, que ndo possam ser detectados “in vitro”, o que justificaria, de
certa farma, os achados desses autores, em contraposicdo aos dados por nos
obtidos.

Os dados analisados referentes & capacidade “in vifro” das
amostras de estreptococos grupo mutans, em reduzir o pH do meio onde foram
cultivadas, demonstraram que a espécie S. mutans promoveu maior queda de
pH nas medicBes, 6 horas ap6s a inoculagfo (4,67) e ao final do periodo de
incubacéo (3,86). Para os periodos de 12 e 24 horas apds a inoculagdo, as
especies que determinaram maior queda do pH do meio foram S. sobrinus
{434) e S mutans V (3,58), respectivamente. Esses valores tem uma
importancia significativa, em relac80 ao potencial cariogénico de cada uma
dessas especies, isoladas e em associacdo, considerando-se as afirmagbes
de CURY'™ {1892) o qual mostra que o pH 5,5 na cavidade oral, é critico, pois
até este limite o produto idnico das concentragbes de calcio e fosforo na placa
dental da maioria dos individuos é maior do que a dos ions em equilibrio de
uma suspensdo de hidroxiapatita. O autor ainda ressalta, que a presenca de
microrganismos - como estreptococos - capazes de induzir a um pH menor que
5,5, faz com gue a composicio da placa dental em célcio e fosforo tome-se
inferior em relacéo ao produto de solubilidade da hidroxiapatita, e, deste modo,

a tendéncia fisico-quimica & o esmalte perder calcio e fosforo para o meio
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bucal tentando atingir um novo estado de equilibrio em funcédo do pH
alcangado, ocorrendo como consequéncia a dissolucdo do esmalte. De acordo
com 0s nossos dados, as amostras de estreptococos grupo mutans, isoladas e
em associagdo, apresentaram momentos distintos em que promoveram as
suas maiores quedas de pH, ac longe do periodo de incubacio em meio
sacarosado a 5%. Como pode-se notar na Tabela IV, a espécie S. mutans
apresentou as maiores quedas de pH nos intervalos de tempo inicial (6 horas)
e final (48 horas), e nos intervalos intermediarios (12 horas / 24 horas), as
maiores quedas de pH perlenceram as espécies S sobrinus e S. mutans V.
Esses experimentos “in vitro” guando associados aqueles obtidos por
SPOLIDORIO® (1997), no qual foi demonstrado que escolares, entre 6 e 9
anos, de diferentes categorias soécio-econdmicas, multicolonizadas por
estreptococos grupo mutans, apresentaram maiores indices de carie dental
guande comparadas s criangas poriadoras de apenas uma espécie, permite
considerar que a associacio de diferentes espécies pode favorecer a
manutencéo do pH abaixo dos niveis criticos por longos periodos de tempo,
resultando assim, em maiores indices de carie dental. STEPHAN® (1944),
citade por LOESCHE®™ (1993), num estudo “in vivo” realizou medices
comparativas de pH entre superficies dentarias integras e cariadas. Os dados
obtidos por esse autor, indicaram que as lesbes cariosas possuiam valores de
pH mais baixos que as superficies integras, mostrando que a rapidez e
guantidade de acidos produzidos na placa, devem ser maiores que a
capacidade tampéc da saliva, impedindo assim, a neutralizacdo dos acidos

formados na placa. MANDEL & ELLISON® (1981), pesquisando o papel da
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saliva em relacfo as caries dentarias, demonstraram que sua principal funcio
na prevencdo das lesdes cariosas, deve-se a capacidade de iamponamento
dos acidos e sua acgdo remineralizante. Além disso, a menor velocidade do
fluxo salivar e a capacidade tampéo levariam & seleco - na placa dental - de
espécies melhor adaptadas ao pH 2acido, como ¢ S, mutans, que é um dos
principais microrganismos cariogénicos.

