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RESUMO

RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a cariogenicidade de
diferentes tipos de leite e o efeito cariostatico do ferro, quando suplementado em
uma formula infantil. O trabalho foi dividido em dois experimentos, utilizando um
modelo animal de carie sujeito a um alto desafio cariogénico. Nos dois
experimentos foram utilizadas ratas Wistar spf (specific pathogen free) infectadas
com Streptococus sobrinus e posteriormente dessalivadas. No experimento I,
sessenta ratas foram divididas aleatoriamente em 6 grupos e colocadas em gaiolas
suspensas individuais, onde receberam ad /libiturm: (1) agua destilada e esterilizada
(ADE) com 5% de sacarose; (2) leite bovino (Tipo A); (3) Leite Nan II®
reconstituido com ADE; (4) Leite Nestogeno II® reconstituido com ADE; (5) Leite
Ninho® coadjuvante de crescimento reconstituido com ADE; e (6) ADE. No
experimento II, cinglienta ratas foram distribuidas em 5 grupos recebendo ad
libiturm: (1) ADE com 5% de sacarose; (2) leite humano; (3) Leite Ninho®
coadjuvante de crescimento reconstituido com ADE; (4) Leite Ninho® coadjuvante
de crescimento reconstituido com ADE suplementado com 88 ppm de ferro
(FeSO4); e (5) ADE. Ao final de 21 dias experimentais os animais foram
sacrificados e avaliados quanto a microbiota oral recuperada e o indice de carie
pelo método de Keyes modificado por Larson (1981). Foi determinado o perfil de
agucares dos leites pelo método de Cromatrografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), a concentragao de Fe por absorcdo atémica e a concentragdo de fllor pelo
método de microdifusdo de Taves. Os resultados foram tratados estatisticamente
através dos testes de Shapiro-Wilk e Kruskal-Wallis. No experimento I, o leite
bovino se apresentou como 0 menos cariogénico entre os leites, enquanto o
Ninho® o mais cariogénico. Quanto & porcentagem de S. sobrinus recuperada da

cavidade bucal, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos,
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RESUMO

exceto para o grupo ADE. No experimento II, o leite humano apresentou 0 menor
potencial cariogénico, seguido do leite suplementado com ferro. Além disso, os
resultados do experimento II mostraram que o ferro, quando adicionado a um leite
formulado, foi capaz de reduzir o potencial cariogénico em 50,5% (superficie lisa),
reduzindo também o nimero e a porcentagem de S. sobrinus recuperados da
cavidade oral. Assim, utilizando o modelo de rato dessalivado, pode-se concluir
que os leites humano e bovino ndo apresentaram cariogenicidade significativa,
diferentemente das formulas infantis, as quais apresentaram significante potencial
cariogénico, a exce¢do daquela enriquecida com ferro, cuja cariogenicidade foi
reduzida. Este (ltimo dado sugere que a suplementagdo do leite com ferro pode
ser um método preventivo nos dois maiores problemas de saude publica como
carie e anemia ferropriva.

PALAVRAS-CHAVE: Cirie, leite, ferro, rata
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ABSTRACT

ABSTRACT

The aims of this study were to evaluate the cariogenicity of different
types of milk and the cariostatic effect of iron, when supplemented to an infant
formula. The research was divided into two experiments using an animal model
subjected to a high cariogenic challenge. In the both experiments female rats
Wistar spf (specific pathogen free) were used. The animals were infected with
Streptococcus sobrinus 6715 and dessalivated. In experiment I, sixty Wistar rats
were randomly divided into 6 groups and placed in individual suspended cages,
where they received ad /lbitum: (1) sterilized distilled water (SDW) with 5%
sucrose; (2) cow milk; (3) Nan II® reconstituted with SDW; (4) Nestogeno II®
reconstituted with SDW; (5) Ninho® growth supporting reconstituted with SDW;
and (6) SDW. In experiment II, fifty were divided into 5 groups receiving ad
libiturm: (1) SDW with 5% sucrose; (2) human milk; (3) Ninho® growth supporting
reconstituted with SDW; (4) Ninho® growth supporting reconstituted with SDW
with 88 ppm of iron (FeSO,4); and (5) SDW. In the end of 21-experimental days,
the animals were Killed and evaluated according to recovered oral microbiota and
caries score by using Keyes (1958) modified by Larson (1981). The analysis of the
carbohydrates in the milks was performed by the use of High Efficiency Liquid
Chromatography (HELC), the concentration of Fe was assessed by atomic
absorption and concentration of F was analyzed using microdiffusion Taves’
method. The results were statistically assessed through Shapiro-Wilk and Kruskal-
Wallis. The results of experiment I showed that cow milk was the least cariogenic
of all milks, whereas Ninho® presented the highest caries score. The percentage of
S. sobrinus recovered from the oral cavity, there was no significant differences
significant among the groups, except for the SDW group. In experiment II, human
milk presented the lowest cariogenic potential, followed by iron-supplemented
milk. In addition, the results of experiment II showed that iron when added to

17
Peres, R.C.R. Cariogenicidade de diferentes tipos de leites: efeito da suplementagc3o com ferro.




ABSTRACT

formulated-milk was capable of reducing the cariogenic potential in 50,5%
(smooth surface) as well as reducing the number and the percentage of S.
sobrinus recovered from the oral cavity. Thus, the use of dessalivated rat model
has shown that human and cow milks did not show a significant cariogenic
potential, while infant formulas showed a significant cariogenic potential.
Therefore, it is concluded that iron supplemented milk can be used in the

prevention of two important problems in public health, caries and iron deficiency
anemia.

KEYWORDS: Caries, milk, iron, rat
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

O leite e seus derivados, importantes fontes de nutrientes, sdo
consumidos em larga escala pela populacdo mundial. Os efeitos desses compostos
sobre os tecidos bucais tém sido avaliados ha algumas décadas (SHAW et 4/,
1959; MOR & MCDOUGALL, 1977; REYNOLDS & JOHNSON, 1981; BOWEN &

PEARSON, 1993; BOWEN et al., 1997; ERICKSON et al., 1998).

Varios estudos tém sido desenvolvidos no intuito de relacionar o
consumo de leite bovino, materno e em férmulas infantis com o aparecimento da
carie dental. A suplementacdo do leite bovino a dieta cariogénica parece inibir o
desenvolvimento da carie dental. Esse efeito provavelmente se deve a presenca de
substdncias com potencial cariostatico como caseina, lipidios e enzimas anti-
bacterianas (WEISS & BIBBY, 1966; JENKINS & FERGUSON, 1966; KOSIKOWSKI,
1970; VIANNA, 1971; REYNOLDS et a/., 1982; REYNOLDS & WONG, 1983; DEVER
et al., 1987; REYNOLDS, 1987; BOWEN et a/, 1991; BOWEN & PERSON, 1993).
Com relacdo ao leite humano, apesar de alguns estudos defenderem a sua nao
cariogenicidade, a semelhanca do leite bovino, ele tem sido relatado como
responsavel pelo aparecimento de cdrie rampante, similar a carie de mamadeira
(KOTLOW, 1977; HACKETT ef al, 1984; ALALUUSUA, 1996a). Por outro lado, a

utilizacdo de leites formulados como suplementagdo nutricional de bebés e
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INTRODUGCAO

criangas tem aumentado nos Ultimos anos, e o potencial cariogénico de algumas
férmulas tem sido evidenciado em estudos recentes (SHEIKH & ERICKSON, 1996;
BOWEN et a/, 1997; ERICKSON et al., 1998). No entanto, orientacdes de
prevencdo a carie dental tém sido negligenciadas com relacdo ao consumo desse

tipo de leite.

O leite pode ser utilizado como veiculo para o ferro® e outros elementos
essenciais para a dieta. A universalidade e importancia nutricional desse alimento
tem tornado a suplementacdo do leite com ferro um meio de prevencado racional e
uma alternativa valiosa n3o s para a prevencdo da anemia ferropriva como
também da cdrie dental, uma vez que esse metal apresenta propriedades
cariostaticas (EMILSON & KRASSE, 1972; OPPERMANN & ROLLA, 1980; BOWEN &

PEARSON, 1992; ROSALEN et a/., 1996, MIGUEL et a/. 1997 a, 1997b, 1997¢).

Dessa forma, este trabalho se propds a avaliar a cariogenicidade de
diferentes tipos de leites e 0 efeito da suplementacdo com ferro, utilizando um

modelo animal de carie sujeito a um alto desafio cariogénico.

1 Ferro - termo genérico para definir as formas idnicas (ferroso ou férrico) ionizével e ndo ionizével do
elemento quimico ferro.
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REVISAO DA LITERATURA

2. REVISAO DA LITERATURA

A carie € uma doenga infecto-contagiosa de caradter multifatorial, que
resulta em uma perda localizada de minerais nos dentes afetados, causada por
acidos organicos provenientes da fermentacdo microbiana dos carboidratos da
dieta (KEYES, 1960, 1962; LOESCHE, 1982). Para o controle e eliminacdo dessa
doenca, o tratamento sintomatico restaurador é ineficaz e apresenta um custo
extremamente elevado, sendo inviavel sua aplicagdo em programas de salde
publica (AXELSSON & LINDHE, 1981; LOESCHE, 1986). Em algumas faixas da
populagdo ocidental, tem sido notado um declinio da incidéncia de carie dental,
porém, em alguns grupos, a carie continua sendo um problema de salide publica.
MILNES, em 1996, relatou em uma revisdo de literatura a existéncia de diversos
trabalhos sobre prevaléncia e epidemiologia de carie de mamadeira. Nesse
trabalho, o autor relata que, em paises desenvolvidos, a prevaléncia varia de 1 a
12%. Entretanto, em paises em desenvolvimento e em populacdes de baixa renda
de paises desenvolvidos a prevaléncia da cérie pode atingir indice acima de 70%
em criancas da pré-escola, ressaltando a marcante necessidade da insﬁtuigéo de
medidas preventivas com o objetivo de controlar os fatores etioldgicos da cérie de

mamadeira (DEMERS et a/,, 1990; BAEHNI & GUGGENHEIM, 1996).
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REVISAO DA LITERATURA

Com o advento e a crescente utilizacdo do fllor, assim como a
implantagdo dos programas preventivos de salde bucal, houve uma mudanga no
perfil epidemioldgico em que se observou uma diminuicao crescente da' incidéncia
da cérie dentaria em alguns paises industrializados e desenvolvidos (MOREIRA et
al,, 1983; MARTHALER, 1990; VEHKALAHTI et a/.,, 1991; ZADIK et al., 1992). No
Brasil, devido as acles preventivas de salde bucal e aos programas de
esclarecimento, foi observada uma queda de 52% no indice de CPOD, aos 12 anos
de idade, no periodo entre 1986 e 1996 (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 1996).
Embora esse nimero nao se encontre entre os maiores do mundo, ainda ha muito
a se propor para a prevencao da carie no Brasil com o objetivo de reduzir a
incidéncia e prevaléncia da carie, como forma de protegdo principalmente a

individuos expostos a fatores de risco.

Nesse sentido, criangas que recebem a alimentagdo adicionada de
sacarose, através de mamadeiras, principalmente durante o periodo noturno,
constituem um dos grupos de alto risco a carie (WALTER et a., 1987; MORITA et
al, 1993; MATTOS-GRANER et a/, 1996, 1998). Em Londrina, PR, MORITA et al.
(1993) observaram que cerca de 10% das criangas com 12 meses de idade
apresentaram carie, sendo que essa porcentagem aumentou para 50% entre as
criancas com 36 meses de idade. Em creches do municipio de Piracicaba — SP,
observou-se que apenas 6% de 322 criancas de 6 a 36 meses de idade foram
responsaveis por 46% de todas as lesdes de carie diagnosticadas (MATTOS-
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GRANER ef al., 1996). Esses estudos e outros (FREIRE ef a/., 1996; TOMITA et al.,
1996; BARRETO, 1998) enfatizam a necessidade de identificacdo de criancas de
alto risco de carie dental nessa faixa etdria. Essas criancas apresentam uma
incidéncia muito alta de carie denominada cdrie de mamadeira, que se constitui
num problema de salde publica, devido a dificuldade de aplicagdo de medidas
preventivas (MACIEL et al, 1993; MILNES, 1996). Segundo GUEDES-PINTO
(1995), ARAUJO et a/, (1998), o potencial cariogénico do aclcar é aumentado pela
diminuicdo do fluxo salivar e dos movimentos musculares durante o periodo
noturno, levando a um conseqiiente aumento da microbiota bacteriana, de sua
metabolizacdo e producdo de acidos organicos, favorecendo a desmineralizacdo
sem a influéncia fisico-quimica da saliva. A carie de mamadeira parece estar
fortemente associada a infeccdo por estreptococos mutans sobre as superficies dos
dentes. Diversos autores relataram que 60% da populacdo microbiana da placa
dental pode ser composta de Streptococcus mutans € que a sacarose presente na
dieta favorece 0 crescimento de colonias de S. mutans, aumentando a
susceptibilidade do individuo a formacdo da carie (VAN HOUTE et a/, 1982;
BERKOWITZ et al, 1984; CAUFIELD et a/., 1993; BOWEN, 1998; MATTOS-GRANER

et al., 1998).
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2.1. Microrganismos

S. mutans sao 0s principais microrganismos envolvidos na etiologia da
carie dental, reunindo caracteristicas suficientes para tornad-los capazes de
colonizar, se acumular nos dentes e induzir carie dental, de acordo com varios
pesquisadores (LOESCHE, 1986; TANZER, 1992; CAUFIELD, 1997). Muitos estudos
clinicos ndo identificaram quais estreptococos do grupo mutans estavam
associados com a etiologia da carie, porém em estudos epidemioldgicos os S.
mutans representam 74% a 100% dos microrganismos em diversas populagdes
(LOESCHE, 1986). Os S. mutans sao os primeiros estreptococos do grupo mutans
a colonizarem a cavidade bucal de criancas apds erupcdo dos dentes. Em 1983,
ALALUUSUA & RENKONEN observaram, em um estudo, que apenas os S. mutans
foram isolados de criancas com carie-ativa, e em 1996b, ALALUUSUA et al., ao
avaliarem a diversidade genética de S. mutans em criancas livres de cérie e
criancas com cdrie de mamadeira, observaram que aquelas com maior atividade de
carie apresentaram maior diversidade de clones de S. mutans. Streptococcus
sobrinus € o segundo mais comum microrganismo do grupo mutans isolado e, da
mesma forma que os S. mutans, tem sido extensivamente estudado em modelos
de animais roedores porque a relacdo entre dieta contendo sacarose, formacao de
placa e carie dental pode ser associada com a presenca ou auséncia de varias
glucosiltransferases (GTFs) e seus produtos glucanos (ROLLA et al, 1983;

GIBBONS et a/., 1986; LOESCHE, 1986).
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A caracterizacao dos estreptococos do grupo mutans (5. mutans, S.
sobrinus, S. cricetus, S. rattus, S. macacae) como agentes etioldgicos importantes
na carie dental ocorre devido a sua acidogenicidade, sua relagdo direta com
desenvolvimento de carie em humanos e animais, sua presenca em todas as
placas dentais associadas as superficies céarie-ativa dos dentes, além de
apresentarem a capacidade de produzir polissacarideos extracelulares e serem
aciduricos, permitindo a metabolizacdo de substratos em meio acido e ganhando a
competicdo com as demais bactérias. Os primeiros fatores de viruléncia
considerados na identificacdo de microrganismos especificos envolvidos na cérie
dental foram a acidogenicidade e aciduricidade (LOESCHE, 1986). Entretanto,
relatos ndo indicam nenhuma relacdo entre a acidogenicidade ou aciduricidade e a
atividade de cdarie em cepas isoladas de humanos com altos e baixos indices de
carie dental (KOHLER et al, 1995). Sabe-se que quedas rapidas e constantes do
pH da placa sdo prejudiciais a maioria dos microrganismos da placa dental e
acabam por favorecer microrganismos aciddricos como S. mutans (BRADSHAW &
MARCH, 1998), que atingem baixo pH final, sugerindo que a cariogenicidade da
placa é dependente do aumento na proporgdo de organismos acidogénicos e
aciddricos (VAN HOUTE et a/, 1991; VAN HOUTE et al., 1996). A acidogenicidade
das diferentes espécies do grupo mutans parece ser variavel. DE SOET et al.
(1991) observaram que S. sobrinus induz quedas mais rapidas e intensas do pH

quando comparado com S. /mutans. Variagbes na acidogenicidade em baixo pH
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podem ainda ocorrer dentro de uma mesma espécie do grupo mutans. KOHLER et
al. (1995) observaram grandes diferencas na producdo de acidos em meio com pH
controlado de 5,5 entre cepas de S. mutans isoladas de humanos, sendo que
algumas das cepas mais acidogénicas de S. mutans produziram uma quantidade
de acido cerca de 5 vezes maior do que outras da mesma espécie. Embora alguns
pesquisadores tenham detectado grandes variagbes na acidogenicidade entre
cepas S. mutans isoladas de diferentes individuos, esses autores ndao foram
capazes de correlacionar o potencial acidogénico com o nimero de lesGes de carie
presentes nos individuos colonizados por esses microrganismos (DE SOET et &,

1991; KOHLER et a/., 1995).

