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UFC = unidade formadora de col6nia

MSB (agar) = agar mitis salivarius bacitracina

pH = potencial hidrogenibnico

H, = géas hidrogénio

CO, = gés carbbnico

HCI = &cido cloridrico

N = normal, normalidade

KHz = quilo Hertz

ppm = parte por milhdo

log = funcgao logaritmica

rpm = rotagdes por minuto

p = nivel de significAncia

D.P. = desvio padréo

p.a. = para analise

KHN = namero de dureza Knoop

%PDS = porcentagem de perda de dureza superficial
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RESUMO

Efeito da placa bacteriana de 4, 7 e 10 dias na desmineralizagao do esmalte

dental in situ e possivel relagao com fatores salivares e microbiolégicos

O objetivo deste trabalho foi avaliar a desmineralizacao do esmalte apos periodos de 4, 7 e
10 dias de acumulo de placa bacteriana in situ, além da influéncia de fatores salivares e
microbiol6gicos no processo. Apés a avaliacdo do fluxo salivar estimulado, capacidade
tampdo da saliva e niveis salivares de estreptococos do grupo mutans, 13 voluntarios
utilizaram dispositivos intrabucais palatinos contendo 4 blocos de esmalte bovino (4 X 4 X 2
mm) polidos, cobertos por uma tela plastica, durante 3 periodos cruzados de 4, 7 e 10 dias.
Os voluntérios utilizaram um dentifricio ndo fluoretado e gotejaram 10 vezes ao dia uma
solugdo de sacarose a 20% sobre os blocos de esmalte. A microdureza superficial dos
blocos foi determinada antes e apdés a desmineralizacdo in situ, utilizando um penetrador
Knoop e carga de 50 g por 5 s. Ao final de cada fase experimental, a placa bacteriana
formada sobre os blocos foi coletada e a porcentagem de estreptococos mutans em relacdo
ao numero de bactérias totais foi determinada. Houve diferenca estatisticamente
significante, segundo o teste “t’ pareado, entre a microdureza inicial e final nos trés periodos
estudados (p<0,05). A porcentagem de perda de dureza superficial (%PDS) foi em média de
13,8%, 19,3% e 48,3%, nos periodos de 4, 7 e 10 dias. Ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre a %PDS com 4 e 7 dias, de acordo com a analise de
variancia e teste de Tukey (p<0,05). A correlacédo entre a %PDS e os fatores salivares e
microbiol6gicos avaliados foi determinada por meio dos coeficientes de correlacdo de
Pearson e Spearman, com p<0,05. Nao foi encontrada correlacdo estatisticamente
significante entre a %PDS e os fatores salivares avaliados inicialmente. Em
aproximadamente metade das analises de placa bacteriana ndo foram detectados
estreptococos mutans, embora tenha ocorrido desmineralizacdo do esmalte. A porcentagem
de estreptococos mutans na placa bacteriana ndo apresentou correlagdo com 0s niveis
salivares dessas bactérias. Nao foi encontrada correlacdo entre a %PDS e a porcentagem
de estreptococos mutans na placa bacteriana formada sobre os blocos de esmalte. A %PDS
nos blocos cobertos por placa bacteriana em que foram detectados estreptococos mutans
foi estatisticamente maior do que nos blocos em que eles néo foram detectados, apenas no
periodo de 4 dias, de acordo com o teste de Mann-Whitney (p<0,05). Os resultados
mostraram desmineralizacdo do esmalte in situ ap0s curtos periodos de acumulo de placa
bacteriana, ndo tendo sido encontrada relacdo com os fatores salivares avaliados ou com as

contagens de estreptococos mutans ha saliva e na placa.
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1. INTRODUCAO

Desde 1962, quando KEYES® utilizou um diagrama para esquematizar a complexa
etiologia da cérie dentéaria, os pesquisadores vém buscando respostas para numerosas
davidas acerca do desenvolvimento e prevencao dessa doenca. A aparente simplicidade na
identificacdo dos fatores etiol6gicos envolvidos no desenvolvimento da carie, segundo a
triade de KEYES, tem se mostrado envolta por mecanismos complexos, ainda né&o
totalmente entendidos. Embora a carie possa ser vista como o resultado da acédo de
microorganismos acidogénicos, alimentados por uma dieta rica em acucares, sobre um

hospedeiro susceptivel> 2 3 34 6794

, outras abordagens do seu entendimento sugerem a
alternancia de periodos de desmineralizacédo e remineralizacdo, durante o contato intimo do
esmalte dentario com um biofilme bacteriano de natureza complexa, que sofre influéncia de
fatores do ambiente bucal, como a dieta e a saliva®" % ™ 10 111,

O conhecimento dos mecanismos envolvidos na multifatoriedade da carie pode
ajudar no estabelecimento de medidas preventivas eficazes. Apesar do flGor vir sendo
utilizado macicamente nas Ultimas décadas, devido a sua comprovada acao anticariogénica,
a ocorréncia de céarie em individuos que tém acesso diario a este agente sugere que outras
abordagens preventivas sejam desenvolvidas. A literatura € escassa em estudos que
avaliem as alteracdes no esmalte alguns dias apos o estabelecimento da placa bacteriana.
O entendimento dos eventos que ocorrem nesses periodos curtos de tempo ajudaria a
nortear o desenvolvimento de outros programas preventivos, principalmente os que se
baseiam no controle da placa bacteriana.

