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INTRODU<;:AO 

Os estreptococos do grupo mutans sao as principais microrganismos 

associados a etiologia da carie dental, sendo seu papel no desenvolvimento 

dessa, ja bern estabelecido (LOESCHE, 1986). Atualmente, a grupo mutans e 

composto par sete especies bacterianas diferentes, sendo essas: 

Streptococcus cricetus, Streptococcus downei, Streptococcus ferus, 

Streptococcus macacae, Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e 

Streptococcus rattus (WHILEY & BEIGHTON, 1998). 

Alem de apresentarem grande habilidade adesiva e acido-secretora 

(HIROSE et a/., 1993), reunem outros fatores de virulencia para a 

desenvolvimento da carie dental, como aciduricidade e capacidade de sintese 

de polissacarideos intracelulares e extracelulares soluveis e insoluveis 

(LOESCHE, 1986). Esses polissacarideos extracelulares !armadas pelos 

estreptococos do grupo mutans participam no mecanisme de adesao as 

superficies dentais possibilitando a deposi~ao de placa bacteriana. 

A acidogenicidade bern como a aciduricidade sao caracteristicas que 

tornam estes estreptococos, em grande parte, responsaveis par caries dentais 

(KAUFMAN et a/, 1988), estando essas relacionadas a perda de mineral 

promovida pelos acidos produzidos, com conseqiiente redu~ao do pH da placa 

dental a urn valor inferior ao pH critico do esmalte, cerca de 5,5 (LOESCHE, 

1986). 

Sabe-se que os S. mutans e S. sobrinus sao as especies ma1s 

prevalentes e importantes na patogenese da carie dental (WHILEY & 

BEIGHTON, 1998), apresentando urn elevado potencial indutor de lesoes 

cariosas (LINDQUIST & EMILSON, 1991; HIROSE eta/., 1993), sendo isoladas 

exclusivamente em humanos. Segundo LINDQUIST & EMILSON (1991), aS. 

mutans e a especie mais encontrada na cavidade bucal, seguida pelo S. 
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sobrinus. Nesse estudo, os autores chamam a aten~ao para o grande numero 

de sitios anatomicos da cavidade oral, onde ambas as especies toram 

detectadas juntas, indicando, desta forma, uma provavel associa~ao entre 

esses organismos. 

DE SOET eta/. (1991) analisando as diferen~as no potencial cariogenico 

entre S. mutans e S. sobrinus, verificaram que o ntlmero de lesoes cariosas em 

ratos colonizados por S. mutans foi significativamente menor que os 

colonizados por S. sobrinus, e o S. sobrinus tambem produziu acidos mais 

rapido, ocasionando uma queda mais brusca do pH, quando comparado ao s. 

mutans. Os autores sugerem que esses resultados se devem a diferen~as nas 

propriedades glicoliticas entre as duas especies. 

Varios estudos (CARLSSON, 1968; BEIGHTON el a/., 1987; KOHLER & 

BJARNASSON, 1987; LINDQUIST & EMILSON, 1991; AHAMADY eta/., 1993; 

HIROSE el a/., 1993) demonstraram uma rela<;:ao positiva entre a presen~a de 

uma dessas duas especies, isoladamente, e a carie dental. No entanto, quando 

se apresentam associadas, elevam o indice desse processo infeccioso em 

seus portadores (LINDQUIST & EMILSON, 1991; AHAMADY el a/., 1993). 

Avaliando a saliva de escolares, HIROSE el a/, 1993 observaram que as 

crian9as que possuiam S. mutans e S. sobrinus apresentavam indices de carie 

mais elevados que aquelas colonizadas apenas por uma das especies, e que o 

S. sobrinus estava mais associado as les6es de superficie lisa, apontando para 

uma maior capacidade de adesao desse microrganismo a estrutura dentaria. 

Em adivao, a diversidade dessas especies bacterianas e evidente, 

considerando-se as pr6prias variavoes fenotipicas observadas atraves de 

estudos de sorotipagem, tipagem de bacteriocinas e biotipagem (BOWDEN, 

1997). Essa diversidade dos clones bacterianos selecionados pode estar 

associada com uma maior virulencia (MUSSER el a/, 1988; MAYER el a/, 
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1999). Entretanto pouca informayao existe sabre a diversidade des S. mutans e 

o seu impacto na transmissao e severidade da carie dental (BOWDEN, 1997), 

apesar de grandes variayiies na cariogenicidade de cepas de S. mutans 

isoladas de humanos terem side observadas em modelos animais (KOHLER & 

KRASSE, 1990; de SOET eta/, 1991). 