Um outro fator de viruléncia considerado na identificacdo de
microrganismos especificos envolvidos na céarie dental é a capacidade de sintetizar
polissacarideos extracelulares (PECs) de alto peso molecular (TANZER, 1992). Os
S. mutans sintetizam polissacarideos de glicose, denominados glucanos, e
polissacarideos de frutose, denominados frutanos. S. sobrinus, por outro lado,
sintetizam apenas os glucanos (TANZER, 1992). Os glucanos sdo sintetizados por
enzimas extracelulares denominadas glucosiltransferase (GTF), as quais hidrolisam
as moléculas de sacarose e polimerizam as moléculas de glicose liberadas. Essas
enzimas podem estar ligadas a superficie das células de S. mutans ou livres no

meio extracelular (HAJISHENGALLIS & MICHALEK, 1999).

26

Peres, R.C.R. Cariogenicidade de diferentes tipos de leites: efeito da suplementacéo com ferro.




REVISAO DA LITERATURA

Estudos laboratoriais sugerem que a presenca de sacarose aumenta a
expressao de GTF por S. mutans (HUDSON & CURTISS, 1990). Outros estudos
descrevem variagbes na expressado de GTF por cepas S. mutans isoladas de adultos
(TOMITA, et al., 1996) e criangas (ALALUUSUA et al,, 1997). Essas variacbes nao
se correlacionam positivamente com a incidéncia de carie dental. ALALUUSUA et
al. (1997) nao identificaram relagdo positiva entre a atividade de }cérie e a
quantidade de GTF produzida por cepas S. mutans isoladas de criangas livres de
carie e com carie de mamadeira, a despeito das extremas variacdes no consumo

de sacarose observadas entre os grupos.

2.2. Dieta e placa dental

Habitos alimentares inapropriados em criancas tém sido identificados
como o0s principais fatores associados com desenvolvimento de cérie de
mamadeira. A relagdo entre o consumo de aclicar e o desenvolvimento de cérie
tem sido bem estabelecida em humanos (GUSTAFSON et al, 1954; FROSTELL et
al, 1974; SCHEININ et al, 1975). A cariogenicidade de qualquer alimento
depende da composicdo do aclicar, do tempo que fica retido na boca e da
freqliéncia de uso (HAREL et a/, 1996). Inimeros estudos sdo conduzidos com o
objetivo de verificar o papel dos componentes da dieta no aparecimento da carie

dental. Os alimentos apresentam propriedades que podem modificar o préprio
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potencial cariogénico, como retencdo na cavidade bucal, textura do alimento,
propriedades acidogénicas, efeito protetor dos ingredientes do alimehto, efeito
sobre a colonizagao bacteriana e quantidade e tipo da composicdo do carboidrato
(FIRESTONE et al, 1982; SGAN-COHEN et a/, 1988; MUNDORFF et al., 1990;
HAREL et al, 1996). Por muitos anos, o aglcar foi o principal fator etiolégico no
desenvolvimento da carie. Entretanto, outros fatores, como nutricdo, nimero de
refeicOes e lanches por dia, educagdo e motivacao, uso do fllor de diversas fontes
(colutdrio bucal, dentifricio, leite, suplementos e/ou agua fluoretada), grupo sécio-
econOmico, etnia, higiene bucal, uso de métodos preventivos e outros adogantes

além da sacarose estdo relacionados com a carie dental (HAREL ef a/., 1996).

O leite e seus derivados, comumente consumidos na dieta pela
populacdo, sdo essenciais na primeira infancia, favorecendo o desenvolvimento dos
aspectos nutricional, afetivo e imunolégico (ARAUJO et a/., 1998). No primeiro ano
de vida, o leite € o alimento predominante da alimentacdo do bebé, quando
representa 2/3 do valor caldrico total de uma dieta equilibrada para um infante de
até 2 anos de idade (CAMEROM & HOFVANDER, 1983; ORNELLAS & ORNELLAS,
1983). Todavia, informacles sobre as propriedades cariostaticas e cariogénicas sdo
controversas. Enquanto alguns estudos sugerem que o leite nao apresenta
potencial cariogénico, sendo até sugerido como substituto de saliva para pacientes
com xerostomia (BOWEN et a/, 1991; BOWEN & PEARSON, 1993; HEROD, 1994),
outros estudos afirmam que o leite possui potencial cariogénico devido a presenca
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da lactose, que, quando fermentada, reduz o pH em torno de 5,0, favorecendo a
desmineralizacao dental (ALBEY,1980; HACKETT et a/., 1984; RUGG-GUNN et al.,
1985; BIRKHED,1990). Além do mais, solucGes de lactose tém sido associadas ao
aumento da implantag@o bucal de bactéria, assim como da producdo de acido na

placa dental (BIRKED et al, 1981; SCHEMMEL et a/., 1982).

2.2.1. Leite Bovino

Entre os diversos tipos de leite, o leite bovino se destaca em producao e
consumo e, por isso, merece maior atengdo quanto aos efeitos na salde da
populacdo. De forma geral, esse produto fornece proteinas (caseina, albumina),
lipideos, lactose (carboidrato fermentavel), sais minerais, pequenas quantidades de
vitaminas A e D, sendo uma rica fonte de vitamina B (riboflavina), calcio (quatro
vezes maior do que o leite humano) e diversos outros elementos como o ferro,
flior, iodo e enzimas, todos consideravelmente importantes para 0 nosso
organismo (FLYNN, 1992; ARAUJO et a/, 1998; PETTI et a/, 2000). Em relacdo a
satde bucal, deve ser enfatizado o potencial antibacteriano de varias substancias
encontradas no leite como a lisozima, lactoferrina, imunoglobulinas e peroxidase,
que potencialmente podem afetar a microbiota bucal (KOSIKOWSKI, 1970), assim
como o papel da vitamina D, caseina, calcio e fllor no desenvolvimento e

fortalecimento de ossos e dentes (WHITE, 1987). O leite bovino parece ndo ter
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propriedades cariogénicas, visto que varios estudos experimentais mostraram que
animais alimentados exclusivamente com leite ndo desenvolveram carie (SHAW et
al, 1959; REYNOLDS & DEL RIO, 1984; BOWEN et a/, 1991; GEDALIA et a/, 1991;
KASHKER & TASKELL, 1992; CARBONEL et a/., 1995; BOWEN et al, 1997; PETTI
et al., 2000). Existem também estudos, mostrando que a suplementacdo de leite a
dieta cariogénica tem efeito protetor, inibindo o desenvolvimento da cérie dental
devido aos seus componentes (SHAW et a/,, 1959; JENKINS E FERGUSON, 1966;
REYNOLDS E JOHNSON, 1981; BOWEN E PEARSON, 1993; ARAUJO et a/.,, 1998).
Varios autores mostraram que as fosfoproteinas, entre elas a caseina, contidas no
leite sao fortemente adsorvidas ao esmalte dental /n vitro, inibindo a ‘dissolugéc
acida e formando, com a gordura presente no leite, uma pelicula protetora sobre
essa superficie, prevenindo a acdo microbiana (WEISS & BIBBY, 1966; REYNOLDS
et al, 1982; REYNOLDS & WONG, 1983; REYNOLDS, 1987; VACCA-SMITH &
BOWEN, 1995). Muitos componentes da dieta como carboidratos, lipidios e
proteinas podem ser incorporados a pelicula salivar e afetar a atividade da
glucosiltransferase (GTF) presente na superficie da pelicula (VACCA-SMITH &
BOWEN, 1995). Em um estudo /n vitro, esses autores demonstraram que a
caseina do leite reduz a adsorcao da GTF sobre a hidroxiapatita, resultando numa
menor producdo de glucano. Toda caseina derivada do leite bovino comportou-se
também como um potente inibidor da adesao de Streptococcus sanguis (OMZ 9),

S. sobrinus (OMZ 176) e S. mutans (GS-5) sobre a hidroxiapatita, quando

30

Peres, R.C.R. Cariogenicidade de diferentes tipos de leites: efeito da suplementagdo com ferro.



REVISAO DA LITERATURA

comparada as outras proteinas, apesar de nado interferir na fixagdo de Actinomyces
viscosus Ny1, a semelhancga de relatos em outros trabalhos (VACCA-SMITH et al.,
1994; GUGGENHEIM et al, 1999). Esses resultados sugerem que a caseina tem
efeito inibitdrio sobre os estreptococos orais, pois é capaz de interagir com a

superficie da bactéria que estd envolvida na adesdo (NESSER et /., 1994).

Alguns autores encontraram que interacdes entre bactéria e proteinas
salivares podem resultar em ades&o na superficie do esmalte envolvendo adsorcdo
de proteinas salivares ou aglutinagdo, reduzindo, assim, a fixagdo das bactérias
(ELLEN et al., 1983; DOUGLAS, 1994). Estudos recentes apontam que micelas
presentes no leite ou saliva podem facilitar a agregagdao e sedimentacdo de
bactérias sobre a pelicula dental e revelam que a formacdo da pelicula pode ser
influenciada pela composicdo da dieta (YOUNG et a/, 1997, 1999; VACCA-SMITH
& BOWEN 2000a, 2000b). O leite bovino contém proteinas na forma de micelas de
caseina. As micelas de caseina s3o formadas por 4 diferentes moléculas de
caseina, que sdo fosfoproteinas largamente anfifilicas, exibindo propriedades que
permitem a formagdo de muitos complexos estaveis com uma quantidade
relativamente grande de fosfato de céicio, alta afinidade pelos minerais do dente e
representando o principal componente da pelicula adquirida (NYVAD &
FEJERSKOV, 1984; GUGGENHEIM et a/, 1994; ROLLA & RYKKE, 1994; YOUNG et
al, 1997, 1999; VACCA-SMITH & BOWEN, 2000a). VACCA SMITH & BOWEN
(2000b), num estudo i situ, ao avaliarem os efeitos do leite e kappa-caseina na
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formacdo da pelicula salivar sobre a hidroxiapatita, observaram largas estruturas
semelhantes a micelas sobre discos de hidroxiapatita presentes na boca depois de
bochechos com leite e kappa-caseina e auséncia de bactérias. Nesse estudo, a
atividade média da glucosiltransferase nos discos, apds os bochechos com leite e
kappa-caseina eram 45% e 67% menores que a atividade da glucosiltransferase
nos discos presentes na boca apds bochecho com dgua, respectivamente. Esses
dados sugerem que o leite e kappa-caseina podem influenciar a formagdo da

pelicula in vivo.

Com base nesses relatos, muitos trabalhos procuram esclarecer o
verdadeiro papel do leite bovino na salde bucal, investigando a cariogenicidade e

propriedades cariostaticas de seus componentes.

2.2.2. Leite Humano

O leite humano oferece duas vantagens para a crianga: € a melhor fonte
de alimentacdo para o recém-nascido e oferece considerdvel protecdo contra
infeccdo durante muitos meses, permitindo que a crianca desenvolva sua propria
defesa. A amamentacdao representa o fator inicial do bom desenvolvimento
dentofacial, favorecendo a obtencdo de uma oclusdo dentdria normal e
consequentemente mastigagdo correta futura, num perfeito  equilibrio

neuromuscular dos tecidos que envolvem o aparelho mastigatorio (MOYERS,

32

Peres, R.C.R. Cariogenicidade de diferentes tipos de leites: efeito da suplementag@o com ferro.




REVISAO DA LITERATURA

1974). Esse tipo de leite contém basicamente os mesmos constituintes do leite
bovino, no entanto, sua composicdo pode variar significativamente durante o
periodo de lactacdo (LONNERDAL, 1986). O leite humano é um sistema nutricional
e imunoldgico com adequados niveis de vitamina D para a satde bucal da crianga
(WESTOVER et al, 1989), sendo considerado um alimento nao cariogénico
(ARAUJO et al, 1995). No entanto, um excessivo periodo de amamentacdo
materna foi relacionado com o desenvolvimento de cdrie rampante que se
manifesta inicialmente em incisivos superiores e posteriormente em molares
superiores e inferiores (KOTLOW, 1977; ROBERTS, 1982; BRAMS & MALONEY,
1983; ALALUUSUA et al.,, 1996a). Neste (ltimo trabalho, os autores ressaltam a
importancia da presenca de contaminantes ambientais no leite materno e seu
efeito na satde bucal, associando a exposicdo de criangas normais a didxidos, via
leite materno, com a hipomineralizacdo do primeiro molar permanente. Assim, um
prolongado periodo de amamentacdo pode aumentar o risco de defeitos de
mineralizacdo pela interferéncia de contaminantes no desenvolvimento dental

(LONNERDAL, 1986; ALALUUSUA et a/., 1996¢).

RUGG-GUNN et al. (1985), ao compararem o efeito do leite humano,
leite bovino, sacarose e lactose sobre o pH da placa (in situ) e dissolugdo do
esmalte (/n vitro), concluiram que o leite humano causou mais dissolugdo do
esmalte do que o leite bovino (JOLLIFE, 1976; HACKETT et a/., 1984; THOMSON et
al., 1996), além de promover uma queda de pH levemente maior. Esse resultado
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foi atribuido @ maior concentragéo de lactose no leite humano e menor quantidade
de proteina, que conseqglientemente ndo atuaria como um tampdo contra a
diminuicao do pH da placa. Ao comparar os nutrientes dos leites humano e bovino,
observou-se que a porcentagem de lactose entre os leites (7%-humano, 4%-
bovino) justificava o maior potencial do leite humano de promover queda de pH
(JOLLIFE, 1976; GARDNER et a/, 1977). Além do mais, o leite bovino contém 3,3%
de proteina, 0,12% de calcio e 0,095% de fdsforo, enquanto o leite humano
apresenta 1,2%, 0,036% e 0,018% respectivamente de proteinas, calcio e fosforo,
evidenciando o potencial limitado para tamponar o acido produzido a partir da
quantidade de lactose presente. Entretanto, ARAUJO et a/,, 1995, ao avaliarem o
potencial cariogénico do leite humano /n situ, concluiram que mesmo em altas
condicbes de cariogenicidade (dente imaturo, retencdo de placa, grande
guantidade de substrato e agdo limitada da saliva) o leite humano ndo foi
considerado cariogénico quando, importante ressaltar, testados em esmalte de
dentes permanentes. SPERB ef a/, 1997, ao avaliarem a cariogenicidade de
diferentes tipos de leite, bovino, humano e formulados, concluiram que os leites
bovino e formulado ndo apresentaram efeito anticariogénico e que o leite humano
potencializou a cariogenicidade da dieta 2000a utilizada no experimento. Em um
estudo recente, ERICKSON & MAZHARI (1999), com o objetivo de determinar o
risco de carie associado com o leite humano, avaliaram: o pH da placa de 18

criangas com 12-24 meses de idade, 5 minutos antes e depois da alimentacdo com
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leite humano; numero de colbnias de S. sobrinus (ufc); solubilidade do esmalte;
capacidade tampdo do leite humano e colonizacdo de Estreptococos mutans em
janelas criadas no esmalte de coroas de pré-molares extraidos e incubadas com
leite humano. Os autores encontraram que o leite humano ndo promoveu uma
queda de pH significante quando comparado com agua utilizada como bochecho;
permitiu um crescimento bacteriano moderado; cadicio e fosfato foram de fato
depositados sobre o esmalte pulverizado depois da incubagdo com leite humano; a
capacidade tampdo foi muito baixa e que a utilizacdo apenas do leite humano ndo
causou desmineralizagao do esmalte, mesmo depois de 12 semanas de exposicao.
Baseado nesses achados, os autores concluiram que o leite humano ndo é
cariogénico. Estudos mais recentes, que comprovam a importancia do papel das
micelas na agregacao de bactérias e adsorcdo das proteinas com alta afinidade
pelo esmalte (YOUNG et a/, 1997, 1999; VACCA SMITH & BOWEN, 2000a), sdo

relevantes na tentativa de explicar a ndo cariogenicidade do leite humano.