A utilizacdo de testes in situ permite a observacdo da influéncia dos fatores
presentes na cavidade bucal no processo de desmineralizacdo do esmalte, sem o0s
empecilhos técnicos e éticos dos estudos in vivo® > 2. Os fatores microbioldgicos e

salivares peculiares de cada individuo podem ser estudados, bem como sua relacdo com a

severidade do ataque cariogénico. Além disso, a desmineralizacdo inicial do esmalte, que
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antecede as alteracbes macroscopicas, pode ser determinada através de métodos sensiveis
de avaliacéo da perda mineral, mesmo em periodos curtos de tempo>® %% 7% 112,

Este trabalho foi idealizado visando um maior entendimento do processo de
desmineralizagdo inicial do esmalte, buscando determinar o tempo necessario para que a
placa bacteriana se torne cariogénica. Utilizando um modelo in situ, alguns fatores salivares

e microbiolégicos que interferem neste evento, como fluxo salivar, capacidade tampé&o da

saliva e contagem de estreptococos mutans na saliva e na placa, também foram avaliados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Relacao entre os fatores envolvidos na etiologia da carie dentaria

2.1.1. Estreptococos mutans e carie: breve historico

O estudo da relacao entre os estreptococos mutans e a carie dentaria teve inicio em
1924, quando CLARKE® isolou essas bactérias de lesdes de carie em humanos. O nome
Streptococcus mutans se baseou no seu aspecto apés a coloragdo de Gram, mais oval que
redondo, como se fosse uma forma mutante de estreptococo. Outros pesquisadores ndo
foram capazes de encontrar os S. mutans nas lesGes de carie, que acabaram esquecidos

por varias décadas.

Nos anos 60 o papel etiologico de certos estreptococos no desenvolvimento de céarie
e o caréater transmissivel da doenca foi estudado extensivamente. KEYES®® determinou, em
1960, por meio de estudos com hamsters e ratos, que a carie € uma doenca infecciosa e
transmissivel, na qual esta envolvida uma microbiota sensivel a penicilina. Variando a dieta
€ 0S microorganismos aos quais esses animais eram expostos, KEYES encontrou respostas
diferentes no desenvolvimento de carie, diretamente relacionadas a aquisicao de certos
microorganismos pelo contato com animais ou fezes de animais com eles contaminados.
FITZGERALD; KEYES®, 1960, demonstraram que a carie em hamsters era causada por
certos estreptococos. Os autores inocularam em hamsters livres de céarie cepas de
estreptococos, difteréides e lactobacilos e os alimentaram com uma dieta cariogénica por 35
a 70 dias. A inoculacdo de 4 ou 5 cepas de estreptococos em hamsters carie inativos
resultou no desenvolvimento amplo de carie. Entretanto, nenhum dos animais infectados
com culturas mistas de lactobacilos e difteréides mostrou evidéncia de carie. Os autores
também descobriram que a carie poderia ser causada por uma Unica cepa desses
estreptococos e concluiram que havia um grau consideravel de espécies e cepas
especificas capazes de causar céarie, mas, evidentemente, nem todos 0s microorganismos
acidogénicos presentes na cavidade bucal estavam envolvidos em sua iniciagdo e

desenvolvimento. Além disso, eles enfatizaram que a carie é uma doenga multifatorial.

Apenas no final da década de 60, os pesquisadores relacionaram os estreptococos
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indutores de carie dos estudos de FITZGERALD e KEYES com os Streptococcus mutans
descritos por Clarke. EDWARDSSON?, 1968, isolou estreptococos da placa bacteriana de
49 individuos e comparou suas caracteristicas fisiol6gicas, morfologia colonial e celular e
capacidade de induzir carie em hamsters, com as caracteristicas de outros estreptococos de
referéncia, entre eles duas cepas de estreptococos indutores de carie isoladas por outros
pesquisadores (Ingbritt e 3720). Foram encontradas varias semelhancas entre as bactérias
isoladas da placa e as cepas de referéncia. Além disso, os estreptococos apresentaram
caracteristicas semelhantes a uma cepa representativa dos Streptococcus mutans descritos
por CLARKE, reisolada em 1965 e mantida no National Collection of Type Cultures em

Londres.

O crescente interesse em pesquisar 0s S. mutans como agente etiolégico da carie
exigiu a criacdo de métodos de isolamento mais precisos. Assim, em 1973, GOLD;
JORDAN; VAN HOUTE® desenvolveram um meio seletivo para S. mutans. O &gar mitis
salivarius foi utilizado como meio base, apds a descoberta de que este meio, seletivo para
estreptococos bucais, € nutricionalmente adequado e ndo inibe o crescimento dos S.
mutans. Os autores testaram diversas concentragbes de sacarose que inibiam o
crescimento de outros estreptococos de amostras de placa bacteriana. A concentracéo de
20% inibia os S. sanguis e S. mitis, mas ndo os S. salivarius. A descoberta, alguns anos
antes, de que os S. mutans eram resistentes ao antibiético bacitracina, permitiu que diversas
concentragdes dessa substancia fossem testadas no meio de cultura. A adicdo de 0,2
unidades de bacitracina por mililitro de meio foi suficiente para a completa eliminagéo dos S.
salivarius e S. mitis, mas ndo dos S. sanguis. Nem a sacarose, nem a bacitracina, quando
utilizadas nessas concentragfes, interferiram no crescimento dos S. mutans. Assim, a
combinacdo de sacarose a 20% e 0,2 unidades de bacitracina por mililitro de agar mitis
salivarius foi efetiva na selecdo de S. mutans e este meio passou a ser denominado entédo
de agar mitis salivarius bacitracina (MSB). Apenas um pequeno nimero de enterococos e
leveduras demonstrou crescimento nesse meio. Os pesquisadores passaram
gradativamente a utilizar o agar MSB em substituicdo ao agar mitis salivarius, na

determinacéo dos niveis de S. mutans.