0 papel individual da bacteria e a fermentayao de seus acidos em caries 

sao mais facilmente estudados em cultura pura do que no complexo 

ecossistema da placa dental (GALLAGHER et a/, 1983), facilitando, desta 

forma, a obtenyao de resultados in vitro. 

0 presente trabalho utiliza a analise de microdureza de fragmentos de 

esmalte dental submetidos a um processo de forma(:ao de carie artificial, para 

avaliar o potencial cariogenico in vitro des S. mutans e des S. sobrinus, 

isolados ou em associayao e esclarecer se existe diferen9a entre a capacidade 

de desmineralizayao do esmalte dental per S. mutans e S. sobrinus. 
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DESENVOLVIMENTO 

MATERIAL E METODOS 

Preparo dos Fragmentos de Esmalte 

Os fragmentos de esmalte utilizados neste estudo foram obtidos de 

dentes bovinos hfgidos (EDMUNDS et at., 1988). Antecedendo a fragmenta<;ao, 

ocorreu a remo<;ao de debris com o auxflio de curetas periodontais, e os dentes 

foram polidos com ta<;a de borracha, pedra pomes e agua, em baixa rota<;ao. 

Em seguida, com disco diamantado de dupla face (K G Sorensen lnd e Com 

L TDA), cada dente e seccionado transversalmente, eliminando-se a por<;ao 

radicular, e longitudinalmente, separando-o em fragmentos. Assim, foram 

obtidos 4 fragmentos da face vestibular, de cada dente, selecionados com o 

auxflio de uma lupa estereosc6pica (Meiji EMZ - Meiji Techno CO. Ltda, 

Japan), tendo como padrao a ausencia de defeitos de superffcie. Os 

fragmentos dentais foram desgastados com o auxflio do disco diamantado 

dupla face ate se obter as dimens6es em esmalte de 4mm x 4mm (16 mm2
), 

conferidos com paqufmetro digital (Starret ME 155mm, Microtec lnd e Com 

L TDA). Depois desses procedimentos, todos os fragmentos dentais sao 

identificados e armazenados em recipientes com agua deslilada e deionizada. 

As amostras sao autoclavadas durante vinte minutos, a uma 

temperatura de 121'C, com resfriamento umido. Esse procedimento de 

esteriliza<;ao, alem de eficaz (PANTERA JR e SCHUSTER, 1990; PARSELL et 

at., 1988), nao altera a dureza do esmalte dental (PARSELL et at., 1988) nem 

interfere no seu padrao de desmineraliza<;ao (AMAECHI et at., 1988). 
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Produ~ao da Lesao 

lnicialmente foi realizado urn estudo a frm de determinar o tempo ideal 

para a produc;ao de lesao de carie dental in vitro (estudo piloto). Esse tempo 

correspondeu a desmineralizac;ao do esmalte necessaria para a obtenc;ao de 

uma resistencia suficiente a sensibilidade do microdurometro. Para isso, cada 

urn dos 4 fragmentos dentais foi incubado em meios de cultura inoculados com 

cepas padroes S. mutans (ATCC 25175), S. sobrinus (ATCC 27607), S. mutans 

+ S. sobrinus ou urn controle negativo (sem in6culo), por periodos pre-

determinados de 7, 14, 21 dias (Figura 1 ). 
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As amostras bacterianas foram previamente inoculadas em meio BHI e 

incubadas a 37°C por 24 horas a 10% C02, para obtenc;ao de culturas puras 

recentes. A suspensao bacteriana foi ajustada para 1-2 x 108 UFC/ml. 

Aliquotas de 1 OOJ..tl de cad a amostra foram inoculadas em 10 ml de meio BHI 

contendo 5% de sacarose. Os fragmentos de dentes esterilizados foram 
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introduzidos nos tubos teste de maneira a serem totalmente imersos pelo meio 

de cultura (Figura 2) e incubados por 24h a 37°C a 10% C02. 

As unidades de dentes foram subseqOentemente 

transferidas juntamente com 1 OOj..LL da suspensao 

bacteriana para urn novo tubo com 10 ml de meio BHI 

(5% de sacarose), e incubadas novamente. Esse 

processo foi repetido durante os tempos pre-

determinados, de modo que ao final do periodo 

experimental, os dentes foram submetidos a 7, 14, 21 

Figura 2 dias de desafio cariogenico. Ap6s cad a peri ado de 24h, 

os meios de cada tubo foram checados para se controlar a presen9a de 

organismos contaminantes. 