O leite humano, indiscutivelmente, representa fonte alimentar essencial
para a salde do infante. Apesar das controvérsias, varias campanhas tém sido
desenvolvidas com objetivos de motivar e orientar a populacdo sobre a

importancia da amamentagao materna (WESTOVER et a/,, 1989).
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2.2.3. Leite Formulado

Apesar das vantagens que a amamentagao oferece, muitas vezes o leite
humano é substituido por leites formulados infantis. A utilizacdo de leites
formulados como suplementacdo nutricional de bebés tem aumentado nos Gltimos
anos. Nesses leites, a composicdo do leite bovino € em geral alterada pela
inddstria, que acrescenta ou reduz componentes, originando o leite formulado de
utilizacdo em determinada época da vida do infante. Exemplos desses sdo os leites
fortificados ou suplementados e conhecidos pelo teor diferencial de certos
componentes, como: ferro, algumas vitaminas, ou pelo baixo teor de lactose e
gordura. As formulas infantis sdo uma combinacdo sintética complexa de
nutrientes, incluindo carboidratos fermentéaveis. Existem diferentes fc’)rmulas com
diferentes fontes de carboidratos: lactose, xaropes de milho, sacarose e polimeros
de glicose (SHEIKH E ERICKSON, 1996). Nesse estudo, ao avaliarem as mudancas
de pH da placa dental com bochechos, utilizando oito diferentes formulas infantis,
concluiram que todas as férmulas tinham a capacidade de reduzir o pH
significantemente quando comparado com o pH inicial, sendo, portanto,

acidogénicos e tendo grande atuacdo no desenvolvimento da carie de mamadeira.

Como suplemento energético, polimeros de glicose estdo sendo
acrescentados a férmulas infantis, entretanto informac8es sobre o efeito desses
componentes na salde dental sdo praticamente inexistentes (MOYNIHAN ef al.,

1996). Nesse estudo, ao investigarem a acidogenicidade dos polimeros de glicose a
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10% em d&gua, leite bovino e coldgeno, frente a capacidade de reducdo do pH da
pléca dental associada @ desmineralizacdo do esmalte, os autores encontraram que
os polimeros de glicose podem reduzir o pH da placa, portanto, podem estar
associados a um aumento da cariogenicidade dos leites formulados, embora sejam

menos cariogénicos que a sacarose.

A influéncia da composicdo do leite no desenvolvimento da cérie dental
foi experimentalmente estudada por BOWEN et a/, 1996 e 1997, utilizando ratos
cirurgicamente dessalivados. Nesse Gltimo trabalho, os autores determinaram o
potencial cariogénico de varias formulas infantis comumente utilizadas no mercado
americano e compararam seus efeitos com aqueles observados em ratos tratados
com solugdes de sacarose, dgua destilada e leite bovino contendo 2% de gordura.
Os resultados mostraram que algumas formulas infantis sdo altamente
cariogénicas e que todas elas desenvolveram algum nivel significante de carie. A
solucdo de sacarose induziu alta destruicdo dental, enquanto os leites formulados
testados foram classificados em baixa, moderada e alta capacidade de induzir
carie. Os resultados mostraram também a dificuldade em pAredizer a
cariogenicidade das férmulas, baseando apenas no conteldo de carboidratos, pois
outros componentes como calcio, fosforo, ferro e peptideos podem influenciar a
capacidade dos aglcares em produzir carie. Nesse trabalho, os autores mostraram

que os leites elaborados em férmulas infantis apresentaram potencial cariogénico e
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que formulagdes contendo baixa concentracdo de ferro foram as mais

cariogénicas.

Em um estudo recente, ERICKSON et a/. (1998), 26 férmulas infantis
foram testadas, analisando pH da placa dental, cultura de S. sobrinus e o indice de
carie, em humanos. Apds a obtencdo de resultados clinicos e radiograficos em 18
semanas, 0s autores concluiram que a maioria dos leites formulados reduziu o pH
significantemente e alguns propiciaram grande crescimento bacteriano. Quanto ao
indice de carie (/n situ) foi observada, em primeiro molar permanente extraido e
em incisivo deciduo esfoliado, lesdo de dentina em aproximadamente 3 semanas
apds o uso do leite formulado, enquanto o envolvimento pulpar se desenvolveu em

7 semanas (ERICKSON et a/, 1998).

3. Ferro e Carie Dental

A alta cariogenicidade apresentada nos leites formulados com baixa
concentracdo de ferro (BOWEN et a/, 1997) comprova experimentos anteriores,
que mostram as propriedades cariostaticas do ferro disponivel em solugdo para
aplicacdo tépica (EMILSON & KRASSE, 1972) e também como componentes da
dieta (EMILSON & KRASSE; 1972; OPPERMANN & ROLLA, 1980; ROSALEN et al.,

1996; MIGUEL et a/., 1997a, 1997b, 1997¢).
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Antes mesmo dos relatos sobre o efeito cariostdtico do ferro, ja se
conhecia que esse ion € um mineral essencial ao organismo, servindo como co-
fator necessario para o funcionamento apropriado de enzimas e moléculas
transportadoras de oxigénio como a hemoglobina e mioglobina (GUYTON, 1992). A
deficiéncia de ferro na dieta alimentar causa a anemia ferropriva, que € uma das
doencas mais comuns e prevalentes no mundo, inclusive nos paises desenvolvidos,
afetando principalmente mulheres adultas e criancas (COTRAN et al, 1994).
Segundo a Organizacdo Mundial de Salde, a anemia por deficiéncia de ferro afeta
cerca de 2,5 bilhdes de pessoas no mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
1990). Na América Latina estima-se que 29% das criancas entre 6 e 12 anos
sofrem de anemia (YIP, 1995). O requerimento didrio de ferro para uma pessoa
adulta estd entre 1 e 1,5 mg. Levando-se em conta que apenas 15% do ferro
ingerido é absorvido, a quantidade didria ingerida deve ser de 5 a 20 mg. Em
criancas, durante os primeiros anos de vida, a reposicdo de ferro é especialmente
critica devido ao rapido crescimento dos 0ssos e expansao do volume sangtiineo. O
combate a anemia carencial ferropriva, devido a sua elevada preValéncia e
conseqiiéncias sobre o crescimento, desenvolvimento e mortalidade da populacdo
infantil, principalmente em menores de 2 anos, € hoje uma das prioridades para os
profissionais responsaveis pelo planejamento de Programas de Nutricdo em Salde
Plblica (TORRES, 1982; DE MAEYER, 1989; TURCONI & TURCONI, 1992). Essa

afirmacao encontra respaldo politico no compromisso assumido pelo Brasil e mais
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159 paises participantes da Conferéncia Internacional em Nutricdo da FAO/OMS,
em Roma, de reduzir a prevaléncia dessa patologia até o ano 2000

(INTERNATIONAL CONFERENCE ON NUTRITION, 1992).

O leite é um dos alimentos com a menor concentracdo de ferro (0,1 a
0,3 mg de ferro/1000 mL). De uma forma geral, a absorcao do ferro varia de
acordo com o individuo. O leite humano possui uma baixa concentragdo de ferro,
que estd ao redor de 0,3 mg/1000 mL, sendo esse nivel reduzido durante o
progresso da lactagdo (DOREA, 2000). Entretanto, possui melhor biodisponibilidade
que o leite bovino, embora esse Ultimo contenha aproximadamente o dobro de
ferro que o leite materno (COTRAN ef al.,, 1994). Os leites formulados fornecidos a
nossa populacao contém em sua formulacdo o ferro, sendo considerado um bom
veiculo para prevencdo da anemia durante a infancia (GILL & VINCENT, 1997;
BRAMHAGEN & AXELSSON, 1999). Entretanto, deconhece-se se na quantidade

presente esse elemento exibe algum potencial cariostatico.

Desse modo, a adicdo de ferro ao leite pode ser uma abordagem
estratégica na prevencao da carie de mamadeira, e também servir como
suplementacdo desse ion a dieta em dreas onde a anemia ferropriva € um
problema endémico. Prevaléncia de anemia é drasticamente reduzida, quando
ferro é dado a populacdo de risco (LAYRISSE, 1985; DE MAEYER, 1989). Varios

trabalhos tém mostrado que essa deficiéncia pode ser prevenida pela
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suplementacdo deste fon aos alimentos (VITERI et a/, 1981, COOK E REUSSER,

1983; LAYRISSE, 1985, TROWBRIDGE et a/., 1993).

E importante ressaltar que, ao sugerir a fortificacdo do ferro ao leite, as
caracteristicas organolépticas desse alimento ndo podem ser alteradas, assim
como a absor¢do do mineral. Além do mais, o custo do produto ndo deve ser

afetado por essa implementacdo (VITERI et a/,, 1981; COOK & REUSSER, 1983).

3.1. Mecanismo de Agado do Ferro

Embora o ferro seja essencial para o metabolismo da bactéria, existe
evidéncia de que o mecanismo de acdao do ferro envolva alteragdes nos
microrganismos e inibicdo da producdo de acido na célula bacteriana. Acredita-se
que esse metal inibe a formacdo da placa dental devido a sua propriedade anti-
glicolitica, interferindo na acidogenicidade da placa (EMILSON & KRASSE, 1972;
OPPERMANN & ROLLA, 1980; DAVEY & EMBERY, 1992). EMILSON & KRASSE
(1972) mostraram que o cloreto férrico e o sulfato ferroso, quando incluidos na
dieta, na dgua e quando aplicados como solucdo tdpica a 2% reduziam o indice de
carie em hamsters. Os trabalhos de BOWEN & PEARSON (1992), ROSALEN et &/,
(1996) e MIGUEL et al., (1997a, 1997b, 1997c¢), associando 88 ppm de ferro co-
cristalizado com sacarose, também demonstraram reducdo do potencial

cariogénico do acgucar, diminuindo o indice de carie em 30%. Esses autores
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demonstraram o efeito cariostatico do sulfato ferroso e glicerofosfato férrico
adicionados a sacarose, mostrando que férmulas divalentes e trivalentes de ferro
sao igualmente capazes de reduzir o indice de cérie dental, porém foi observado
gue o anion sulfato causou manchas de cor marrom metalica sobre a superficie
dos dentes, indicando a precipitagdo do ferro inorganico, enquanto o glicerofosfato

nao provocou colorac¢do significante (ROSALEN et a/., 1996; MIGUEL 1997a).

Estudos conduzidos em humanos sustentam a opinido de que o ferro
tem efeito cariostatico e tem sido encontrado em maior concentragdo no esmalte
de individuos com baixo indice de cérie, quando comparado com individuos com
alto indice (CURZON & CROCKER, 1978). Além disso, o conteldo de ferro no
esmalte parece aumentar com a idade (DERISE & RITCHEY, 1974), sem, no

entanto alterar as propriedades do mesmo (FEATHERSTONE & NELSON, 1980).

Alguns trabalhos mostram que os processos de desmineralizagdo e
remineralizacdo, aos quais os individuos estdo constantemente submetidos,
proporciona aumento do conteldo de ferro no esmalte de areas remineralizadas
(CRAWFORD E DE BRUIN, 1983). Entretanto, parece improvavel que qualquer
efeito cariostdtico do ferro resulte no aumento de resisténcia do esmalte a

desmineralizacdao (FEATHERSTONE & NELSON, 1980).

O metabolismo da sacarose pela bactéria oral resulta na formacdo de

polissacarideos intracelular (PI) e extracelular (PE). Os PI sintetizados na placa
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servem como reservatério de carboidratos (MAKINEN & PHILOSOPHY, 1972). Os
PE sdo os principais constituintes da estrutura da placa dental. Além disso, atuam
como uma barreira contra o tamponamento de acidos da placa pela saliva
(COLMAN et a/, 1977; DIBBIN & SHELLIS, 1988). A sintese de PE, a partir da
glicose, aumenta a cariogenicidade dos estreptococos orais (BOWEN, 1970;
HAMADA & SLADE, 1980; MUNRO et al, 1991). Estreptococos mutans tém a
capacidade de sintetizar glucanos e frutanos a partir da sacarose através da via
glucosiltransferase (GTF) e frutosiltransferase (FTF). Esses dois grupos de enzimas
anabdlicas, juntamente com a dextranase e frutanase, formam um mecanismo
complexo de sintese e hidrélise de PE. Tanto o Fe®* quanto Fe* tém um efeito
inibitdrio sobre a dextranase. A inibicdo da atividade da dextranase poderia inibir a
formacdo de glucano insollvel, o que induziria a uma atividade da placa menos
acidogénica por alteragdo da colonizagdao da mesma ou por permitir a difusdo do
tampdo. Uma outra agao do ferro € proteger o sistema piruvato formato-liase
(PFL) da inativagdo pelo oxigénio (ABBE 1982). Estreptococos mutans usam esse
sistema como uma via alternativa para o metabolismo da glicose. A principal fonte
de energia desses microrganismos € a via fermentativa do acido lactico, usando a
enzima lactato desidrogenase (LDH) (HILLMAN, 1978). Durante excesso de
glicose, a LDH ¢ ativada pelo aumento da frutose, 1,6 — fosfato (FDP) e a PFL &
inibida. Inversamente, durante a auséncia de glicose, FDP e outras enzimas

diminuem de atividade, enquanto a PFL aumenta a atividade para produzir
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formato, acetato, etanol e reduzido lactato. Esses acidos sdo importantes durante
a formagdo da carie. Entretanto, o lactato tem baixo pka e os outros acidos um
elevado pka, o que significa que acidos menos ionizados se difundem para dentro
do esmalte para se dissociarem, resultando em menos perda de mineral do

esmalte (MARGOLIS & MORENO, 1994).

O ferro pode ter um efeito sobre o metabolismo do aglicar na bactéria,
por atuar sobre o transporte de membrana. Varios aglcares sdo transportados
através da membrana por sistemas enzimaticos e seus receptores. Enzima II €
uma enzima especifica de membrana responsavel pelo transporte de aclcar
através da membrana e fosforilacdo. Essa enzima tem Mg®" como um co-fator
(KUNDIG & ROSEMAN, 1971; SATO et al, 1981; RUSSELL, 1992). Tem sido
sugerido que o ferro poderia interferir no transporte de glicose por competigdo

com Mg®* (OPPERMAN E ROLLA, 1980).