Estudos mais precisos'” *® das caracteristicas bioquimicas e genéticas das cepas de
Streptococcus mutans, até entdo consideradas como diferentes subespécies, permitiram
sua divisdo em 6 espécies distintas: S. mutans, S. sobrinus, S. cricetus, S. rattus, S. ferus e
S. macacae. O nome S. mutans foi dado a espécie semelhante a descricdo original de
CLARKE. Dessas espécies, as mais frequentemente isoladas em humanos sdo os S.

mutans e S. sobrinus. A partir dessa divisdo, esse grupo de 6 espécies passou a ser
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chamado de estreptococos do grupo mutans, ou simplesmente estreptococos mutans.
Gradativamente os pesquisadores foram incorporando a nova classificacdo, passando a
utilizar o termo estreptococos mutans nos casos onde a identificacdo da espécie nédo era
realizada. Nos trabalhos anteriores a esta modificacdo, o termo S. mutans nao foi
exclusivamente utilizado para designar esta espécie, podendo englobar outras, como os S.
sobrinus. Para ndo alterar a nomenclatura utilizada pelos autores em seus artigos, 0s termos
S. mutans e estreptococos mutans foram mantidos nessa revisdo de literatura conforme

consta nos originais.

Em 1986, LOESCHE® fez uma extensa revisdo a respeito do papel dos
estreptococos mutans na carie em humanos. Dentre as 200 a 300 espécies bacterianas
presentes na cavidade bucal, apenas um pequeno numero, entre ele 0s estreptococos
mutans e lactobacilos, pode causar carie, sustentando a teoria da placa especifica. O papel
dos lactobacilos no desenvolvimento de cérie € mais importante na progressao da lesédo do
gue em sua iniciacdo. Ja os estreptococos mutans sao considerados os mais cariogénicos,
pois produzem acido latico em grande quantidade a partir da sacarose, sao aciddricos,
mantendo o metabolismo mesmo em pHs baixos e formam polissacarideos intra e
extracelulares de reserva, além do polissacarideo extracelular insoltvel, responsavel pela
adesividade da placa bacteriana. As espécies de estreptococos mutans mais associadas
com a carie em humanos sdo os S. mutans e S. sobrinus. Para o autor, o tratamento
visando diminuir a infeccdo por essas bactérias € o mais apropriado para reduzir a
incidéncia de cérie.

Em 1988, uma nova espécie foi adicionada aos estreptococos do grupo mutans,
chamada de S. downei*®. Isolados de placa bacteriana de macacos, os S. downei eram
anteriormente classificados como S. mutans sorotipo h, mas testes bioquimicos,

imunoldgicos e andlise de DNA permitiram classifica-los como uma nova espécie.

2.1.2. Relagéo entre saliva, dieta, microorganismos e carie

Antes da identificacdo de certos estreptococos associados a carie na década de 60,
0 que norteava as pesquisas sobre o0 assunto eram os estudos relacionando a queda do pH
com a desmineralizacdo dos dentes. Os lactobacilos eram considerados 0s principais
agentes etiolégicos da cérie, devido a sua conhecida acidogenicidade e aciduricidade, e
uma grande importancia era dada a capacidade da saliva em tamponar os &cidos

produzidos por essas bactérias.
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Em 1953 ja era conhecida a capacidade tampdao da saliva, principalmente pela acéo

do tamp&o bicarbonato. Neste ano, DREIZEN et al.®

estudaram, entre outros parametros, a
relagéo entre a capacidade tampéao e o fluxo salivar. Eles coletaram a saliva estimulada de
80 pacientes durante 30 minutos e determinaram o fluxo salivar e a capacidade tampao,
medida pela titulacéo de acido latico 0,1 N em 5 mL de saliva. Os autores encontraram uma
correlagcéo estatisticamente significante entre a capacidade tampéo e o fluxo salivar e entre
a capacidade tampao e o nivel de sddio na saliva. Concluiram que o &nion responsavel pela
capacidade tampdo da saliva estimulada é o bicarbonato e o s6dio é o céation envolvido

nesse processo.