De modo geral, a saliva exerce um importante papel em relagdo a
acidogenicidade da placa bacteriana. Nesse sentido, a neutralizagéo dos
acidos produzidos pelos estrepiococos através da capacidade tampéo da
saliva, reduz o potencial cariogénico desses microrganismos, mas sua atuacgdo
varia de acordo com fatores como a dieta e o fluxo salivar. Os valores de pH
do meio de cultura, determinados pelas espécies de estreptococos grupo
mutans isoladas e em associacio, expressos na Tabela IV e Figura V,
demonstraram guedas acentuadas do pH nas primeiras horas (24 horas) e a
sus posterior tendéncia de restauracio a valores normais (48 horas). Esses
resuitados “in vitro”, se devem, provavelmente, a saturacio do meio de cultura,
morte celular e & diminuicdo de seus nutrientes ao longo do periodo de
incubacio. LOESCHE® (1993) em seus estutios sobre este evento “in vivo”,
demonstra que o pH salivar, apés o consumo de sacarose, tende a se
restabelecer aos valores normais (proximos a neutralidade), devido a acéo de
fatores inerentes ao ambiente bucal como o fluxo e capacidade tampéo da
saliva, ndo permitindo portanto, andlise comparativa entre 0s resultados ‘in

vitro” & “in vivo”.
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A analise estatistica de correlagdo entre os fatores de viruléncia
das amosfras de estreptococos, como a producio de placa bacteriana,
producéo de acidos e polissacaridecs extracelulares, apresentou em nossos
estudos, resultados varidveis e dependentes de fatores, como o tempo de
incubacao e as amostras analisadas . Os coeficientes de correlacéo entre a
producac de placa bacteriana “in vitro” e as quedas de pH do meio de cultura,
expressos na Tabela V e Figura Vi, demonstram valores positivos e negativos,
de acordo com a espécie - isolada ou em associagéo - e o intervalo de tempo,
demonstrande que esses fatores néo seguiram um padrdo constante de
correlacgéo e proporcionalidade ao longo do periodo de incubagdo em relacéo
ao maodelo experimental usado em nossos estudos. De acordo com oS autores
JORDAN & KEYES®™ (19868}, MACPHERSON & DAWES® (1991) e
LOESCHE® (1993), a partir de uma dieta rica em sacarose, a formagio da
placa bacteriana ocasiona diretamente a queda do pH da cavidade bucal pela
producdo de acidos, demonstrando assim, uma correlagdo positiva entre esses
fatores de virulencia. Esses estudos, em concordancia com nossos resultados,
revelam o importante significado da sacarose como principal substrato
utitizado pelos microrganismos da placa bacteriana na producéo de acidos.

Os dados referentes a correlacio estatistica entre a producgéo de
placa bacteriana “in vifro” e carboidratos totais, expressos na Tabela VI &
Figura Vi, mostram também gue os valores dos coeficientes s&o diversificados
e variam de acordo com a amostra analisada, Como pode-se observar, esta
correlacdo sempre apresenta uma mesma tendéncia entre carboidratos totais

solGveis em acido e os soluveis em alcali, mostrando uma correlacéo positiva
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ou negativa, de acordo com a amostra. Esses resultados demonstram que a
quantidade de formagdo da placa bacteriana apés o periodo de 48 horas de
incubagdo é dependente das amostras de esreptococos estudadas, isoladas e
em associacéo, a semelhanca das avaliagbes anteriores, ndo seguindo um
padrio estatistico direto de correlagdo entre a formacéo de placa bacteriana e
a producio de carboidratos totais, sugerindo que esses mecanismos “in vivo”
estdo sujeitos a fatores enddgenos & / ou exdgenos mais complexos,
moduladores e determinantes do processo cariogénico. O metabolismo da
sacarose da dieta pelos microrganismos bucais, com producao de acidos e de
polissacarideos intra e extracelulares, tem uma influencia especifica na
composicdo microbiana, nas atividades metabdlicas e na massa da placa
coronal (MEN-AKERGQ, 1984). E possivel que esses fatores ndo possam ser
detectados “in vitro”, 0 que justificaria, de certa forma, 0s dados oblidos nesse
estudo,

Muitos pesquisadores tem estudado a associaggdo entre os
polimeros produzidos na placa dental e a cérie dentédria (GUGGENHEIM &
SCHROEDER", 1962; GIBBONS & BANGHARTY, 1971, GIBBONS & VAN
HOUTE™, 1973), indicando uma correlacéo positiva entre a producéo de placa
dental e de polissacarideos extracelulares. ASHLEY & WILSON? (1877), em
suas investigactes, também demonstraram uma correlagdo positiva entre a
concentracdo de carboidratos da placa e a quantidade de agucar na diefa, o
gue indica, ser a sacarose, o principal substrato para produc&o desses
polimeros. Em concordancia, MARGOLIS et al.%” (1983) também sugerem que