Obten~ao dos corpos de prova 

Ap6s cada periodo experimental , os fragmentos dentais removidos 

foram seccionados longitudinalmente ao meio, com disco diamantado e 

embutidos em resina de poliester. Para acabamento foi utilizada uma politriz 

eletrica rotativa (Maxgrind - Solotest) com lixas abrasivas de 6xido de aluminio 

de granula96es 400, 600 e 1000 refrigeradas com agua, a uma velocidade de 

300 rpm. 0 polimento sequencia! foi realizado numa politriz semelhante, com 

pasta de diamante de 3 e 1 1-lm em urn disco de tecido (Buehler) refrigerado 

com oleo mineral em velocidade de 300 rpm. Os corpos de prova foram 

considerados prontos para serem submetidos ao ensaio de microdureza, 

quando observada, em Jupa estereosc6pica, a ausencia de riscos superficiais 

deixados pelos abrasives. 
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Ensaio de Microdureza 

As analises de microdureza foram efetuadas em microdurometro (Future 

Tech- FM- 1e, Japan) (Figura 3), com penetrador tipo Knoop e carga estatica 

de 25 gramas aplicadas por 5 segundos. 

Foram realizadas doze identa~oes em cada fragmento dental: a 30~-tm. a 

501-lm, 701-lm e a 1 001-lm da superficie, estando o Iongo eixo do diamante 

paralelo a superficie do esmalte. A primeira impressao, denominada A1, 

localizar-se-a a 18001-lm do limite superior do fragmento e a 30~-tm da superficie 

do esmalte. As impressoes 81 e C1 se localizarao tambem a 1800~-tm do limite 

superior, porem a 50~-tm , 701-lm e 1 001-lm da superficie, respectivamente. A 

partir dessas impress6es iniciais serao realizadas outras nove, paralelas as 

anteriores, que receberao indices 2 ou 3, dependendo da localiza~ao a 2000~-tm 

e 2200~-tm do limite superior do fragmento dental (Figura 4) . 
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Figura 4 - Esquema ilustrativo das diferentes localiza9oes das 
identar;oes a serem realizadas no superjlcie de esmalte seccionada. 

Trocas de inoculo a cada 12 horas 

Ap6s o estudo piloto, foi utilizada a mesma metodologia descrita 

anteriormente, variando-se apenas os tempos de troca do meio de cultura BHI 

sacarose 5% contento novo in6culo bacteriano e os recipientes usados na 

incuba~ao (Figura 5). 0 periodo de desafio cariogenico utilizado foi de 14 dias, 

esse determinado, em estudo piloto, como o mais efetivo para produ9ao da 

lesao e analise de microdureza. Em decorrencia da altera~ao dos recipientes, 

passou-se a utilizar 1 ml de meio de cultura, mantendo-se a mesma propor9ao 

do in6culo bacteriano descrita anteriormente, ou seja, 10~Ll de cada cepa 
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bacteriana em 1 ml de BHI sacarose 5%. No caso da associa~ao das cepas, 

utiliza-se 50% de cada uma delas no in6culo bacteriano. 

As trocas passaram a ser feitas nos periodos de 12 em 12 horas para 

tentar detectar possiveis diferen9as na velocidade de produyao de acidos pelas 

especies utilizadas no experimento. 

Trocas de in6culo a cada 6 horas 

Utilizando a mesma metodologia descrita anteriormente, variando-se 

apenas os tempos de troca do meio de cultura BHI sacarose 5% contento novo 

in6culo bacteriano. 0 periodo de desafio cariogemico utilizado foi de 14 dias, 

esse determinado, em estudo piloto, como o mais efetivo para produ9ao da 

lesao e analise de microdureza. Utilizou-se 1 ml de meio de cultura, mantendo

se a mesma proporyao do in6culo bacteriano descrita anteriormente, ou seja, 

1 01-LL de cad a cepa bacteriana em 1 ml de BHI sacarose 5%. No caso da 

associayao das cepas, utiliza-se 50% de cada uma delas no in6culo bacteriano. 
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As trocas passaram a ser feitas nos perfodos de 6 em 6 horas para 

tentar detectar possfveis diferen9as na velocidade de produ9a0 de acidos pelas 

esp8cies utilizadas no experimento. 

RESULTADOS 

Os valores das identa96es em micrometros foram convertidos em 

valores de dureza Knoop, atraves do seguinte calculo: 

IHK- 14.230 X Fl d~ 

HK- valor de dureza Knoop 
F- carga utilizada (25g) 
d- comprimento da diagonal maior da identagao 

0 estudo realizado com trocas de inocula a cada 24 horas permitiu 

demonstrar que a eficiencia da metodologia ulilizada para a produgao de carie 

in vitro. A partir dos resultados obtidos na analise de microdureza do esmalte 

dental, conclui-se que todos os fragmentos dentais submetidos aos desafios 

cariogenicos com S.mutans, S. sobrinus e S. mutans + S. sobrinus, 

desenvolveram lesao de carie (estatisticamente significante em relagao ao 

controle). Tambem foi observado que apesar de todos os fragmentos 

submetidos as cepas bacterianas terem sofrido lesao cariosa, o perfodo de 14 

dias foi o mais adequado para a realiza9ao do ensaio de microdureza. Nao 

foram encontradas diferengas estatfsticas entre as especies estudadas quanta 

a capacidade de desmineralizagao do bloco de esmalte dental, demonstrado a 

partir das discrepancias no tamanho das identagoes. 