ERICSSON®, 1959, estabeleceu um método simplificado para avaliacdo da
capacidade tampao da saliva, em substituicdo as técnicas de titulacdo até entdo
empregadas. A capacidade tampdao da saliva estimulada foi medida com um eletrodo de pH,
apos a mistura de 1 mL de saliva com 3 mL de acido cloridrico a 0,005 N e um
borbulhamento com ar por 20 minutos para a liberacdo do gas carbbnico. A saliva ndo
estimulada foi avaliada da mesma forma, diferindo apenas pela adi¢cdo de 1 mL de saliva a 2
mL de acido cloridrico a 0,005 N e 1 mL de agua destilada. A variacdo diurna da capacidade
tampdao foi avaliada, tendo sido encontrado um alto valor ao acordar e uma tendéncia de
aumento durante o dia. Houve um aumento também 15 minutos apos as refeicbes e uma
diminuicdo ap6s meia ou uma hora. O autor sugeriu que a determinacdo da capacidade
tampdao seja feita em horarios padronizados, pelo menos uma hora apés as refeicées. Na
avaliacdo do efeito de dietas de uma semana na capacidade tampéo, a alimentagcdo com

proteinas e vegetais aumentou seu valor e com carboidratos diminuiu.

Em 1962, KEYES™ estabeleceu o que mais tarde ficou conhecido como o “esquema
de Keyes’ ou “triade de Keyes”. O autor descreveu a natureza multifatorial da carie,
envolvendo um hospedeiro, uma dieta cariogénica e uma microbiota especifica. A relacéo
entre a dieta cariogénica e a microbiota especifica e cérie foi constatada em estudos
anteriores com ratos e hamsters. As diferencas entre a carie nesses animais evidenciaram

que fatores préprios do hospedeiro também estariam implicados na etiologia da carie.

Apés o entendimento da carie como uma doenca multifatorial, o diagndstico de
fatores etiolégicos que pudessem determinar a atividade dessa doenca, antes do
aparecimento dos primeiros sinais de desmineralizacdo, foi o alvo de inUmeras pesquisas

cientificas.

CROSSNER; HOLM®®, 1977, estudaram o fluxo salivar, capacidade tamp&o da saliva
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e o indice de cérie em criangas suecas com 5 (n = 178) e 8 anos (n = 149) de idade, com o
intuito de determinar se a saliva pode ser usada para prever o desenvolvimento de carie.
Saliva estimulada foi coletada durante 5 minutos e a capacidade tampéo foi determinada
como descrito por ERICSSON?. Foi encontrada uma correlacdo negativa estatisticamente
significante entre a capacidade tampao e o indice de carie nos dois grupos de criancas, mas
a relacdo entre fluxo salivar e indice de carie s6 apresentou correlacdo negativa
estatisticamente significante nas criancas com 8 anos. Os autores sugeriram que a
dificuldade de coleta da saliva nas criancas com 5 anos pode ter influenciado os resultados.
Devido a variagdo encontrada, concluiram que os testes salivares ndo sdo adequados para
determinar o prognéstico de desenvolvimento de carie em uma crian¢a, mas estédo indicados

no diagnéstico da atividade da doenca.

Em 1977, KLOCK; KRASSE®, avaliaram a relacéo entre os niveis salivares de S.
mutans e lactobacilos, o fluxo salivar estimulado, o pH, a capacidade tampao da saliva e o
indice de carie em um grupo de 655 criancas de 9 a 12 anos. As amostras de saliva foram
coletadas 2 vezes, com um intervalo de 2 semanas; se a diferenca entre a contagem
microbiol6gica na primeira e segunda determinacdes fosse maior que um fator de 10, uma
terceira amostra era coletada. Os S. mutans foram avaliados no agar mitis salivarius
bacitracina (MSB) e os lactobacilos no agar Rogosa. As placas de MSB foram contadas
manualmente e as colénias com caracteristicas morfolégicas representativas foram isoladas
e testadas por métodos bioquimicos. Os S. mutans foram detectados em 92,4% das
criancas, sendo que 80% delas apresentavam niveis acima de 100.000 e 40% acima de
1.000.000 de unidades formadoras de colénia (UFC) por mililitro de saliva. A capacidade
tampéo variou entre 2,80 e 7,55 e o fluxo salivar estimulado entre 0,1 e 5,7 mL/min. Foi
encontrada uma correlacdo positiva entre: (1) capacidade tampao e fluxo salivar; (2) niveis
salivares de S. mutans e lesdes de superficie lisa incipientes; (3) niveis salivares de S.
mutans e todas e as lesGes de carie; e (4) niveis salivares de S. mutans e todas as
superficies restauradas e cariadas. Houve correlacdo negativa entre o fluxo salivar e os
niveis salivares de S. mutans. A variacdo intra-individual, com relagdo as contagens
bacterianas, foi baixa e em apenas 10% da amostra foi necessaria uma terceira coleta da
saliva. Nao houve correlacdo entre o nimero de lactobacilos e as caries incipientes de
superficie lisa, sugerindo que os S. mutans sdo 0S maiores responsaveis pelo
desenvolvimento inicial de carie, enquanto os lactobacilos estdo associados com a posterior
progressdo da lesdo. Em continuidade a esse trabalho, KLOCK; KRASSE® avaliaram, em
1979, se alguns dos seguintes fatores poderia ser usado para prever a atividade de carie:

niveis salivares de S. mutans e lactobacilos, capacidade tampé&o da saliva, fluxo salivar, pH
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salivar, quantidade de placa e frequéncia de carie. Eles estudaram 300 criancas de 9 e 12
anos e o incremento de cérie apés 1 e 2 anos foi comparado com os fatores citados. A
freqUéncia de carie foi dividida em lesbes de superficie lisa e lesdes de fossas e fissuras. O
namero de novas lesbes, ap6s 1 e 2 anos, apresentou correlacdo significante com a
freqUiéncia de carie, principalmente nas les6es de superficie lisa. No segundo ano, houve
correlacdo significativa entre os niveis salivares de S. mutans e o incremento de cérie.
Todas as correlagcdes encontradas apresentaram um valor de r baixo, entre 0,2 e 0,4, mas

devido ao tamanho da amostra elas foram estatisticamente significantes.