Em resumo, relatos na literatura mostram que o ferro € capaz de reduzir
a cariogenicidade da dieta. O mecanismo de acdo € ainda desconhecido. Existe
alguma evidéncia de que o mecanismo envolve alteragdes na microbiota e inibicdo

da producdo de &cido.
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3. PROPOSICAO

Tendo em vista os resultados conflitantes da literatura sobre o potencial
cariogénico dos leites bovino e humano, assim como o aparente potencial
cariogénico dos leites elaborados em férmulas infantis e considerando o efeito

anticariogénico e antianémico do ferro, este trabalho apresenta duas proposicoes:

3.1 - avaliar e comparar o potencial cariogénico dos leites bovino (Tipo A),
humano e elaborados em fdrmulas infantis mais comuns no Brasil,

identificando o leite mais cariogénico;

3.2 - avaliar o efeito da suplementacdo de ferro a formulagdo infantil considerada

mais cariogénica, a partir do primeiro experimento.
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4. MATERIAL E METODO

Foram realizados dois experimentos, de acordo com cada objetivo
proposto. Em cada experimento foram incluidas solugbes de sacarose, como
controle positivo e agua, como controle negativo. Em ambos os experimentos foi
utilizado o modelo de ratos dessalivados para desenvolvimento de carie, sujeito a
um alto desafio cariogénico (BOWEN et al, 1986, BOWEN et a/, 1988a, b). O
primeiro foi delineado para avaliar o potencial cariogénico do leite bovino com 2%
de gordura e leites elaborados em formula infantil, e o segundo para avaliar o
potencial cariogénico do leite humano e a efetividade da suplementacdo com ferro
no leite em férmula infantil, considerado mais cariogénico no experimento I.
Ambos os experimentos utilizaram ratas dessalivadas infectadas com S. sobrinus e
o periodo experimental foi de 21 dias. Os animais foram distribuidos nos grupos de

forma aleatdria e colocados individualmente em gaiolas suspensas de aco inox.

Foram utilizadas, no primeiro e segundo experimentos,
respectivamente, 60 e 50 ratas Wistar, spf (specific pathogen free), com 19 dias
de idade, agrupadas por ninhadas, provenientes do Biotério Central da UNICAMP,

credenciado pela International Council For Laboratory Animal Science (ICLAS).

As ninhadas foram mantidas em condigbes de isolamento padrao e
testadas inicialmente quanto a presenca de estreptococos do grupo mutans

(microbiota indigena) através de esfregacos nas superficies dos dentes com
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cotonete, que foram inoculados em agar mitis salivarius - MSA (Difco Lab.) e agar
mitis salivarius mais bacitracina - MSB (200 unidades/mL, Difco Lab. e Sigma
Chem. Co.), GOLD et al (1973). As placas foram incubadas em atmosfera de 10%
de CO,, a 37°C, por 48 horas (BOWEN et a/., 1988a). Todos 0s animais estavam

livres desse grupo de microrganismo, portanto estavam aptos ao experimento.

As ratas foram infectadas oralmente em trés dias sucessivos com uma
cultura de S. sobrinus 6715 (fase exponencial de crescimento), resistente a
estreptomicina e reisolado de um rato dessalivado (BOWEN et al, 1980, 1988b),
sendo o indculo preparado em caldo de baixo peso molecular (Low Molecular
Weight — LMW), SCHILLING & BOWEN (1988). A fase exponencial da curva de
crescimento do S. sobrinus foi estabelecida por meio de um espectrofotometro
(Spectronic 20, Bausch & Lomb) com um comprimento de onda de 700 nm. As
infecgdes individuais foram realizadas, utilizando cotonete esterilizado embebido
em cultura de S. sobrinus, em seguida foi realizado esfregaco nas superficies
dentarias de cada animal. Os animais receberam dieta 2000 com 56% de sacarose
(Anexo 01) (KEYES & JORDAN, 1964) e agua contendo 10% de sacarose ad

libitum durante 7 dias, a fim de estabelecer e aumentar a infeccdo por S. sobrinus.

Com 23 dias de idade, foram realizados esfregacos nas superficies dos
dentes dos animais (FIG. 01) para a verificacdo da infeccdo por S. sobrinus,
através de inoculacdo em &agar mitis salivarius mais estreptomicina — MSS (200

unidades/mL, Difco Lab. e Sigma Chem. Co.).
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Tabela 3: Liberagéo diaria de fluoretos em ppm pelo produto Vitremer
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Figura 09: llustrag&o grafica da liberacéo diaria de fluoretos do produto Vitremer
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Tabela 4: Liberagao diaria de fluoretos em ppm pelo composto F2000
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Tabela 5: Liberag&o diaria de fluoretos em ppm pelo composto Dyract

Corpos
De
prova

1° Dia

4°Dia 7°Dia

10 ° Dia
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Média 1,07

Desvio Padrao 0,0114
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6. DISCUSSAO

Comparando-se os resultados das medidas de liberacdo de
fluoretos dos trés materiais pesquisados, verificamos resultados distintos. Observa-
se em todos os materiais testados uma grande liberagao inicial, diminuindo pela
metade ao redordo 4°diae 7°dia de medicdo. Analisando-se esta Tabela 2, os
resultados obtidos sdo semelhantes aos encontrados por autores como MARTINS
(1991), BALA et al. (1997), GROBER et al. (1998), MEYER et al.(1998), SHAW et al.
(1998), CARVALHO e CURY (1999) e YIP e SMALES (2000).

O cimento de iondmero de vidro modificado por resina composta Vitremer
(3M) mostra valores significativamente maiores de liberagdo que as resinas
compostas modificadas por poliacidos Dyract (Dentsply) e F2000 (3M) em todos
os periodos analisados, segundo comparagdes pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de significancia (p<0,05). Embora os tres materiais sejam hibridos
ionémero/resina (Vitremer) e resina/iondmero (Dyract e F2000), o Vitremer como
hibrido iondmero/resina tem em sua composi¢ao uma grande quantidade de
fluoretos, que aparece na liberagcdo diaria verificada neste experimento.
GARCIA/GODQOY (1997), GROBER et al. (1998), BERTACHINI et al. (1999), e
PRESTON ef al. (1999), obtiveram resultados que demonstram a mesma
ocorréncia.

O fato dos materiais restauradores que contéem flior poderem prevenir

caries secundarias , € uma das razdes pelas quais estes materiais se tornaram




populares, e tém seu emprego cada vez mais difundido. Desde 1972, quando

WILSON e KENT anunciaram os cimentos de ionémero de vidro , varios trabalhos
foram realizados sobre a propriedade vantajosa destes materiais liberarem ions
flior para o meio bucal, como a realizada por MARTINS et al. (1987), FORSTEN
(1990), COSTA et al. (1995), MOUNT (1996), DONLY e INGRAM (1997), BALA et
al. (1997), GROBER (1998), SHAW et al. (1998).

A liberagéo de fllor para o meio bucal em niveis constantes mas baixos,
apos o 10° dia de medicéo, tem sua importancia na redugéo de microinfiltracdes
ao redor de restauracdes, conforme SIDHU e WATSON (1995) e VERBEECK et al.
(1998) relatam em suas pesquisas.

As concentragdes liberadas nos trés materiais avaliados parecem ser
suficientes para manter um potencial cariostatico, que vai dificultar a recidiva de
carie. A presenca de forma constante com baixa concentracao de fluoretos, também
foi encontrada em avaliagbes por pesquisadores como BRUUN e THYLSTRUP
(1984), CLARKSON et al. (1988) e FORSTEN (1991).

As concentragdes de fluoretos liberadas neste experimento mostram
resultados numeéricos muitas vezes diferentes dos obtidos por varios autores,
diferencas estas provavelmente resultantes das dimensdes diferentes dos corpos de
prova , volume do liquido empregado para analise da liberagdo, energia de
superficie e porosidade .

Como a liberacdo de fluoretos no ionomérico modificado por resina
Vitremer é significativamente maior que a das resinas modificadas por poliacidos

F2000 e Dyract, a inibicdo de caries podera ter melhores resultados com o Vitremer,
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pois in vivo ainda n&o ha pesquisas suficientes.

Em analise realizada por MILLAR et al. (1998), houve maior degradacéo
marginal nas restauragdes feitas com resinas compostas modificadas  por
poliacidos, o que poderia indicar menor poder de inibicdo de caries secundarias.

Como ha diferengas significativas entre os valores liberados de
fluoretos entre o Vitremer, F2000 e Dyract, e conseqlientemente o potencial
cariostatico também varia, sugerimos o emprego do F2000 e Dyract para
pacientes com baixa atividade de carie, ou com atividade de carie controlada.
Autores como BURGESS et al. (1996) e ELIADES et al. (1998) sugerem uma analise
do paciente e indicam o Vitremer para alta atividade de carie, e os materiais
F2000 e Dyract para baixa atividade de carie.

Como os ionbmeros convencionais e iondmeros modificados por
resina tem a propriedade vantajosa de reservatorio de fluoretos , o Vitremer
provavelmente exerce melhor este papel do que o F2000 e Dyract, pois a
quantidade de poliacidos na composicdo dos mesmos € pequena. Isto € um
importante fator em relacdo as resinas modificadas por poliacidos, pois se a
capacidade de reservatorio € baixa, as propriedades cariostaticas dos mesmos
sdo pequenas. SERRA e RODRIGUES Jr. (1998) confirmam isto em trabalho sobre
potencial cariostatico.

Como o fato anterior € de extrema importancia, sugerimos que o0
profissional deve analisar com rigor a atividade de carie do paciente, bem como
planejar o tipo de cavidade e regido de localizag&o da mesma.

Embora a liberagéo de fluoretos seja baixa na avaliagao dos materiais
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F2000 e Dyract, ela € importante, pois a presenga permanente do ion fllor € mais
relevante do que esporadicas liberagcdes de alto nivel. Como os materiais
F2000 e Dyract liberam pequenas quantidades de ions flior permanentemente ao
redor do dente, isto reduzira o efeito de subsaturagdes locais quando o pH da placa
cair a niveis cariogénicos. GEURTSEN et al.,, em 1999 e SAVARINO et al., em
2000, realizaram trabalhos, corroborando com esta afirmacao.

Neste trabalho de pesquisa, estda demonstrada a liberagdo de
fluoretos dos materiais Vitremer, F2000 e Dyract por 21 dias, sendo que do décimo
dia em diante os niveis permanecem praticamente constantes, o que nos leva a
acreditar de que se continuassemos as medicdes, esta liberacao de fluoretos se
manteria por um determinado periodo de tempo em patamares constantes e baixos.

Uma das indica¢gdes dos materiais restauradores liberadores de ions fltior
e para pacientes com alta atividade de carie que usam medicamentos
xerostomogénicos, ou em tratamento radioterapico em cabeca ou pescogo, pois 0s
materiais como Vitremer, F2000 ou Dyract adicionariam fluoretos ao meio bucal.
EKSTRAND et al. (1981), realizaram trabalho sobre tratamento intensivo com gel
liberador de fluoretos para este tipo de paciente.

Estudo de DISNEY ef al (1989) , mostra que bochechos com
solucdes de fluoretos semanais ou quinzenais sdo eficientes, mas com o
aparecimento dos materiais restauradores liberadores de fluoretos, juntamente com
os dentifricios fluoretados, acreditamos que os niveis de fluoretos na cavidade bucal
se manterdo estaveis e eficientes.

FEJERSKOV et al. (1981), discutem as trés teorias sobre a fungao do
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fltor na doengca carie, e afirmam a importancia da presenca deste elemento quimico
na saliva, placa ou esmalte. CURY (1989), confirma esta importancia dindmica do
flior nos processos de desmineralizagdo e remineralizacdo. WEYNE (1986) e
LARSEN (1990), em seus trabalhos também relatam esta importancia dindmica.

A baixa exposi¢ado dos dentes aos ions flior acentua o poder cariogénico
por varios fatores, e os pacientes, com alta atividade de céarie sdo os mais
prejudicados. A escolha do tratamento € de fundamental importancia neste caso,
pois a presenca dos fluoretos € considerada essencial para se diminuir a infeccéao
cariogénica. Autores como BARATIERI ef al. (1989) e WALTER ef al. (1999),
descrevem esta importancia.

A presencade ions fllor na cavidade oral é diretamente proporcional
ao numero de restauragdes com materiais restauradores liberadores de fluoreto
importante destacar, pois s6 assim havera interferéncia no processo ue
desmineralizacdo e remineralizacao.

Observamos que os procedimentos mais adequados para serem
utilizados em servicos de saude da rede publica, que enfatizam, em sua
organizagao de trabalho , medidas que interferem no processo saude/doenga,
com a finalidade de monitorar e controlar as doencas bucais, devem

utilizar materiais restauradores liberadores de fluoretos.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que:

1.

O padréo de liberagéo de fluoretos foi similar para os trés materiais
testados, pois todos os materiais apresentaram maior liberagdo nas primeiras
horas, com tendéncia a estabilizagéo apds o 10° dia, com diminuicao paulatina
da liberacao de fluoretos.

Em todos os periodos testados (1° ao 21° dia), os valores de liberacdo de
fluoretos dos trés materiais testados mostraram diferencas estatisticamente
significativas entre os mesmos.

Analisando-se estatisticamente, a maior liberagéo de fluoretos ocorreu com o
cimento de iondmero de vidro modificado por resina Vitremer, seguido pela
resina composta modificada por poliacidos F2000, sendo que a resina

composta modificada por poliacidos Dyract apresentou a menor liberacéo.
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9. APENDICE

Anélise de variancia — valores originais.

RESUMO
Dias Observagbes Média
15 5 0,548
21 5 0,460
ANOVA
Fonte da e
variagéo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0,01968 1 0,0197 39,955 0,0002 5,318
Residuo 0,00394 8 0,0005
Total 0,02363 9
Produtos Observagbes Meédia
Vitremer 5 28,274
Dyract 5 4,098
F2000 5 9,208
ANOVA
Fonte da s
variagéo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 1623,5057 2 811,753 10882,86 0,000 3,885
Residuo 0,8951 12 0,075
Total 1624,4008 14
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MATERIAL E METODO

Figura 01. Obtencdo de esfregaco bucal dos animais para verificacdo da infeccdo

com S. sobrinus.

4.1. Procedimentos Cirdrgicos

Aos 25 dias de idade, os animais foram dessalivados cirurgicamente por
ligacdo dos ductos das glandulas pardtidas, usando fio de sutura n® 4 (Ethicon,
Johnson & Johnson) (FIG. 02) e remocdao das glandulas sublinguais e
submandibulares apos disseccao através de incisdo mediana (FIG. 03) (BOWEN et
al, 1988b). Nesse procedimento, os animais foram anestesiados através da via
intraperitoneal com hidrato de cloral na dose de 400 mg/kg. Todas as incisdes

foram fechadas com clipes cirtrgicos (Autoclip, Becton & Dickinson), que foram
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MATERIAL E METODO

removidos 3 dias apOs a dessalivacdo. Procedeu-se a cirurgia normalmente, sem

intercorréncias e todos os animais se recuperaram bem.

Figura 02. Ligagdo do ducto da glandula pardtida.
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MATERIAL E METODO

Figura 03. Remocao das glandulas sublinguais e submandibulares.

Aos 26 dias de idade os animais foram colocados aleatoriamente e
individualmente em gaiolas suspensas e divididos em 6 grupos (Experimento I) e 5
grupos (Experimento II) contendo cada grupo 10 animais, que receberam os

seguintes tratamentos:

53

Peres, R.C.R. Cariogenicidade de diferentes tipos de leites: efeito da suplementagdo com ferro.



MATERIAL E METODO

4.2. Experimento I

Grupo 1: solucdo de agua destilada, deionizada e esterilizada (ADE),

contendo 5% de sacarose, ad libiturm,
Grupo 2: leite bovino? (Leite da Granja® - Tipo A), ad libitum;

Grupo 3: leite elaborado em férmula infantil Nan II® (Nestlé Ind. e Com.

Ltda)? reconstituido com ADE, ad libiturm;

Grupo 4: leite elaborado em férmula infantil Nestogeno II° (Nestlé Ind. e

Com. Ltda)? reconstituido com ADE, ad /ibitum;

Grupo 5: leite elaborado em férmula infantil Ninho® coadjuvante de
crescimento (Nestlé Ind. e Com. Ltda)? reconstituido com ADE,

ad libitum;

Grupo 6: ADE ad /libitum.

4.3. Experimento 113

Grupo 1: solucdo de agua destilada, deionizada e esterilizada (ADE),

contendo 5% de sacarose, ad libitum;

2 Leites adquiridos em supermercados de Piracicaba. Leite bovino pasteurizado e armazenado em embalagem Tetra Pak
3 Realizado apés a avaliagio dos resultados do 1° experimento
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Grupo 2: leite humano?, ad /ibitum;

Grupo 3: leite Ninho® coadjuvante de crescimento (Nestlé Ind. e Com.