o potencial cariogénico da placa “in wvo” € influenciado pelos seus polimeros
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constituintes, confirmando o importante papel dessas substancias na etiologia
das caries dentarias. Nossos resultados ndo demonstraram uma correlagéo
constante e direta entre a formag&o de placa bacteriana € a produgio de
carboidratos totais ac longo do experimento. 0s dados obtidos em nossas
investigaces, mostram a existéncia de diferencas no metabolismo da
sacarose enire as espécies de estreptococos grupo mutans, isoladas e em
associacido quando comparadas, demonstrando mais uma vez, a dificuldade
de se estabelecer uma correlacio estatistica direta entre esses processos “in
vitro”.

Os resuliados expressos na Figura Vill, mostram os coeficientes
de correlagdo entre os valores de pH e a producéo de carboidratos totais
soldveis em A&cido e em a&lcali, como dependentes da amostra de
estreptococos grupo mutans e variaveis em cada intervalo de tempo. Esses
dados mostram diferencas detectaveis entre as espécies de estreptococos
grupo mutans analisadas, em relacdo a sua agio metabdlica sobre a sacarose
ao longo do periado de incubagdo, & semelhanca das correlagbes anteriores
descritas acima, afetando diretamente o potencial cariogénico desses
microrganismos quando analisados individualmente ou em associagdo. De
acordo com a analise estatistica, a producio de polissacaridess nao revelou
uma correlacdo direta com os valores de pH obtidos nos intervalos de tempo
determinados, quando todas as amostras foram testadas para esses fatores.
Segundo GEDDES et al®® (1978) ¢ LOESCHE® (1983), no entanto, ha uma
correlacéo positiva entre a produg@o de polissacarideos e a manutengéo das

condigbes éacidas da placa dental. Mais uma vez, esses fatores devem
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envolver mecanismos mais complexos de interacéo microbiana “in vivo”, o que
justificaria, em parte, os resultados "in vitro” obtidos nessa pesquisa.

Os resultados obtidos da andlise conjunta dos diversos fatores de
viruléncia dos estreptococos grupo mutans estudadas, tais como a produgéo
de placa bacteriana, acidos e polissacarideos extracelulares, mostram que
esses determinantes s@o dependentes da amostra estudada, individualmente
ou em associagdo, nNAo apresentando assim, uma correlacdo estatistica
constante ao longo do periodo de incubagdo. Um melhor entendimento de
questdes dessa natureza, dependem ainda, de estudos comparativos “in vitro”
e in vivo” levados a efeito concomitantemente € que possam esclarecer
methor a comrelacdo desses falores, no sentidoc de se entender,
adequadamente, 0s mecanismos de colonizacdo das superficies dentarias e as
interacfes bacterianas entre as especies de esfreptococos grupo mutans,
motivo de investigacbes futuras de nossa parte, dando continuidade aos
sstudos com énfase ao potencial cariogénico desses microrganismos e o seu

significado em relacfo & carie dental.
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6. CONCLUSOES

O conjunto de dados obtidos nesse trabalho, permitiram concluir

que:

1.

A espécie de estreptococos grupo mutans S. raftus, isoladamente, produz
guantidades, estatlsticamente superiores, de placa bacleriana ‘in vifro”,

quando comparada as outras amostras.

A associac@o S. mutans | 8. sobrinus produz quantidades elevadas de
placa bacteriana, embora sem diferenca estatisticamente significante em

relacdo as demais amostras analisadas isoladas ou em associagio.

As espécies S. mutans e S sobrnus, isoladamente, produzem
congcentragdes mais elevadas de carboidratos totais soltveis em acido,

embora ndo estatisticamente significante, em relagdo as demais amostras.

A producao de carboidratos totais solGveis em alcali pelo S. mutans, e mais
slevada embora 56 difira de modo significante da produgdo pela associacio

S. mutans 1 S. sobrinus i S. rattus.



68

5. As amostras de estreptococos grupo mutans, isoladas e em associacdo, se
comportam de modo diversificado, ac longo do periodo de incubacéo,
apresentando momentos distintos de maior abaixamento do pH do meio de

cultura.