Os diferentes meios de diagnéstico da atividade de carie, entre eles os testes
salivares, foram revistos por ERICSSON; HARDWICK®* em 1978. Eles relataram que o fluxo
salivar e a capacidade tampéo da saliva aumentam a neutralizacédo dos acidos formados na
placa bacteriana, apresentando uma correlagdo negativa com a carie. Propuseram
parametros para classificar o fluxo salivar (normal: 1,0 a 3,0 mL/min; muito baixo: < 0,7

mL/min) e a capacidade tampéao (normal: pH 5,75 a 6,50; muito baixa: pH < 4,0).

Em 1981, ABELSON; MANDEL" realizaram um experimento para avaliar a queda do
pH da placa bacteriana em individuos cérie ativos e livres de cérie, relacionando-a com a
acado da saliva. O pH da placa acumulada durante 3 dias foi medido in vivo apés 5, 10, 20 e
45 minutos da aplicagdo de uma solugéo de sacarose a 10 %. Este protocolo foi realizado 3
vezes, variando-se 0 acesso a saliva: (a) placa bacteriana isolada do contato com a saliva;
(b) placa bacteriana com acesso livre a saliva; (c) placa bacteriana com acesso livre a saliva
estimulada por uma goma de mascar contendo sacarose. A maior queda do pH ocorreu
guando a placa bacteriana foi isolada do contato com a saliva e a menor durante a
estimulacdo salivar, nos dois grupos. Ndo houve diferenca na queda do pH entre os dois
grupos quando nao foi permitido o acesso da saliva a placa bacteriana, mas os individuos
livres de céarie apresentaram menor queda do pH nos protocolos “b” e “c’, evidenciando o

papel da saliva na diferenca entre os dois grupos.

Em 1983, HEINTZE; BIRKHED; BJORN* estudaram em 629 adultos a relacéo entre
fluxo salivar e capacidade tampéo da saliva de acordo com o sexo e a idade dos individuos.
O fluxo salivar estimulado foi menor para as mulheres (média de 1,40 mL/min) do que para
os homens (média de 1,80 mL/min). O mesmo aconteceu com a capacidade tampéo
(homens = 4,55; mulheres = 4,05), sendo que 80% dos valores obtidos estavam abaixo do
pH 4,0, considerado por ERICSSON; HARDWICK* como muito baixo. Provavelmente o
menor tamanho das glandulas salivares nas mulheres seja responsavel por este resultado.

Independentemente do sexo, uma correlacdo estatisticamente significante foi encontrada
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entre o fluxo salivar e a capacidade tampao da saliva estimulada (r = 0,43 para homens e r

= 0,40 para mulheres).

A determinacdo do numero de estreptococos mutans na saliva de 42 criangcas com 6
anos e sua relagdo com os indices ceod, ceos, CPOD, CPOS e indice de higiene bucal foi
realizada por CANTISANO et al.**, 1983. Os autores estimularam a saliva das criancas
através de um pedaco de borracha de 1 cm de comprimento; apos as diluicdes, a saliva foi
semeada em agar MSB. A identificacdo das col6nias foi feita através da analise dos tipos
coloniais, esfregaco e coloracdo de Gram e provas de identificacdo. Um método
colorimétrico para a deteccao de estreptococos mutans na saliva, utilizando o caldo
sacarose bacitracina, também foi empregado nas determinacdes, sendo capaz de identificar
os individuos com altas contagens. A média de estreptococos mutans (entre eles S. mutans
e S. sobrinus, segundo 0s sorotipos relatados) na saliva das criancas foi de 3.800.000 por
mililitro. Houve correlagcédo estatisticamente significante entre o numero de estreptococos
mutans na saliva e todos os indices avaliados. Nao foi encontrada associacao
estatisticamente significante entre os niveis salivares de estreptococos mutans e 0 niUmero
de novas lesdes nos primeiros molares permanentes apés 6 meses (recém-irrompidos).
Entretanto, apés 1 ano, nenhuma crianca do grupo com as menores contagens
apresentaram carie nos primeiros molares e todas as criangas no grupo com as maiores

contagens apresentaram carie nesses dentes.

HONKALA et al.*® estudaram em 1984 a relacéo entre capacidade tamp&o da saliva,
niveis salivares de lactobacilos e indice de carie em aproximadamente 100 criancas de 13
anos, na Finlandia. Os niveis salivares de estreptococos mutans ndo foram determinados
pela auséncia na época de um teste comercial para este fim. Houve uma correlacao
negativa entre a capacidade tampdo e o numero de dentes cariados, mas nao
estatisticamente significante. A contagem salivar de lactobacilos apresentou uma correlacdo
estatisticamente significante fraca com o nimero de dentes cariados. O indice de carie um
ano antes, determinado no prontudrio das criancas, apresentou a correlacdo mais forte com
a prevaléncia de carie na época da pesquisa. O consumo de acucar e a freqiéncia de
escovacao, avaliados através de um questionario enviado pelo correio, apresentaram uma
correlagdo muito fraca e ndo estatisticamente significante, com a prevaléncia de carie na

época e o CPOD um ano antes.