Ltda), reconstituido com ADE, ad /ibitum,

Grupo 4: leite Ninho® coadjuvante de crescimento (Nestlé Ind. e Com.

Ltda), com 88 ppm de Fe** reconstituido com ADE ,ad libitum;
Grupo 5: ADE, ad /ibitum.

Os grupos 1 e 6 do experimento I e os grupos 1 e 5 do experimento II
receberam dieta essencial-NCP#2 (Anexo 02) (BOWEN et al. 1997), via entubagdo
gastrica (gavage), duas vezes ao dia, 3 mL as 9 h e 2 mL as 14 h para suprir as
necessidades nutricionais (FIG. 04). O consumo diario de todos os liquidos foi
registrado, e ao final de cada semana os animais eram pesados (FIG. 05 e 06). Os
experimentos foram conduzidos de forma cega, e o periodo experimental foi de 21
dias. Apds esse periodo, os animais foram sacrificados por asfixia por CO, e

decapitados.

Em ambos os experimentos, foram realizadas anadlises microbioldgicas
para determinacao da microbiota total e da populacdao de S.sobrinus recuperada

(BOWEN et al., 1986); determinacdao do indice de carie pelo sistema de KEYES

4 Leite humano foi fornecido pelo Banco de Leite Materno do Hospital das Clinicas da Fac. de Medicina de Ribeirdo Preto-USP ¢
conservado a -20°C em freezer.
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(1958) modificado por LARSON (1981) e analises estatisticas ndo paramétricas

pelo método de Kruskal-Wallis (Bioestat for Windows versao 1.0).

Figura 04. Entubagdo gastrica para administracdo de dieta liquida NCP#2.
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Figura 06. Pesagem semanal dos animais.
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4.4. Preparo dos Leites

Os leites formulados foram preparados de acordo com as instrugdes do
fabricante. Mamadeiras autoclavadas, contendo 100 mL de leite preparado, foram
trocadas a cada 24 h as ratas durante o periodo do experimento. Com o leite
humano, a fim de se evitar a variabilidade dos resultados devido ao contetdo de
lactose e outros constituintes do leite de diversas maes, optou-se por
homogeneizar a cada dia varias garrafas de leite, para entdo distribui-las em
mamadeiras e serem oferecidas aos animais. O leite materno foi homogeneizado
mecanicamente, a cada 2 horas, apds o oferecimento aos animais. Toda medida

de volume foi realizada com proveta.

4.5. Analise Microbioldgica

Imediatamente apds o término dos experimentos I e II, a mandibula
esquerda de cada animal foi removida assepticamente (FIG. 07) e suspensa em 5
mL de solucao de NaCl a 0,9% esterilizada (FIG. 08) e sonicada com 3 pulsos de
10 segundos com descanso de 5 segundos (FIG. 09), a 400 W de poténcia e

amplitude de 10% (Sonics & Materials inc.), BOWEN et a/. (1986).
A partir da suspensdo obtida, foi feita diluicdo 1:100. Tanto a suspensao

quanto sua respectiva diluicdo, foram inoculadas, em duplicata, em agar sangue
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contendo 5% de sangue desfibrinado de carneiro (agar base, Difco Lab.), para
determinar a microbiota total, e em MSS para determinar a populacdo de S.
sobrinus recuperada (FIG. 10), através do equipamento Spiral-Plater (Whittley
Automatic Spiral Plater da DW Scientific). As placas de MSS e agar sangue foram
incubadas em uma atmosfera de 10% de CO,, a 37°C, por 48 horas. As placas de
agar sangue foram incubadas por mais 24 horas, a 37° C, em atmosfera normal. A
contagem de microrganismos foi expressa em u.f.c./mL (unidades formadoras de
colbnias), sendo contadas visualmente, utilizando lupa de aumento com luz e

estereomicroscopio (BOWEN et a/., 1986).

Figura 07. Remocdo da hemimandibula esquerda.

63

Peres, R.C.R. Cariogenicidade de diferentes tipos de leites: efeito da suplementagdo com ferro.




MATERIAL E METODO

Figura 09. Sonicagdo das amostras
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Figura 10. Inoculacdo da suspensdo em meio de cultura, utilizando maquina

Spiral Plater

4.6. Determinacao do indice de carie

As mandibulas e maxilas foram autoclavadas, por 30 seg., a 120°C,
dissecadas cuidadosamente e os dentes preparados para determinar indice de

cérie, utilizando-se o sistema de Keyes modificado por Larson (FIG. 11) (KEYES,

1958; LARSON, 1981).
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A determinacdo do indice de cdrie foi realizada em duas etapas
(utilizando aparelho de captura de imagem acoplado ao estereomicroscopio SV-6
Carl Zeiss). Inicialmente foi feita determinagdo das lesdes de superficies lisas
(bucais, linguais) e proximais. A segunda etapa correspondeu a avaliagdo das

lesBes presentes nos sulcos, apds coloracdo e seccionamento dos dentes.

Figura 11. Dissecacdo das mandibulas e maxilas para o indice de carie.

Na primeira etapa foram feitos dois tipos de avaliacbes. A primeira
consistiu na contagem do numero de pontos cariados em uma superficie. E uma

avaliacdo linear feita em unidades ou “areas”, que representam uma porgdo da
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superficie do dente. O nimero maximo de unidades que podem ser designadas a
uma superficie é predeterminado pelo seu tamanho. Na segunda avaliagdo foi
determinada a profundidade da lesdo na dentina. Os valores foram designados a
cada tipo de lesdo e registrados no diagrama (Anexo 03). O método de designagao
de valores envolveu julgamento da extensdo linear das lesdes e registro da
profundidade da lesdo. A aparéncia das lesGes cariosas tendo alcancado diferentes

profundidades, foi descrita como:
E - somente esmalte, esmalte branco e opaco;
Ds - lesdo leve da dentina, superficie do esmalte seca ou quebradica;
Dm -lesdo moderada da dentina, a dentina esta exposta;

Dx - lesdo extensa da dentina, a dentina esta mole ou faltando e pode estar

escura.

Na segunda etapa as maxilas e mandibulas foram coradas com
murexida 0,024% em etanol/agua (7:3) e seccionadas ao meio. As mandibulas e
maxilas ficaram em contato com a solucdo de murexida por 17 horas (FIG. 12). A
avaliacdo de carie nos sulcos foi alcangada por uma estimativa linear para um
sulco teoricamente aberto. A avaliacdo da profundidade da lesdo também 'foi

realizada. O nimero de sulcos examinados no 12, 22 e 32 molares mandibulares é
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3, 2 e 1, respectivamente; e no 1° 22 e 3° molares maxilares é 2, 1 e 1

respectivamente.

Figura 12. Maxilas e mandibulas coradas com murexida 0,024%
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4.7. Analise Estatistica

Inicialmente foi feita analise exploratdria, observando-se que os dados
nao apresentavam distribuicdo normal ou homocedasticidade (Shapiro-Wilk). Por
nao encontrar nenhuma transformac¢ao adequada aos dados, utilizou-se teste de
Kruskal-Wallis (Bioestat for Windows versao 1.0) para os resultados n3o

paramétricos de indice de carie.

4.8. Determinacdes do Perfil de Aciicares Presentes nos Leites®

Foi feito um perfil cromatografico qualitativo e quantitativo dos acticares
presentes nos leites estudados, por meio de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), utilizando Cromatdgrafo Liquido CG modelo 480 E, seguindo a

metodologia descrita por ALPENFELS ef al. (1982).

4.9. Determinacdo de Ferro Presente nos Leites®

Foi feita a determinacdo analitica quantitativa de ferro presente nos
leites estudados, assim como no leite suplementado com ferro (FeSO4) em nosso
laboratorio. Essa determinacdo foi realizada por meio da absorcdo atOmica,

utilizando forno de grafite, seguindo a metodologia descrita por COOK et a/, 1997.

SA determinagiio de agiicares nos leites estudados foi realizada pelo Laboratério de referéncia da América Latina da NESTLE
6 A determinaggo de ferro presente nos leites foi realizada pelos laboratérios da NESTLE e do CENA, USP
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4.10. Determinacio de Flor Total Presente nos Leites ’

A determinacdo de flGor total nas amostras dos diferentes tipos de leite
foi realizada pelo método de microdifusdo de ion flGor descrito por TAVES, 1968.
Esse método foi utilizado para extrair o flior das amostras de leites bovino,
humano e em férmulas infantis (Nan II®, Nestogeno II® e Ninho®) possuindo
como vantagens a eliminacdo de interferéncias como, por exemplo, pH da solucdo,
além de permitir o aumento da concentragdo do flilor na amostra em cerca de 7

vezes a partir de um volume inicial.

4.11. Determinacdo do Indice de Cariogenicidade Relativa dos

Leites

Esse indice foi realizado para comparar os resultados de carie entre os
experimentos I e II, analisando o potencial cariogénico relativo dos leites
avaliados. Os valores foram calculados baseando-se nos trabalhos de BOWEN et

al, 1980, 1997.

A determinagio de Flior dos leites foi realizada no laboratério de Bioquimica Oral da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
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A cariogenicidade relativa é calculada, somando o total de carie de sulco
e total de carie de superficie lisa produzidos pelo leite a ser analisado, subtraindo-
se a soma do total dos indices de carie de superficie lisa e sulco do controle
negativo (ADE). O valor obtido dessa subtracdo é dividido pelo valor resultante da
subtracdo do total dos indices de carie de superficie lisa e sulco do controle
positivo (5% de sacarose) do total dos indices de cdrie de superficie lisa e sulco da
ADE. Devem ser considerados os grupos controles positivo e negativo de cada
experimento, com o leite pertencente ao mesmo experimento em analise. Esse

calculo esta expresso na seguinte formula:

Leite TS+ TL~-ADE(TS+TL)
CR

Sac (TS+TL)-ADE(TS+TL)

Legenda

CR = cariogenicidade relativa.

Leite = leite a ser calculada a CR.

T S = total de carie de suico.

T L = total de cérie de superficie lisa.

ADE = agua destilada deionizada esterilizada.
Sac = grupo 5% de sacarose.

4.12. Aprovacio pela Comissio de Etica na Experimentacio
Animal (CEEA)

Os experimentos descritos neste trabalho foram aprovados pela CEEA / IB /

UNICAMP em 04 de maio de 1999 (Anexo 04).
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5. RESULTADOS

5.1. Experimento I

Todos os animais permaneceram aparentemente saudaveis durante o
experimento. Como esperado, 0 ganho de peso dos animais variou entre os
grupos. Animais que receberam alimentagao essencial via gavage (grupos: 5% de
sacarose € ADE) ganharam pouco peso ou nenhum em relacao aos demais. Os
animais pertencentes aos grupos dos leites formulados e bovino ganharam mais

peso que 0s grupos controles (TAB. 01 e GRAF. 01).

TABELA 01 - Média (erro padrao) do ganho de peso (g) das ratas dessalivadas,

apods 21 dias experimentais. (Experimento I)

5%  Leite Leite Leite Leite
Grupos _Sacarose* Bovino NanII® NestogenoII® Ninho® ADE*
Ganho de
7,0(0,9) 74,4 (2,3) 55,0 (2,2 72,3 (1,7 61,6 (1,5) 0,0 (1,5
peso (g) 0,9 (2,3) (2,2) 1,7) (1,5) 0,0(1,5)

ADE = agua destilada esterilizada* receberam dieta essencial via gavage.
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GRAFICO 01 - Média do ganho de peso (g) das ratas dessalivadas, apds 21 dias

experimentais (Experimento I).

A TAB. 02 e GRAF. 02 mostram 0s menores consumos de liquidos dos
grupos 5% de sacarose e ADE, e os maiores consumos dos demais grupos que

receberam leite.

TABELA 02 - Média (erro padrao) da quantidade de liquidos (mL) consumidos

diariamente pelas ratas. (Experimento I)

Grupos Sacarose* Bovino Nan II® Nestogeno II® Ninho®  ADE*

Consuimo
liquidos 405(2,0) 76,0(1,1) 77,8(3,6) 83,9(1,0) 83,9(0,9) 18,5(2,0)
(mL)

ADE = agua destilada esterilizada; * receberam dieta essencial via gavage.
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GRAFICO 02 — Média da quantidade de liquidos (mL) consumidos diariamente
pelas ratas (Experimento I).

Analisando a TAB. 03, observa-se que com relacdo a quantidade total
de microrganismos, o grupo do leite Nestogeno II® apresentou 0 menor niimero
de microrganismos, que diferiu estatisticamente de todos os grupos, exceto do
grupo que recebeu leite bovino (p<0,05). A guantidade, bem como a porcentagem
de S. sobrinus recuperadas de cada um dos grupos, ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante, exceto para o grupo que recebeu ADE, cuja

quantidade e porcentagem de S. sobrinus foram as menores (GRAF. 03)
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TABELA 03 - Média (Posto Médio)* da microbiota total, nimero e % de S.

sobrinus recuperados da cavidade bucal de ratos (Experimento I).

. - - - -
Microbiota sacsa::se Blée\:it:o N::t;t@ Nesttl)-;::o n° ngﬁ:f:@ ADE
Total 14,4 11,0 14,2 8,0 12,7 13,9
(x 10°) (40,9) 2 (26,7)®  (29,7)2 (14,3)° (37,0)2 (31,0)°2
S. sobrinus 7,4 4,2 3,9 3,7 74 0,05
(x10°) (41,2) 2 (34,002 (27,3)? (30,3) 2 (41,92 (5,7)°
S. sobrinus 47,3 38,5 32,5 50,0 54,5 0,5
(%) (36,9) ® (B2, (27,27 37,42 (40,3)2 (5,7)°

* Andlise estatistica ndo paramétrica por Kruskal-Wallis (p<0,05). Valores estatisticos diferentes

estdo seguidos por letras diferentes na horizontal.
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GRAFICO 03 — Média da porcentagem de S. sobrinus recuperada da cavidade
bucal das ratas que receberam diferentes tipos de leites (Experimento I).
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Analisando a TAB. 04, pode-se observar com relacdo aos indices de
carie de superficie lisa, que o grupo 5% de sacarose apresentou 0 maior nimero
de carie, diferindo estatisticamente dos demais (p<0,05), exceto do grupo Ninho®
em severidade (Ds - lesdo leve de dentina). Quanto ao total de superficie lisa, o
leite bovino causou o menor indice de carie quando comparado com os grupos dos
leites em férmulas infantis e ndo diferiu estatisticamente do grupo que recebeu
ADE. Os leites em férmulas infantis apresentaram os maiores indices de carie entre

os leites testados, nao diferindo entre si.

TABELA 04 — Média (Posto Médio) do indice de carie* do total de superficies lisas

e severidade em ratas dessalivadas. (Experimento I)

Indicede 5%de Leite Leite Leite
Carie Sacarose Bovino NanII® NestogenoII® Ninho® ADE
Total Sup. 74,0 4,0 33,8 30,4 30,6 2,3
Lisa (53,5)* (10,7)° (36,7)°¢ (33,9) (33,8 (93)°
Ds 50,9 1,5 3,6 7,5 11,8 0,7
(543)° (1900 (262)™ (26,9) ™ (40,0* (1,7)°
16,9 0,5 2,4 1,4 3,3 0,2
bm (5002 @1,7* (304> (260" (345"  (155)°

* Método de Keys (1958) modificado por Larson (1981). Andlise estatistica ndo paramétrica por
Kruskal-Wallis (p<0,05). Valores estatisticos diferentes estdo seguidos por letras diferentes na
horizontal; Ds — les3o leve da dentina; Dm — lesdo moderada da dentina
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Com relagao a severidade da lesdo na superficie lisa (Ds), o grupo do
leite bovino apresentou um indice de carie baixo, ndo diferindo estatisticamente do
grupo ADE, assim como dos leites Nan II® e Nestogeno II®, que apresentaram
indices intermediarios de céries, ndo diferindo do grupo ADE e Ninho®. O grupo
Ninho®, entretanto, apresentou o indice mais alto dentre os leites avaliados, ndo
diferindo estatisticamente do grupo 5% de sacarose, mas diferindo
estatisticamente do grupo ADE. Analisando a severidade da lesdo na superficie lisa
(Dm - lesdo moderada da dentina), o grupo Ninho® apresentou alto indice de
carie, quando comparado com os demais leites testados, diferindo estatisticamente
do grupo ADE. Os grupos bovino, Nan II® e Nestogeno II® ndo diferiram

significativamente entre si nem do grupo ADE.