Ja o estudo realizado com trocas de inocula feitas a cada 12 horas, 0 

teste Two-way-ANOVA indicou que, para todos os tempos de trocas de inocula 
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bacteriano e em todas as profundidades, o grupo controle apresentou o valor 

mais alto, sendo estatisticamente significante (p>0,05, Two-way ANOVA test). 

Esse foi seguido em ordem decrescente pelo grupo dos dentes submetidos aos 

S.mutans e S. sobrinus, que nao diferiram estatisticamente entre si (p>0,05, 

Two-way ANOVA test) e a associa9ao desses microrganismos, em que foi 

encontrado o menor valor de microdureza. Entretanto, nao foram encontradas 

diferen9as estatisticas em nenhuma das profundidades avaliadas (p>0,05, 

Two-way ANOVA test). 

No estudo realizado com trocas de in6culo a cada 06 horas conclui-se 

que todos os fragmentos dentais submetidos aos desafios cariogenicos com 

S.mutans, S. sobrinus e S. mutans + S. sobrinus, desenvolveram lesao de 

carie. Nao houve diferen9as estatisticas entre as especies quanto a capacidade 

de desmineraliza9ao do esmalte dental. 

DISCUSSAO 

A doenc;:a cilrie e caracterizada pela perda de minerais decorrente da 

produ9ao de acidos pelos microrganismos que habitam a cavidade oral. Tendo 

em vista essa desmineraliza9ao das estruturas dentais, foi utilizada a analise 

de microdureza do esmalte dental, que reflete a perda de mineral 

quantitativamente (FEATHERSTONE el al, 1983), provendo uma avalia9ao 

muito mais detalhada da desmineraliza9ao desse esmalte (FEATHERSTONE 

elal, 1983). 

Houve diferen9a quantitativa dos valores de dureza Knoop entre as 

especies avaliadas. Em todos os estudos realizados (6h, 12h e 24h) os 

fragmentos controls apresentaram os menores valores de dureza, o que 

significa que foi a que menos desmineralizou. 
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Sobre todos os resultados obtidos dos estudos foi aplicado o teste 

estatistico Two-way-ANOVA, que apresentou diferenyas estatisticas entre a 

desmineraliza('ao provocada pelas diferentes especies, sendo que a 

associayao de S. mutans e S. sobrinus foi a que mais desmineralizou o bloco 

de esmalte dental, seguido pelo S. sobrinus e S. mutans. Diferen('as 

estatisticas entre esses microrganismos nao foram encontradas nem com 6 ou 

24 horas de troca de inocula. lsto provavelmente porque ap6s 24 horas de 

cultivo tanto S. mutans quanto S. sobrinus toram capazes de abaixar o pH do 

meio de cultura para niveis capazes de desmineralizar o esmalte dental. No 

estudo com trocas de in6culos a cada 06 horas o cultivo para essas bacterias 

e sua associa('ao nao foi suficiente para produzir acidos em quantidades a 

formar lesoes de carie que pudessem ser diferenciadas pela medida de 

microdureza e entao diferenciar o potencial cariogenico entre as especies 

estudadas. 0 tempo de 12 horas foi o melhor e assim foi possivel detectar 

diferenyas estatisticas entre a capacidade de desmineraliza('ao das especies, 

sugerindo que quando em associa~ao esses microrganismos tern urn maier 

potencial cariogenico. Por outro lado alguns autores (EMILSON eta/, 1987 e de 

SOET eta/, 1991) afirmam que o S. sobrinus seria mais cariogenico que o S. 

mutans. Utilizando a metodologia e as cepas descritas acima, esse trabalho 

obteve resultados que discordam desses autores, sugerindo que essas duas 

especies possuem o mesmo potencial cariogenico, ja que nao houve diferenya 

estatistica (p>0,05), Two-way ANOVA test) entre os potenciais cariogenicos 

entre as duas especies. 
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CONCLUSAO 

Com os resultados obtidos nesse trabalho, p6de-se concluir que ainda 

se faz necessaries estudos sabre a a9ao das bacterias S. mutans, S. sobrinus 

e sua associa9ao no meio bucal, mas que Iadas sao capazes de provocar 

desmineraliza9ao no esmalte dental em qualquer urn dos tempos testados no 

desafio cariogenico. 
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