A relacdo entre os niveis salivares de S. mutans, avaliados através de um teste
comercial, e a frequéncia de cérie, ingestdo de sacarose e fluxo salivar estimulado foi
observada em 841 criancas de 13 anos por SEPPA; POLLANEN; HAUSEN®®, 1988. Os
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indices CPOS e de superficies cariadas (CS) aumentaram significantemente com o aumento
na contagem de S. mutans. A correlacdo entre a ingestdo de sacarose e a contagem de S.
mutans foi fraca, mas as criangas com maior contagem apresentavam em média um maior
consumo de agucar. O fluxo salivar foi significantemente menor quanto maior a contagem de
S. mutans encontrada nas criangas, com um coeficiente de correlacdo de Kendall de 0,11,

estatisticamente significante.

Também em 1988, CURY; GIL? avaliaram o fluxo salivar e a capacidade tamp&o de
93 adultos. Trinta e um porcento dos voluntarios apresentaram fluxo salivar abaixo de 1,0
mL/min e 40% apresentaram capacidade tampéo abaixo de 4,5, considerados como valores

baixos pelos autores. A correlacéo entre fluxo salivar e capacidade tampéao foi de 0,54.

Em 1989, WILSON; ASHLEY™? estudaram a possibilidade de utilizacdo de
parametros como capacidade tampdo da saliva, niveis salivares de S. mutans e
Lactobacillus, indice de carie e consumo de acucar, na previsao do incremento de cérie em
101 criangas de 11 e 12 anos em Londres. Apés a coleta da saliva, foi realizado um exame
clinico para determinar o indice de cérie e as criancas foram questionadas sobre a dieta no
dia anterior. O exame clinico foi repetido anualmente durante 3 anos. Todos os fatores
avaliados apresentaram uma relacao estatisticamente significante com a ocorréncia de carie
em dois anos; a experiéncia de carie apresentou as associacdes mais fortes. Com trés anos
0 mesmo padrdo foi observado, mas a dieta, determinada através do questionario, nao
apresentou correlacdo estatistica com a ocorréncia de carie. Os valores de r do coeficiente
de correlagdo de Spearman foram negativos na avaliagdo entre capacidade tampédo e
incremento de carie. Dividindo as criancas em alto e baixo risco de carie com base nos
indices observados com 2 e 3 anos, pode-se observar uma diferenca estatisticamente
significante entre os dois grupos, com relacdo a capacidade tampdao, niveis salivares de
Lactobacillus e experiéncia de carie. A diferenca entre os dois grupos com relacao aos
niveis salivares de S. mutans s0 foi estatisticamente significante com 3 anos. A experiéncia
de carie apresentou o maior valor preditivo (70%); a combinagcdo entre contagem de S.
mutans e capacidade tampéao apresentou um valor preditivo de 75%. A capacidade tampao
apresentou uma alta sensibilidade (90%), mas uma baixa especificidade, com
aproximadamente metade das criangas de baixo risco a céarie sendo classificadas como de
alto. A repeticao dos testes salivares apds um ano demonstrou correlagéo estatisticamente

significante com os valores iniciais.

Uma comparacgdo entre o indice de carie e os niveis salivares de estreptococos

mutans e lactobacilos de 718 pacientes foi realizada por KLOCK; SVANBERG;
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PETERSSON®' em 1990. A saliva estimulada foi coletada duas vezes, com um intervalo de
2 semanas. Trés por cento dos pacientes apresentaram fluxo salivar < 0,5 mL/min. Os
estreptococos mutans ndo foram detectados em 2% deles, mas 50% apresentavam
contagens iguais ou superiores a 1.000.000 UFC/mL de saliva. A correlagéo entre as duas
contagens de estreptococos mutans foi alta (r = 0,7). Os pacientes foram divididos em 4
grupos de acordo com a idade; o indice CPOS teve correlacdo significante, porém fraca,
com os niveis salivares de estreptococos mutans dentro de todos os grupos. Entretanto,
foram encontrados pacientes com indice CPOS baixo e alta contagem salivar de

estreptococos mutans e lactobacilos.

SHIP; FOX; BAUM® estudaram em 1991 o valor minimo do fluxo salivar que pode
ser considerado normal. Amostras de saliva ndo estimulada e estimulada das glandulas
parétida e submandibular foram coletadas de 102 pacientes. Eles responderam a um
guestionario contendo 4 questbes especificas com relacdo a xerostomia. Além disso, a
atividade de céarie (CPOD, numero total de dentes, niumero de dentes cariados e numero de
dentes restaurados), as condic6es periodontais (placa, sangramento gengival, calculo,
recessao e bolsa periodontal) e da mucosa bucal foram determinadas. Cruzando os dados,
os autores ndo puderam determinar o fluxo salivar minimo para evitar que altera¢des bucais
fossem clinicamente significantes. Para eles, é mais importante determinar o que é normal

para cada individuo e avaliar o fluxo salivar longitudinalmente.