A TAB. 05 mostra os indices de carie de sulco e sua severidade. O maior
indice de carie total de sulco foi observado novamente nos animais que receberam
solucao contendo 5% de sacarose, o qual diferiu estatisticamente dos demais
(p<0,05). Os leites em férmulas infantis ndo diferiram estatisticamente entre si,
porém apenas os leites Nan II® e Nestogeno II® ndo diferiram do leite bovino, o

qual foi o Gnico que ndo diferiu estatisticamente do grupo ADE.
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TABELA 05 — Média (Posto Médio) do indice de carie* do total de sulco e

severidade em ratas dessalivadas (Experimento I).

Indice
de 5% Leite Leite Leite Leite ADE
Carie Sacarose Bovino NanII® NestogenoII® Ninho®
Total 57,9 24,0 35,7 34,1 383 11,0
Sulco (53,7)%? (19,1)™ (31,7) %™ (31,7) ™ (35,7)¢ (7,0)¢
Ds 35,1 3,4 15,4 15,3 32,5 2,1
(51,6) ° (12,3 (29,9)° (294 € (467)° (82)°
11,2 3,1 2,8 3,0 3,8 1,1
Dm

(50,52 (1500  (28,6) "™ (31,7) ™ (35,8) * (16,9) ¢

* Método de Keys (1958) modificado por Larson (1981). Analise estatistica ndo paramétrica por
Kruskal-Wallis (p<0,05). Valores estatisticos diferentes estdo seguidos por letras diferentes na
horizontal; Ds — lesdo leve da dentina; Dm — lesdo moderada da dentina.

Analisando a profundidade da carie de sulco (Ds), os grupos 5% de
sacarose e leite Ninho® apresentaram os maiores indices de cérie, ndo diferindo
estatisticamente entre si. O leite bovino apresentou o0 menor indice de carie, ndo
diferindo estatisticamente do grupo ADE. Os leites formulados Nan II® e
Nestogeno II® ndo diferiram estatisticamente entre si, diferindo dos demais
grupos. Com relagdo a profundidade da carie de suico (Dm), os grupos 5% de
sacarose e Ninho® novamente apresentaram os maiores indices de caries, ndo
diferindo estatisticamente entre si (p<0,05). O leite bovino apresentou o menor
indice de carie, seguido do Nan II® que ndo diferiram estatisticamente entre si e do

grupo ADE. Os leites formulados nao diferiram entre si estatisticamente.
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Todos os leites em formulas infantis foram considerados cariogénicos,
porém o Ninho® apresentou maior cariogenicidade que os demais leites, por ndo
diferir do grupo 5% sacarose em algumas severidades de carie (Ds de superficie
lisa, Ds € Dm de sulco) e diferir estatisticamente, em todos os indices, do grupo

ADE.

5.2 Experimento II

A semelhanga do Experimento I, 0s animais permaneceram
aparentemente saudaveis por todo o periodo experimental. Como esperado, o
ganho de peso dos animais variou entre os grupos. Os animais que receberam
alimentacdo essencial via gavage (grupos: 5% de sacarose e ADE) ganharam
pouco peso em relacdo aos demais (TAB. 06 e GRAF. 04). Os animais pertencentes
aos grupos dos leites formulados administrados ad /ibitum ganharam mais peso

que os grupos controles e leite humano.
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TABELA 06 - Média (erro padrdo) do ganho de peso (g) das ratas dessalivadas

apos 21 dias experimentais (Experimento II).

5% Leite Leite Leite N
Grupos Sacarose* Humano Ninho® Ninho® Fe ADE
Ganho de
Peso () 12,6 (1,2) 151(4) 73,7(21) 71,5(,7) 2,6(1,4)

ADE = agua destilada esterilizada; * receberam dieta essencial via gavage.

80
70
60
50
40

GANHO DE PESO (g)

o ,
5% de Leite Humano Leite Ninho Leite Ninho Fe ADE
Sacarose

GRAFICO 04 - Média do ganho de peso (g) das ratas dessalivadas, apds 21 dias

experimentais (Experimento II).

A TAB. 07 e GRAF. 05 mostram os menores consumos de liquidos dos

grupos 5% de sacarose, ADE e leite humano, e os maiores consumos dos demais

grupos.
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TABELA 07 - Média (erro padrao) da quantidade de liguidos (mL) consumidos
diariamente pelas ratas. (Experimento II)

Grupos 5%  Leite  Leite Leite ADE*
Sacarose* Humano Ninho® Ninho® Fe

Consumo de

Liquido(mL) 33814 234(,8 716(1,7) 73,8(1,7) 142(07)
ADE = agua destilada esterilizada; * receberam dieta essencial via gavage.

80
70
60

Consumo de Liquido (mL)
e
e

5% de Leite Humano Leite Ninho Leite Ninho Fe ADE
Sacarose

GRAFICO 05 - Média da quantidade de liquidos (mL) consumidos diariamente
pelas ratas (Experimento II).

Analisando os resultados da microbiota na TAB. 08, observa-se que, com
relacdo a quantidade total de microrganismos, o grupo 5% sacarose, juntamente
com os grupos dos leites humano, Ninho® ndo diferiram estatisticamente entre si
(p<0,05), porém o grupo leite Ninho®+Fe*™ n3o diferiu estatisticamente da ADE e

de 5% sacarose. O nimero e a porcentagem de S. sobrinus recuperado da
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cavidade bucal foram significativamente menores nos grupos que receberam ADE
e Ninho®+Fe*" e ndo diferiram estatisticamente entre si (p<0,05). Os demais

grupos apresentaram maior colonizacdo de S. sobrinus e nao diferiram

estatisticamente entre si (GRAF. 06).

TABELA 08. Valores da Média (Posto Médio)* da microbiota total, S. sobrinus e %

de S.sobrinus recuperados da cavidade bucal das ratas. (Experimento II)

5% Leite Leite Leite ADE
Microbiota Sacarose Humano Ninho® Ninho® Fe
Total 38,0 X 35,8 28,2 43,0 b 78,0 b
6,6) ° 16,3) @ a 1,4 32,
(x10%) (26,6) (16,3) (18,6) (314) (32,8)
] 7,1 6,5 6,8 0,6 0,05
s'f:ft‘;';"s (35,0) ° (32,5) ° 33,3)° 166)° (55"
) 22,3 27,1 26,7 1,5 0,05
55‘(,5/:,)"05 (32,6) ° (34,3) ° (35,0) ® (14,7)° 65)°

*Anadlise estatistica ndo paramétrica por Kruskal-Wallis (p<0,05). Valores estatisticos diferentes
estdo seguidos por letras diferentes na horizontal.
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GRAFICO 06 — Média da porcentagem de S. sobrinus recuperada da cavidade
bucal de ratas que receberam diferentes tipos de leites. (Experimento II)

Analisando a TAB. 09, podemos observar que, com relacdo ao total de
carie de superficie lisa e severidade (Ds), os animais que receberam 5% sacarose
apresentaram o maior indice de carie, nao diferindo estatisticamente do grupo
Ninho® (p<0,05). Dos leites avaliados, os grupos que receberam leites humano e
Ninho®+Fe'*™ apresentaram os menores indices de carie, ndo diferindo
estatisticamente entre si. Entretanto, o leite humano apresentou o menor potencial
cariogénico, pois nao diferiu estatisticamente da agua destilada. O leite Ninho® +
Fe** apresentou um indice de carie mais baixo que o Ninho®, diferindo

estatisticamente entre si.
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TABELA 09. Valores da Média (Posto Médio) do indice de carie* do total de

superficie lisa e severidade em ratas dessalivadas. (Experimento II)

Indice 5% Leite Leite Leite ADE
de Carie Sacarose Humano Ninho® Ninho® Fe

Total 91,6 18,7 54,1 26,8 7,5

Sup. (4487 (168>  (350) 21" @7
64,4 9,1 38,3 15,3 1,9

Ds (44,1 (19,4) (35,5) (21,7)° (6,7)°
29,8 0,9 6,7 4,6 0,1

Dm (45,0)° (19,4) ™ (35,5)° @1,7)™ 6,7)°

* Método de Keys modificado por Larson (1981). Analise estatistica ndo paramétrica por Kruskal-
Wallis (p<0,05). Valores estatisticos diferentes estdo seguidos por letras diferentes na horizontal;
Ds — lesdo leve da dentina; Dm — lesdo moderada da dentina

Analisando a severidade da lesao na superficie lisa (Dm), o grupo 5%
sacarose apresentou o maior indice, diferindo estatisticamente dos demais
(p<0,05). Os grupos dos leites humano e Ninho®+Fe** apresentaram os menores
indices de carie, ndo diferindo estatisticamente entre si (p<0,05). Entretanto, o
leite humano foi o Gnico que ndo diferiu estatisticamente da ADE e o grupo

Ninho®+Fe*™ ndo diferiu estatisticamente do leite Ninho®.

A TAB. 10 representa os valores de lesao de sulco. Com relacdo ao total de
carie presente no sulco (total sulco), os grupos 5% sacarose e Ninho®

apresentaram os maiores indices de carie, ndo diferindo estatisticamente entre si
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(p<0,05). Dos leites avaliados, os leites humano e Ninho®+Fe*" apresentaram os
menores indices de carie, ndo diferindo estatisticamente entre si (p<0,05).
Entretanto, o grupo Ninho®+Fe** também n3o diferiu estatisticamente do leite
Ninho®, enquanto o leite humano ndo diferiu estatisticamente do grupo ADE, a

semelhanca do resultado obtido no indice de carie total de superficie lisa.

TABELA 10. Valores da Média (Posto Médio) do indice de carie* do total de sulco

e severidade em ratas dessalivadas. (Experimento II)

Indicede o, 4o Leite Leite Leite ADE
Carie Sacarose Humano Ninho® Ninho® Fe
Total 71,6 20,3 63,3 35,1 2,3
Sulco  (43,8)° (16,1) ™ A 249"  (55°
36,5 6,9 27,1 8,0 1,0
Ds (43,2) ° (18,3) ™ (38,0) 20"  60)°
19,8 0,5 10,4 2,1 0,0
bm (45,1) ° (14,4) ™ 35,4) 1,0  @15°

* Método de Keys (1958) modificado por Larson (1981). Andlise estatistica ndo paramétrica
por Kruskal-Wallis (p<0,05). Valores estatisticos diferentes estdo seguidos por letras diferentes na
horizontal ; Ds — les3o leve da dentina; Dm — lesdc moderada da dentina.

Ainda na TAB. 10, podemos observar com relacao a severidade da lesdo de
sulco (Ds), que os grupos 5% sacarose e Ninho® apresentaram os maiores indices
de carie, nao diferindo estatisticamente entre si (p<0,05). Dos 3 leites avaliados,

os leites humano e Ninho®+Fe** apresentaram os menores indices, ndo diferindo
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estatisticamente entre si. Entre os dois, o leite humano apresentou 0 menor indice
de carie, ndo diferindo estatisticamente da agua destilada (p<0,05). O
Ninho®+Fe** apresentou menor cariogenicidade que o Ninho®, apresentando
diferenca estatistica (p<0,05). Observando os valores de Dm de sulco, podemos
notar que igualmente & lesdo de sulco (Ds), 0s grupos 5% sacarose e Ninho®
apresentaram 0s maiores indices de cdrie ndo diferindo estatisticamente entre si.
Os demais grupos ndo apresentaram diferenca estatistica entre si (p<0,05),

porém novamente o leite humano ndo diferiu estatisticamente dos grupos ADE e

Ninho®+Fe** .

5.3. Determinacdo dos Aclicares e Fe Presentes nos Leites

De acordo com a TAB. 11, podemos observar que os leites bovino e
humano apresentaram uma quantidade extremamente inferior de ferro em relagao
aos demais leites avaliados. O leite Ninho suplementado inicialmente com 88 ppm
de Fe'*, utilizado do experimento II, apresentou 87 ppm na formulacdo final. O
acucar encontrado nos leites bovino e humano foi a lactose e em concentracao
inferior a dos leites formulados. Entretanto, o leite humano possui 1,7 vezes mais

lactose que o bovino.
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Os leites formulados, além da lactose, apresentaram outros agucares, como
a maltodextrina (Nestogeno II® e Nan II®), sacarose (Ninho® e Nestogeno II®),
glicose (Ninho®) e frutose (Ninho®). O leite Ninho® apresentou uma maior

variabilidade de acticares com relacdo aos demais.

TABELA 11 - Acticares(%) e Ferro (mg/100g) presentes nos leites avaliados.

LEITES Ferro Malto- Lactose Sacarose Glicose Frutose
mg/100g dextrina (%) (%) (%) (%) (%)
Leite
Bovino 0,038 ) 4,9 ) ) i
Tipo A
Leite
Humano 0,026 ) 83
Ninho® 9,4 - 29 9,3 1,5 2,1
Nestogeno 8,5 8 29 14 - -
11°
Nan II® 8,7 13 44 - - -
Ninho®. + &7 (87 - 29 9,3 1,5 1,5

Fe (88 ppm) ppm)
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5.4. Determinacdo da Quantidade de Fllor Total nos Leites

A concentracao de fllor encontrada nas amostras dos leites bovino,
humano e Ninho®, foi inferior ao limite de sensibilidade do método utilizado
(<0,02), entretanto os leites Nan II® e Nestogeno II® apresentaram concentracdes

de fllor de aproximadamente 0,5 ppm (Tabela 12).

TABELA 12 — Fluior Total (ppm) presente nos leites avaliados.

Bovino 0,02 (0,01)
Humano 0,00 (0,00)
Nan II® 0,53 (0,15)
Nestogeno II® 0,51 (0,09)
Ninho® 0,02 (0,02)

Método: Microdifusdo de ions flGior (TAVES, 1968).

5.5. Determinacdo do Indice de Cariogenicidade Relativa dos

Leites - Classificacdo dos Fluidos

A Tabela seguinte mostra a cariogenicidade relativa dos leites avaliados
com base na classificacdo proposta por Bowen et a/ (1980; 1997). Nessa tabela é

possivel observar os menores indices de cariogenicidade representados pelos leites
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bovino e humano, assim como uma cariogenicidade moderada do leite Ninho®
suplementado com ferro. Os leites em férmulas infantis Nestogeno II°, Nan II® e

Ninho® apresentaram os maiores indices de cariogenicidade relativa.

TABELA 13 - indice de Cariogenicidade Relativa dos Leites

ud;)ldos'\}e;fé\tios Canogemc:&éde Relativa
Sacarose 1
Ninho® exp. I 0,50 1
0,60 _
Ninho® exp. II 0,70 J
Nan II® 0,50
Nestogeno II® 0,43
Ninho® + Fe** 0,33
Leite Humano 0,18
Leite Bovino 0,12

* O calculo foi baseado nos trabalhos de BOWEN et a/. (1980, 1997)
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6. DISCUSSAO

O modelo de rato dessalivado para desenvolvimento de céarie utilizado
nestes experimentos promove um dos mais severos desafios cariogénicos
disponiveis (BOWEN et a/, 1988b). Apesar de diferirem em alguns detalhes dos
dentes humanos, 0 modelo animal oferece vantagens por permitir o processo de
iniciacdo da cdrie, assim como o crescimento de microrganismos cariogénicos. Os
Streptococcus mutans s3o quase sempre cariogénicos em hamsters e sdo capazes
de provocar carie em todos os trés tipos de superficies dentarias (KRASSE, 1965).
Entretanto, qualquer afirmativa em relagdo a associacdo de microrganismos com a
carie dentaria em humano deve basear-se em analises de dados experimentais e
epidemiolégicos coletados de estudos em humanos (THYLSTRUP, 1988).
Resultados de inUmeros estudos mostram que microrganismos cariogénicos
isolados de humanos induzem caries em ratos, aclicares promovem carie em
animais (BOWEN et a/, 1986) e o flior em varias formas previne carie em
roedores (LARSON et al., 1976; ROSALEN et al, 1997), sendo coerente afirmar

que experimentos conduzidos em ratos sdo relevantes em humanos.