8. A andlise estalistica de correlagdc entre a formagéo de placa bacteriana “in
vitro”, producéo de acidos e de carboidratos totais solliveis em acidos e em
alcali mostra resultados variaveis e dependentes do periodo de incubacgéo &

das amosiras estudadas, isoladas ou em associagéo.
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7.1 Fermentagéo de carboidratos {manitol):

B.H.1 (Difco) 3749
Extrato de levedura (Difco) 0,59
Agua destilada 100 mL
Manitol (Inlab) 19

7.2 Solucao alcodlica de bromocresol:
Purpura de bromocresol (Merck) 0,016 ¢

Alcool etilico (Ecibra) 1,0mL

Para cada 100 ml do meio base de B.H.1. a 1,0% de Manitol sero

adicionados 0,1 ml. de solucée alcodlica de bromocresol (0,0016%).

7.3 Producdo de Peréxido de Hidrogénio:

Extrato de carne (Difco) 0,59
Extrato de levedura (Difco) 05¢
Tween 80 (Difco) 0,059
Sulfato de Manganés (Merck) 0,01g
Agar (Difco) 15g

Agua destilada g.s.p. 90,0 mL
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7.4 Formagao de placa bacteriana “in vitro™

B.H.1. (Difco) 37¢g
Exirato de levedura (Difco) 05¢
Agua destilada 100 mL
Sacarose (ACS-QM) 5009

7.5 Determinagéo da concentragdo de carboidratos totais solliveis em
dcido e em alcali (DUBOIS et al., 1956):
HCI (Ecibra) D5M

NaQH (Synth) 1.0 M
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8. SUMMARY

In order to analyze the cariogenic potential of some group mutans
straptococci species, isolated and in association, by formation of “in vifro”
bacterial plaque, production of extracellular polysaccharides and acid
praduction capacity, strains of those microorganisms belonging to the microbial
coliection of Microbiology and immunology Laboratory, Dental School of
Piracicaba - UNICAMP, were isolated from saliva samples of students aged 6 -
9 years old from different socioeconomic categories and biochemically
identified. One hundred fifty strains of 8. mutans, 27 of 8. sobrinus, 15 of S.
rattus, 09 of S. mutans V and just one of S. cricefus, S. ferus and S. downei
totalizing 204 samples, were analyzed. The quantifications of “in vifro”
production of bacterial plaque, for the isolated and in association streptococci,
were done by inoculation of similar amounts of recent cultures from sach
sample previously standardized by tube 2 of Mc Farland's scale, in tubes with
BHI medium supplied with 5% of sucrose and incubated for 48 hours (37° C /
10% CQ-). In each pre-weighed tube a stick-capillary was added facilitating, by
this way, the determination of “in vitro” plaque production. The acid production
capacity for the samples of group mutans streptococci - isolated and in
association - was demonstrated by continuous mensurations of BHI — 5%
sucrose culture medium pH, in increasing intervals of time (B, 12, 24 and 48
hours after inoculation). The production of extracellular polysaccharides was
determinated by dosage method of total acid and alkali soluble carbohydrates,

The results showed that among the analyzed samples, S. ratfus {(19.70 mg)
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followed by S. mufans / 8. sobrinus association {(10.32 mg) produced larger
amounts of “in vifro” bacterial plaque, demonstrating by this parameter, great
cariogenic potential. The S. mufans species (6.89 ug/mg) and 8. sobrinus
species (5.12 ug/mg), separately, presented the largest production of acid
soluble carbohydrates per mg of “in vitro” bacterial plague. in relation to the
production of alkali soluble carbohydrate, the S. mufans (8.62 ugimg) was
statistically superior to the other species, isolated and in association. Those
data confirm the high cariogenic potential of this species when considering the
important role of those components in the bacterial plague formation. The
determination of acid production by streptococai strains, revealed accentuated
pH falls in the intervals of initial and final ime, with values of 4.67 (for 6 hours)
and 3.86 (for 48 hours) respectively, for the 8. mutans species. For the period
of 12 hours, the 8. sobrinus species produced the greatest pH fall (4.34), and
for 24 hours the smallest value found belonged to S. mutans V species
{3.58).This condition favors the prolonged maintenance of pH below the critical
levels (pH 5.0), comoborating the suggestion that multicolonized individuals
present higher indexes of dental decay. The statistical analysis of correlation
among the several studied virulence factors demonstrated variable correlations
depending on the incubation period and on the group mutans streptococc
strains (isolated or in association). Such fact does not indicate, according with
the conditions of this research, a constant and uniform correlation among those

factors.
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