BRETZ et al.'!, 1992, estudaram a relac&o entre o nimero de estreptococos mutans
e lactobacilos na saliva, fluxo salivar e nimero de superficies dentais cariadas em 37
criangas de 3 a 6 anos da favela do Vidigal, no Rio de Janeiro. Trinta e uma, das 37
criancas, apresentavam pelo menos uma superficie cariada nos dentes deciduos. Os niveis
salivares de estreptococos mutans e lactobacilos foram determinados através de testes
comerciais. O indice de carie foi estimado com base na porcentagem de superficies
cariadas entre as superficies de risco de cada crianca. Os niveis salivares de estreptococos
mutans e lactobacilos apresentaram uma associacao significante com a taxa de superficies
cariadas. Nao foi encontrada correlacdo entre o fluxo salivar e carie, embora o valor de r
tenha sido negativo, indicando uma tendéncia de diminuicdo nas caries com o aumento do

fluxo.

Em 1992, MACPHERSON et al.”* investigaram as diferencas no potencial
cariogénico de cepas de S. mutans isoladas da placa bacteriana de 6 diferentes individuos.
O potencial cariogénico das cepas, a contagem de bactérias na saliva, o fluxo salivar

estimulado e a capacidade tampao foram comparadas com o indice CPOS e a
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desmineralizagao in situ de cada individuo. Blocos de esmalte bovino foram imersos in vitro
por 48 horas em uma solugéo de sacarose a 5% contendo S. mutans obtidos dos diferentes
voluntéarios, sendo a solucao trocada apos 24 horas. Foram determinados o pH, os anions
acidos e a concentracao de célcio na solucao. ApGs 48 horas, os blocos de esmalte bovino
foram seccionados e microrradiografados. A contagem de S. mutans e lactobacilos na saliva
dos voluntarios foi realizada em trés diferentes ocasiées, bem como a determinacao do fluxo
salivar e da capacidade tampéo. Apdés o teste in vitro e avaliacdo do CPOS, os voluntarios
iniciaram o uso de um dispositivo intrabucal para testar a desmineralizacdo de fatias de
esmalte in situ durante 3 semanas, também através da microrradiografia. Tanto o CPOS
guanto a desmineralizagdo in situ apresentaram uma correlacdo estatisticamente
significante com a producédo de acidos, o pH minimo e a concentracédo de calcio na solucéo
in vitro, evidenciando as diferencas no potencial cariogénico das diferentes cepas de S.
mutans. Com relacao a avaliacdo salivar, o CPOS dos voluntarios ndo mostrou correlacéo
estatisticamente significante com a contagem de S. mutans, lactobacilos, fluxo salivar
estimulado e capacidade tampdao da saliva, mas a correlacdo foi negativa na analise entre
CPOS e fluxo salivar. A relacdo entre os fatores salivares e a desmineralizacdo in situ ndo

foi apresentada.

LARMAS®, 1992, fez uma revisdo a respeito dos testes salivares, entre eles
contagem de estreptococos mutans, capacidade tampéo e fluxo salivar, no diagnéstico de
carie. Os niveis de estreptococos mutans na saliva sdo indicativos de infeccdo por estes
microorganismos, mas a carie ndo é uma doenca de infeccao especifica; existem pessoas
com mutans na cavidade bucal sem sinais de céarie e esta pode ocorrer em pacientes sem
infeccdo pelo mutans. Dessa forma, o valor diagnostico do teste salivar € apenas relativo,
servindo para revelar um dos fatores de risco. A capacidade tampdo é um dos melhores
indicadores da susceptibilidade a carie, pois revela a resposta do hospedeiro. Ja o fluxo
salivar, por variar muito entre individuos, deve ser analisado com cuidado na determinagao
do que é normal ou anormal. O fluxo salivar ndo estimulado varia em média entre 0,3 e 0,4

mL/min e o fluxo estimulado, entre 1,0 e 2,0 mL/min.

TUKIA-KULMALA; TENOVUO® estudaram, em 1993, a variacdo intra e
interindividual entre fluxo salivar, capacidade tampdo da saliva e niveis salivares de
estreptococos mutans e lactobacilos, em 128 criancas de 11 e 12 anos durante 9 meses. Os
resultados encontrados foram divididos em escores, em valores baixos, intermediarios e
altos. O nimero de estreptococos mutans teve correlacao negativa com o fluxo salivar (r = -
0,26); houve correlacdo positiva entre o fluxo salivar e a capacidade tampéao (r = 0,51 para

meninos e 0,60 para meninas). Uma baixa capacidade tampé&o nédo foi encontrada entre os
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individuos com alto fluxo salivar, mas 10 individuos apresentaram uma alta capacidade
tampdao e um baixo fluxo salivar. A variagdo intraindividual no fluxo salivar foi maior para as
meninas: 27% delas mantiveram o mesmo escore, contra 37% dos meninos. Com relagéo a
capacidade tampao da saliva, 59% dos meninos e 42% das meninas mantiveram 0 mesmo
escore. A variacdo nos niveis salivares de estreptococos mutans foi alta, sendo que 49%
das avaliacOes realizadas com testes comerciais apresentaram 0S mesmos escores, contra
19%, quando a saliva era semeada em placas contendo agar mitis salivarius bacitracina. A
variagao nos niveis de lactobacilos foi ainda maior. Os niveis salivares iniciais das bactérias
tiveram correlacdo positiva com a experiéncia passada de carie (avaliada através do CPOS)
e com o incremento de carie em um ano. O fluxo salivar e a capacidade tampéo

apresentaram relacdo inversa com esses indices.