Em nosso trabalho foi possivel constatar que o modelo de carie em
ratos dessalivados desenvolveu lesdes cariosas significantes nos animais
pertencentes ao grupo controle positivo (5% sacarose), enquanto no controle

negativo essas lesdes foram irrelevantes. E importante esclarecer que a carie
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observada no grupo controle negativo (ADE) foi provavelmente devido a dois
motivos. Primeiramente, antes da cirurgia de dessalivacao, os animais receberam
durante 7 dias alimentacao contendo 56% de sacarose denominada dieta 2000,
assim como, agua contendo 10% de sacarose, as quais poderiam ser responsaveis
por desmineralizagdo na superficie dos dentes a semelhanca do obsérvado por
outros autores (BOWEN et a/, 1997). Além disso, apds a administracdo da dieta
NCP#2, os animais dos grupos controles regurgitavam o liquido, que continha
carboidratos em sua constituicdo, permitindo o contato indesejavel sobre a
superficie dos dentes e consequentemente lesdo. Nos grupos testes, 0os animais
também desenvolveram carie dental com padrdes caracteristicos cujos resultados
serdao discutidos posteriormente. Durante todo o experimento, os animais
permaneceram aparentemente sauddveis e, embora existam relatos de que é
baixo 0 ganho de peso nos animais submetidos a este modelo experimental
(BOWEN et al., 1988a, 1988b), nossos dados mostram que a maioria dos animais
que recebeu leite ad /ibitum teve maior ganho de peso, porém aqueles que tiveram
uma dieta essencial controlada (NCP#2, administrada via gavage, duas vezes ao
dia) ganharam pouco ou nenhum peso devido a esse tipo de restricdao (TAB. 01 e
06). Tais valores de peso estdo de acordo com relato da literatura, que mostrou,
em um experimento semelhante, que os grupos recebendo ADE e solugdo de

sacarose a 5% nao apresentaram nenhum ganho de peso ao final do experimento,
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pelo contrario tiveram uma perda de 15 g no grupo que recebia NCP#2, via

gavage, e agua destilada (BOWEN et a/.,, 1997).

A reduzida quantidade de liquidos consumida pelos grupos controles
(TAB. 02 e 07), que receberam dieta essencial NCP#2, pode justificar em parte o
pequeno ganho de peso em relagdo aos demais grupos, uma vez que a dieta
essencial, por satisfazer as necessidades nutricionais dos animais, ndo os
estimulava ao maior consumo de liquidos. Dos leites avaliados, o grupo que
recebeu leite humano apresentou consumo inferior em relagdo aos demais leites e
ao controle positivo (Tabela 7), embora com um ganho de peso semelhante a esse
controle. Isso pode ser devido a formacdo de fases (“quebra” de emulsdo do leite
humano), que ocorria durante o periodo de ndao-homogeneizacdo do leite, fazendo
com que as ratas consumissem primeiramente a fase inferior da emulsao que era
constituida de agua e elementos sollveis, como a lactose, a qual provavelmente
foi responsavel em provocar diarréias nos animais. Esses dados estdo de acordo
com LIUZZI et al, 1998, que, ao avaliarem o efeito da diarréia induzida pela
lactose sobre a absorcao de vitaminas A e E em ratos, observaram que a lactose
causou reducao significante na ingestdao de alimento, produziu diarréia que
persistiu durante todo o experimento, e diminuiu absorcdo de vitaminas A e
principalmente vitamina E. Além disso, os baixos consumo e ganho de peso
verificados nos animais que receberam leite humano também podem estar
associados a diferenca na composicdo dos leites, uma vez que os leites em
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férmulas infantis apresentaram diferentes tipos de aclcares (TAB.11), sendo
possivel que o paladar diferenciado tenha determinado ingestdes distintas.
Entretanto, apesar das diferencas de ingestdes, € importante considerar no
processo de indugdo de cdrie a freqliéncia de consumo de alimentos avaliados

(BOWEN et al, 1991; BOWEN & PEARSON, 1993).

Ao comparar o consumo dos liquidos ingeridos, deve-se ressaltar que
diferentes quantidades foram consumidas nos grupos experimentais, e que tanto a
freqli€ncia quanto a quantidade de ingestdo de liquidos oferecidos ad /ibitum nao
foram controlados neste experimento, ficando o consumo na dependéncia da
espontaneidade do animal. Entretanto, BOWEN ef al, 1990a, explicam, ao
utilizarem esse tipo de delineamento que se igual ou superior gquantidade de
liquidos testados é consumido, quando comparado ao grupo sacarose (controle
positivo), ou seja, se o volume consumido do liguido menos cariogénico excede o
volume do liquido mais cariogénico, comparacGes validas podem ser realizadas.
Por outro lado, se mais solugdo de sacarose é consumida, quando comparado aos
liquidos testados, faz-se necesséria a utilizacdo de alimentacdo programada para
atingir dados significativos. No nosso experimento, excetuando-se o leite humano,
o volume consumido de liquidos menos cariogénicos excedeu o consumo de liquido
considerado mais cariogénico (sacarose 5%) (TAB. 02 e 07) a semelhanga de
outros relatos da literatura (BOWEN et a/,, 1991; BOWEN & PEARSON, 1993). O
grupo leite humano, teve uma ingestdo de 23,4 mlL/dia, a qual foi inferior ao
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controle positivo. Essa diferencga talvez ndo tenha nenhuma significancia bioldgica
neste estudo devido ao intenso desafio cariogénico produzido (BOWEN et al.,

1986).

Com relagdo a infeccdo do microrganismo S, sobrinus 6715 recuperado
da cavidade bucal das ratas, podemos observar que todos os leites avaliados
mantiveram a infeccdo do microrganismo (TAB. 03 e 08), o que estd de acordo
com relatos anteriores, que mostram que a sacarose ndo € o Unico aglcar que
pode manter a infecgdo de microrganismos do grupo mutans (BOWEN et al,
1997). Ao analisar o perfil de aglcares (TAB. 11), observa-se que os leites bovino
e humano apresentaram qualitativa e quantitativamente menos aclcares
fermentdveis pelos microrganismos que os leites em formulas infantis, cerca de 6,0
e 3,5 vezes menos lactose, respectivamente, que os leites Ninho® e Nestogeno 11°.
No entanto, quanto as andlises microbioldgicas, verificou-se que essa diferenca
apresentada na tabela de aclcares ndo resultou em um menor crescimento
bacteriano. Segundo relatos da literatura, em geral, os mais altos indices de
infeccdo por S. sobrinus sao observados nos animais que receberam solugao
contendo 5% ou 10% de sacarose (BOWEN & PEARSON, 1993). Em nosso
experimento, a colonizagao por S. sobrinus do grupo contendo 5% de sacarose
ndo diferenciou dos demais grupos testes, a excecdo do grupo ADE e Ninho +
Fe™*, indicando que o numero de S, sobrinus foi importante para o aparecimento
da cérie dental nos grupos testados, mas ndo foi determinante, sendo que outros
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fatores, como o0s componentes dos leites, poderiam justificar as diferencas
encontradas em relagdo ao potencial cariogénico dos mesmos. Entretanto, os
dados enfatizam a importancia da interagdo entre bactéria e dieta na patogénese
da carie, haja visto que os niveis de infecgdo nos animais que receb.eram ADE

foram insignificantes (TANZER, 1981; BOWEN ef a/., 1997).

A porcentagem de S. sobrinus no leite suplementado com ferro nao
diferiu do controle negativo (experimento II, Tabela 8) e foi significantemente
menor em relagdo ao controle positivo e aos demais leites, a semelhanca do
trabatho de MIGUEL et a/, 1997a,b, que utilizaram aglcar co-cristalizado com 88
ppm de Fe*™™ em ratos dessalivados. Inimeros estudos tém descrito mecanismos
diferentes para os efeitos de diversos ions, entre eles o ferro, na reducdo da
colonizacdo de estreptococos do grupo mutans e do indice de cérie (OPPERMAN &
ROLLA, 1980; DAVEY & EMBERY, 1992; BOWEN & PEARSON, 1992; BOWEN &
PEARSON, 1994). O mecanismo preciso do efeito cariostatico do ferro permanece
obscuro. BEIGHTON & MCDOUGALL (1981) relataram que no biofilme bacteriano
dental de ratos alimentados com agua contendo 500 ppm de Fe*™ (FeCls. 6H,0)
havia significantemente menor quantidade de estreptococos e S. mutans que 0s
grupos controles, a semelhanca do nosso experimento. Estes dados ndo confirmam

as observagBes de ARANHA et al. (1982), que relataram aumento do crescimento

dos S. mutans em um sistema guimostato Teflon®, seguido da adicio de até
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5,4uM de ferro. Parece que S. mutans requer ferro, mas quando em excesso pode

ter um efeito inibitério (STRACHAN &t al., 1982).

Apesar de existirem controvérsias com relacdo ao efeito do ferro sobre
0Ss microrganismos, experimentos prévios demonstraram reducdo similar nos
indices de carie de superficies lisa e de sulco, quando ferro foi adicionado a
sacarose, sugerindo que outros mecanismos, € ndo a especifica atividade
antibacteriana, poderiam estar envolvidos no efeito cariostatico do ferro adicionado
a sacarose (MIGUEL et al, 1997a,b,c; ROSALEN et al, 1996). Segundo
OPPERMANN & ROLLA (1980), o ferro pode também influenciar o metabolismo da
glicose na placa, o que poderia explicar as baixas concentracdes do principal acido
organico, lactico e acidos totais encontrados no experimento de ROSALEN et a/.
(1996). Um outro papel do ferro é proteger, da inativacao por O,, o sistema
piruvato formato-liase, uma importante via alternativa utilizada pelos S. mutans
para o metabolismo da glicose (ABBE, 1982). Durante a privagdo da glicose, ocorre
aumento da atividade do piruvato formato-liase para produzir formato, acetato,
etanol e quantidade reduzida de lactato (HILLMAN, 1978). Esses acidos sdo
importantes para a formagdo da carie, entretanto lactato tem baixo pKa e os
outros acidos tém um pKa mais elevado, o que significa que menos &cidos
ionizados se difundem para dentro da estrutura do esmalte para se dissociarem,
resultando em menor perda de mineral da estrutura do esmalte (MARGOLIS &
MORENO, 1994). Assim, o ferro pode atuar diretamente na via glicolitica, inibindo-
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a, para atuar indiretamente no sistema piruvato formato-liase, tornando a placa

menos acidogénica.

Uma outra funcdo do ferro sobre a diminuicdo da producdo dé acido é a
inibicdo de enzimas que contém S-H e, possivelmente, deslocamento do co-fator
Mg®* requerido por inimeras enzimas transportadoras de aclcar (OPPERMANN &
ROLLA, 1980). O ferro pode também ter um efeito inibitério sobre a producio de
polissacarideos extracelulares a partir de microrganismos orais e inibir atividade da
dextranase extracelular (GUGGENHEIM, 1970, IGARASHI ef &/, 1992), que tem a
funcdo de regular a produgdo de glucanos insol(veis (WALKER et a/,, 1981; SUN et
al, 1994). Experimentos com S. mutans mutantes, ou seja, desprovidos de
glucano insolivel pela atividade da glucosiltransferase (GTF-I e GTF-SI),
demonstraram que a redu¢do da producdo de glucanos insollveis pode diminuir a
incidéncia de carie de superficie lisa e, em menor extensdo, carie de sulco em

ratos (HAMADA et al.,, 1991; MUNRO et al., 1991; YAMASHITA et a/., 1992, 1993).

Nossos dados mostraram que, ao adicionar ferro (sulfato ferroso) ao
leite considerado mais cariogénico do primeiro experimento (Ninho — TAB. 04 e
05), observou-se que o sulfato ferroso atuou reduzindo moderadamente a
cariogenicidade do leite Ninho® (Tabela 13), sendo efetivo tanto na reducdo do
total de cérie de superficie lisa (reducdo de 50,5%), quanto no total de sulco
(reducdo de 44,5%). Tal resultado ndo difere de outros relatos, onde se observou,

em maior propor¢do reducdo de carie de superficie lisa (HAMADA et a/, 1991;
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YAMASHITA et al.,, 1992, 1993; MUNRO et a/,, 1991, 1995). Segundo tais autores,
o efeito inibitério do ferro sobre a glucosiltransferase poderia explicar em parte
essas observagdes. A redugdo de carie de sulco em severidade pode ser explicada
pelos achados de BEIGHTON & MCDOUGALL (1981), ao observarem que a
microbiota da placa da fissura dos dentes de ratos era afetada pelo ferro que se
depositava nessa regido. Ainda neste trabalho, os ratos que receberam 500 ppm
de ferro na agua tinham significantemente menor nimero de S. mutans na placa.
Além disso, a prdpria anatomia do sulco dos molares dos ratos, que apresentam
dentina exposta, podem explicar tal efeito na redugdo de carie de sulco por facilitar
a deposicao do ferro (PER TORELL, 1988). Embora o mecanismo ndo seja claro, o
tipo de ferro utilizado (sulfato ferroso), por ser inorgdnico, pode causar manchas
extrinsecas nos dentes (ADDY & MORAN, 1995). Entretanto, no nosso
experimento, durante a fase de avaliagdo do indice de carie, ndo foi observado
nenhum tipo de mancha que discriminasse o0 grupo que recebeu leite

suplementado com ferro (FeSOys).

O leite Ninho suplementado com ferro, quando comparadoA ao Ninho,
demonstrou uma redugdo do potencial cariogénico em aproximadamente 50%
(Tabela 13). Essa redugdo poderia ainda ser maior que a observada, se o Fe
tivesse uma alta biodisponibilidade, ou seja, se a lactoferrina — uma proteina que
se liga ao ferro - ou outros componentes de baixo peso molecular presentes no
leite, ndo se ligassem a esse metal, indisponibilizando-o, em parte, para a bactéria
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(MCMILLAN et al, 1977; FRANSSON et al, 1980; DAVIDSON et al,1994).
Entretanto, tais resultados podem ser considerados promissores estimulando a
elaboragao de futuros trabalhos no sentido de se obterem formas désse metal
mais disponivel e menos reativa com lactoferrina, sendo talvez mais efetiva na

reducdo da cdrie dental e na prevengdo da anemia ferropriva.

Embora o ferro seja essencial no combate a anemia ferropriva, é
importante ressalvar que 0 uso de alimentos suplementados com ferro em pessoas
portadoras da Talassemia deve ser criterioso, tendo em vista que em tais
individuos o excesso de absorcao de ferro presente na dieta, associado ao aciimulo
desse ion em decorréncias das transfusGes requeridas podem promover injlrias

aos pacientes, como por exemplo, hemocromatose (COTRAN ef al., 1994).

Além da avaliagdo do potencial cariogénico do leite suplementado,
observamos diferentes potenciais cariogénicos nos demais tipos de leite utilizados
nos nossos experimentos. Entre os diversos tipos de leites avaliados no nosso
trabalho, o leite bovino se destacou pela baixa inducdo de cérie tanto na superficie
lisa quanto na regido de sulco (TAB. 04 e 05). Esses achados confirmam outros
relatos que, da mesma forma, observaram baixa a cariogenicidade desse tipo de
leite (WEISS & BIBBY, 1966; JENKINS & FERGUSON, 1966; VIANNA, 1971; DEVER
et al,, 1987; BOWEN et a/, 1991; ARAUJO et al, 1998). Nesses trabalhos, os
autores sugeriram que o leite bovino possui potencial anticariogénico, devido a

presenca de diversos componentes como Ca e P sob a forma ibnica e também da
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caseina, que possui acao antibacteriana, podendo interferir nos fendmenos de
desmineralizagdo e remineralizacdo do esmalte. A baixa cariogenicidade,
observada nos nossos resultados, parece nao estar relacionada com a viabilidade
direta dos microrganismos, pois ndao foi observada nenhuma diferenca
estatisticamente significante na microbiota total ou na populacdo de S.sobrinus,
exceto no grupo da controle negativo (TAB. 03), a semelhanca dos trabalhos de
BOWEN & PEARSON (1993) e ERICKSON et a/. (1998) . O alto consumo observado
no grupo que recebeu o leite bovino também ndo promoveu efeito de “lavagem”
ou uma redugdo mecanica no nimero de microrganismos da boca dos animais
semelhante as observacdes feitas por BOWEN & PEARSON em 1993. Esses
autores, ao analisarem o efeito do leite com 2% de gordura sobre a superficie dos
dentes de ratos, ressaltaram a importancia dos diversos componentes do leite
bovino na protecdo do esmalte, como as fosfoproteinas, em destaque a caseina,
que além de atuar sobre os microrganismos, pode também formar micelas,
originando complexos muito estdveis com grande quantidade de Ca e P,
apresentando maior capacidade tampao e maior afinidade por hidroxiapatita
(SWAUSGOOQOD, 1985; HOLT, 1992; ROLLEMA, 1992; VACCA-SMITH & BOWEN,

1995; VACCA SMITH & BOWEN, 2000b).

Em nosso experimento, devido ao delineamento utilizado, ndo foi
possivel concluir que o leite bovino apresenta propriedade anticarie, a semelhanga

do trabalho de BOWEN & PEARSON (1993), que constataram tal atividade ao
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observar menor cariogenicidade do leite bovino com sacarose, em relacdo a
solucdo de agua com sacarose, porém podemos concluir que o leite bovino
demonstra baixa cariogenicidade, quando submetido a um modelo de alto desafio

cariogénico, corroborando com os resultados de BOWEN et a/., 1997.

Dos leites avaliados, o leite humano destaca-se por ser considerado
essencial para o infante. Se por um lado, a amamentacdo materna estd
relacionada ao atraso na introdugdo ou a reducdo do uso de mamadeiras contendo
sacarose (AL-DASHTI et a/, 1995; MATTOS-GRANER et a/, 1998), por outro, a
amamentacdo materna prolongada (além dos 12 meses) associa-se ao maior risco
de desenvolvimento de carie dental (KOTLOW, 1977; ROBERTS, 1982; MATEE et
al., 1992; ALALUUSUA et al., 1996a), sendo tal cariogenicidade atribuida-também a
contaminantes do meio ambiente, como a dioxina, que por possuir afinidade por
gorduras, pode estar presente nos leites, inclusive no leite humano (ALALUUSUA et
al, 1996c¢). Contrariamente, outros relatos confirmam nossos resultados atribuindo
ao leite humano auséncia ou baixa cariogenicidade (ARAUJO et al, 1995; AL-
DASHTI et al, 1995, ERICKSON & MAZHARI, 1999). Neste ultimo trabalho, os
autores concluiram, através de estudos em criangas, que o leite humano ndo
proporcionou uma queda significante do pH da placa dental, quando comparado
com o grupo da agua; permitiu um crescimento bacteriano moderado, além de

apresentar ativos depdsitos de calcio e fosfato, ndo causando desmineralizagdo do
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esmalte apds 12 semanas de exposicdo, concluindo que o leite humano ndo pode

ser considerado cariogénico.

Ao compararmos o leite humano com o leite bovino, observa-se que
este Gltimo produziu menor cariogenicidade relativa (TAB. 13), embora os indices
de cérie ndo apresentarem diferenga estatisticamente significante entre esses
leites e 0 grupo ADE de cada experimento (Tab. 04, 05, 09, 10). De acordo com
HACKETT et al, 1984, THOMSON et al, 1996, que testaram o potencial
cariogénico e acidogenicidade dos leites, teoricamente, o potencial cariogénico do
leite humano é maior que o do leite bovino, devido ao fato do leite humano
apresentar maior quantidade de lactose e menor quantidade de caicio e fdsforo

gue o leite bovino (GARDNER, 1977).

O verdadeiro efeito do leite humano na sautde bucal ainda é discutido
por pediatras, dentistas e pesquisadores, quanto a sua questionavel
cariogenicidade. No entanto, mesmo na presenca de um alto desafio cariogénico, o
leite humano apresentou um baixo indice de carie, quando comparado -as demais
formulacbes testadas, sendo semelhante ao grupo ADE, contribuindo
paralelamente com os beneficios conhecidos na literatura para estimular o seu uso

(WESTOVER et a/,, 1989; ARAUIO e af,, 1995).

Observando e comparando na tabela de perfil de aclicares dos leites

(TAB. 11) os valores quantitativos e qualitativos desses componentes nos leites
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bovino e humano, constatamos que esses leites ndo apresentaram diversidades de
aclcares (apenas lactose), enquanto os demais leites diferem deles» tanto na
diversidade quanto na quantidade de aglcares (lactose, sacarose, glicose, frutose,
maltodextrina), o que poderia explicar os baixos indices de carie observados nos
grupos que receberam leite bovino e humano, e elevados niveis de céries nos
grupos que receberam leites em férmulas infantis, a excecdo do grupo
suplementado com ferro, pois segundo os autores KRASSE, em 1988 e NEWBRUN,
em 1988, a presenca de outros aglcares, como a sacarose, podem conferir maior

cariogenicidade ao produto avaliado.

Varios pesquisadores tém encontrado maior quantidade de lesdes
cariosas especialmente em superficies lisas de esmalte, em ratos infectados com S.
mutans e sob uma dieta a base de sacarose, do que com dietas contendo glicose,
frutose, acglcares invertidos (glicose e frutose produzidos pela hidrdlise da
sacarose), maltose ou lactose (BIRKHED et a/, 1980, 1981). COLE et a/., em 1980,
relataram que a sacarose e a frutose foram igualmente causadoras de carie,
enquanto a frutose em solugdo pode aumentar o desenvolvimento de carie de
superficie lisa em animais (BOWEN et a/, 1990b). Outros estudos mostraram que
a lactose do leite € menos cariogénica que a sacarose (KOULOURIDES, et &/,

1976; BIRKHED et al., 1981; SCHEMMEL et al., 1982; BOWEN et a/., 1990b, 1997).

Independente da possivel diferenca no potencial causador de carie

por sacarose e por outros aglcares da alimentagdo, THYLSTRUP & FEJERSKOV
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(1988) concluiram que todos os monossacarideos e dissacarideos em nossa dieta
sdo altamente cariogénicos, pois todos sdo rapidamente fermentados pela placa
dental. Entretanto, é dificil predizer a cariogenicidade dos alimentos com base
apenas no contetdo de carboidrato (BOWEN et a/, 1980, 1997). Outros fatores
como: a fregliéncia com que sdo consumidos, 0 tempo que o alimento permanece
na boca e o0 quanto a saliva € estimulada também devem ser considerados. Além
disso, constituintes dos alimentos podem influenciar a cariogenicidade por reduzir
ou aumentar o efeito do agucar, assim como a inclusdo de fosfato de célcio pode
ter um efeito significante na cariogenicidade da sacarose (LILIENTAL, 1977,

BOWEN et a/., 1980).

Quanto aos leites formulados infantis testados, todos permitiram o
desenvolvimento de cdarie, a semelhanca de trabalhos in vitro (SHEIKH &
ERICKSON, 1996; ERICKSON et al.,, 1998) e /n vivo (SHEIKH & ERICKSON, 1996),
apesar dos diferentes valores encontrados com relagdo a presenca natural de flGor
e agucares entre os leites (BROWN et a/,, 1977; BIRKHED et a/,, 1981). ERICKSON
e colaboradores, em 1998, relataram que esses leites promoveram dissolugdo do
esmalte mesmo na auséncia de fermentacdo bacteriana. Além do mais, sdo
acidogénicos, por apresentarem baixos valores de pH (SHEIKH E ERYCKSON,

1996: ERICKSON et a/., 1998). Entre os leites testados, o Ninho® foi considerado o

mais cariogénico por diferir do grupo ADE em todos os indices analisados e ser, em
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alguns indices, estatisticamente significante ao grupo contendo 5% de sacarose,

apresentando maior severidade na progressao da lesao.

Como ja discutido, a cariogenicidade dos leites formulados ndo pode ser
baseada apenas no conteido de aclcares, pois, minerais como calcio, fosforo,
ferro e peptideos presentes nesses leites podem modificar a cariogenicidade dos
agucares (BOWEN et al., 1980). Também parece que outros constituintes podem
influenciar a cariogenicidade dos acglcares presentes na formula. BOWEN et a.
(1997), avaliando o potencial cariogénico de algumas férmulas infantis, concluiram
que a solugdo 5% de sacarose foi mais cariogénica que todos os liquidos testados,
entretanto as férmulas testadas continham 9% de carboidrato, maioria lactose,

xarope de milho ou sacarose.

Em nosso experimento, os leites Ninho® e Nestogeno II® apesar de
apresentarem em sua constituicdo de aglcares uma maior porcentagem de
sacarose, 9,3% e 14%, respectivamente, que o controle positivo (5% de sacarose)
(TAB. 11), desenvolveram menor incidéncia de carie dental. Esse efeito
provavelmente se deve ao fato dos leites apresentarem outros componentes em
suas formulagdes, como caseina, calcio, fllor (somente para o Nestogeno II®), que
Ilhes conferem propriedades cariostaticas (WHITE, 1987; BOWEN & PEARSON,
1993), reduzindo assim, o indice de carie em relacdo ao controle positivo. Ainda,
observa-se que o leite Nestogeno II® apresentou quantidades de agucares

superiores ao Ninho®; no entanto, no que se refere & carie dental, houve menor
p
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indice no grupo do Nestogeno II®, indicando possivelmente que a diferenca entre
os aglcares, assim como a presenga de flllor (TAB. 12) observada em sua
constituigdo, sejam responsdveis por essa reducdo. Os leites Nestogeno II® e Nan
II° apresentaram aproximadamente 0,5 ppm de fllor, podendo contribuir na
diminuicdo do potencial cariogénico dos leites (BOWEN, 1973; ROSALEN et a/.,

1997).

A quantidade de fllor presente nos leites citados anteriormente, ndo
deve ser desconsiderada quando da sua utilizagdo por criancas residentes em
lugares contendo agua fluoretada, devido ao risco de desenvolvimento de fluorose.
Estudos mostram que formulas infantis preparadas com agua ndo fluoretada ndo
causam risco de fluorose dental (SILVA & REYNOLDS, 1996), no entanto, se
preparadas com dagua de abastecimento contendo esse ion em concentracdo
adequada (0,7 a 1,0 ppm F) pode resultar em fluorose, devido ao seu excesso

durante o desenvolvimento do esmalte dentario (DAMANTE et a/,, 2000)

Podemos concluir em relagdo aos leites formulados, que embora sejam
menos cariogénicos que a dgua com sacarose (5%), apresentam algum potencial
cariogénico que ndo deve ser desprezivel e, portanto, merecem cuidado e

racionalizacdo na sua prescricao ou utilizacdo.

Esses resultados contribuem positivamente no processo de

conhecimento e informacgdo para prevencdo da doenca carie dental, permitindo
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que criangas na faixa etdria de 6 a 36 meses, periodo em que se inicia e se
completa a denticdo decidua, ndo tenham experiéncia de cérie dental provocada

pela utilizacdo de mamadeira noturna contendo leite e carboidratos fermentaveis.
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7. CONCLUSAO

Nas condigbes experimentais, utilizando o modelo de carie em animal

dessalivado € possivel concluir que:

9.1 O leite potencialmente mais cariogénico foi o Ninho®, evidenciado pelos

9.2

9.3

9.4

9.5

experimentos I e II, seguido pelos leites Nan II®, Nestogeno II®, Humano e

Bovino.
os leites bovino, humano e formulados ndo apresentaram efeito

antibacteriano sobre a microbiota bucal;

os leites bovino no experimento I e humano, no experimento II,
apresentaram baixo potencial cariogénico e ndo diferiram do controle

negativo mesmo sob um elevado desafio cariogénico;

embora os leites formulados sejam menos cariogénicos que a sacarose, eles
apresentam maior potencial cariogénico que os leites bovino e humano,
devendo ser ressaltada a importéncia dos métodos de higiene bucal apds a

utilizacdo desses leites ;

a adicdo de ferro na reconstituicdo do leite formulado € capaz de reduzir
sua cariogenicidade em cerca de 50%, sendo eficaz na reducao da

progressao das lesdes cariosas;
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9.6 o ferro quando suplementado ao leite formulado na concentracdo de 87
ppm apresenta efeito antibacteriano tendo sido responsavel pela diminuicdo
significativa da microbiota de 5. sobrinus, o que provavelmente resultou na

reducdo dos indices de carie observados.
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ANEXOS

ANEXOS

ANEXO 01- Formulacao da dieta 2000*

Componentes da Formula g/kg
Leite em po desnatado 280,0

Alfafa (17% proteina) 30,0
Figado dessecado 10,0
Extrato de levedura (p6) 40,0
Farinha de trigo 60,0

Sacarose pé (Glaclicar®) 560,0

Sal iodado 20,0

* KEYES & JORDAN, 1964
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ANEXOS

ANEXO 02 — Dieta Liquida NCP#2*

Componentes da Dieta Quantidade

Agua destilada deionizada esterilizada 60,0 mL
Suplemento protéico ProMod® 67,6 g
Similac Special Care® com baixa concentragio de 232,0 mL
ferro 232,0 mL
Similac®(com ferro) 276,0 mL
Oleo de milho - Mazzola®

Volume final (aproximado) 900 mL

* BOWEN et al, 1997.

Acrescente ProMod® e todos os componentes em um copo de liquidificador e,
usando baixa velocidade, bata até que todos os componentes estejam
homogeneizados. Coloque a mistura em uma vasilha plastica e uma barra
magnética. Mantenha refrigerado. Homogeneizar a formula antes de usar.

Notas:

ProMod® € uma marca registrada de Ross Product Division — Abbot Laboratories (Columbus,

Ohio).

Similac® é uma marca registrada de Ross Product Division — Abbot Laboratories (Columbus,
Ohio).

Mazola® é uma marca registrada das Refinagbes de Milho, Brasil Ltda (Pouso Alegre, Minas
Gerais)
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ANEXO 03 — Diagrama de Keyes
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ANEXOS

ANEXO 04 — Aprovacdo pela Comissao de Etica na Experimentacdo
Animal (CEEA) / IB / UNICAMP.

.\3"% INSTITUTO DE BIOLOGIA
T UNICAMP

NI AMS

CEEA-IB-UNICAMP
S

Comissao de Etica na Experimentagio Animal
Instituto de Biologia
Universidade Estadual de Campinas
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

sab a responsabilidade de ... LLRAL L T L L AR e

de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentag2o Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela
Comiss&o de Etica na Experimentagio Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reunido de

04.105.1.1299.. Este certificado expira em £5./05.£400Q
CERTIFICATE
We cerify that the protocol n® ...t L 8DOUL e

agree with Ethical Principlés in Animal Research adopted by Brazilian College of
Animal Experimentation (COBEA) and was approved by the Biological

Institute/UNICAMP Ethical Committee for Animal Research (CEEA) in ......[..... ..........
Expirationdate .....L.....J..........
Camplnas OLf de Z;ie%

Prof(ayDr(a) Prof(a) Dr(a) A
Presigénte - CEEA/IB/UNICAMP Secretario(a) — CEEA/IB/UNICAMP
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS ‘TELEFONE (D19) 788.7116
INSTITUTO DE BIOLOGIA FAX(019)289.3124

ZEFERINO VAZ
CEP «13.081-970 - CAMPINAS - 5P - BRASIHL

166

Peres, R.C.R. Cariogenicidade de diferentes tipos de leites: efeito da suplementagdo com ferro.