Em 1994, EDGAR; HIGHAM; MANNING?' escreveram a respeito da estimulacdo
salivar na prevencéo das caries. A utilizacao de gomas de mascar diminui a queda do pH da
placa e potencializa a remineralizagéo, pois com o aumento do fluxo salivar, aumenta-se a
capacidade de lavagem da saliva, a capacidade tampéo e o grau de saturacdo com relagéo
ao célcio e fosfato. Embora a importancia da saliva na homeostasia da cavidade bucal seja
conhecida, os autores colocam que a relacédo entre fluxo salivar e experiéncia de carie

individual é inconclusiva.

Também em 1994, os fatores protetores da saliva contra a carie foram descritos por
LAGERLOF; OLIVEBY®. Os autores focalizaram essa revisdo em dois fatores principais:
fluxo salivar e concentracdo de flior na saliva. Ressaltaram que a carie € uma doenca
multifatorial, fruto de uma complexa interacdo entre placa bacteriana, saliva e dieta nos
processos de des e remineralizacdo. O fluxo salivar é responsavel pela diluicdo e eliminacéo
do agucar da cavidade bucal, quanto maior o fluxo salivar, mais rapida é a lavagem.
Individuos com fluxo salivar diminuido, por doencas ou medicamentos, apresentam um alto
indice de carie, ao contrario daqueles com fluxo salivar normal; nos ultimos, no entanto, a
correlacdo entre fluxo salivar e carie é fraca. Apds tecer consideracdes sobre a
concentracdo de calcio e fésforo na saliva, os autores descreveram o0 sistema tampao
salivar, que na saliva estimulada é representado pelo sistema acido carbdnico/bicarbonato.
Segundo eles, alguns autores descreveram uma correlacdo negativa entre capacidade
tampao e diferentes aspectos da carie, mas o uso desse teste, como preditivo da ocorréncia

da doencga, ndo fornece resultados precisos.

HALL et al.*°, 1997, avaliaram o papel da saliva na alteracdo no pH da placa, em

resposta a estimulos com sacarose e sorbitol. Seis voluntarios utilizaram um dispositivo
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intrabucal inferior removivel, contendo blocos de esmalte humano durante 3 semanas, para
permitir o acumulo de placa bacteriana. Apés este periodo, o dispositivo foi removido da
boca e o pH da placa foi medido durante 20 minutos apds exposicao a: 100 uL de solucdo
de sacarose a 10%; 100 pL de solucédo de sacarose a 10%, sendo que apés 10 minutos a
placa passou a ser banhada por saliva estimulada; mesma solugéo anterior, sendo a placa
posteriormente banhada por agua deionizada; 100 uL de solucdo de sorbitol extraida de
goma de mascar, sendo a placa bacteriana posteriormente banhada por saliva. Cada teste
foi feito com um intervalo de 24 horas. Ap6s o inicio do banho com saliva, o pH da placa
subiu, o que ndo ocorreu apos o banho com agua deionizada. Isso demonstrou que a agao
da saliva ndo é apenas de lavagem, mas sua capacidade tamp&o é importante para evitar a

gueda do pH. Nas placas expostas ao sorbitol, 0 pH ndo caiu abaixo de 6.

Em 1997, TENOVUO® apresentou uma revisdo de literatura a respeito dos fatores
salivares que podem ser utilizados para avaliar a atividade de céarie em individuos e
populacdes. Embora nao exista associacao linear entre o fluxo salivar e a atividade de carie,
além dos valores de normalidade variarem entre individuos, o monitoramento do fluxo
salivar de um paciente pode auxiliar na avaliagdo da susceptibilidade a carie. Para o autor, 0
fluxo salivar estimulado normal € em média de 2,0 mL/min, variando de 1,0 a 3,0 mL/min.
Valores entre 0,7 e 1,0 mL/min s&o considerados baixos e abaixo de 0,7 mL/min, anormais.
Ao nivel populacional também h& uma associacdo negativa entre capacidade tampéao e
carie, 0 que ndo se comprova com o mesmo efeito a nivel individual. O autor concluiu que,
embora exista evidéncia de que varios parametros salivares nao-microbiolégicos afetem o
processo de cérie, ao nivel individual ou populacional, eles oferecem apenas um pequeno

valor diagndstico ou preditivo.

DOWD?* escreveu em 1999 que a lavagem da superficie dentéria e das bactérias, a
capacidade tampé&o da saliva e o controle da desmineralizagéo e remineralizagdo por meio
de sua saturacdo com os minerais do esmalte, além de suas fun¢bes bacterianas, tornam a

saliva um fluido essencial no controle da carie.

SREEBNY® também teceu consideracdes a respeito da saliva em 2000. Para ele,
esse fluido é totalmente ignorado pelos fisiologistas e considerada como menos importante
pelos dentistas. Entretanto, seu papel na homeostasia da cavidade bucal é imprescindivel.
Segundo o autor, embora a velocidade do fluxo salivar normal ainda ndo tenha sido
totalmente definida, pode-se considerar que o fluxo salivar estimulado varia 1,0 e 2,0 mL/min

e valores abaixo de 0,5 mL/min devem ser considerados anormais.
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2.1.3. Microbiologia da placa bacteriana associada a carie

A microbiologia da placa bacteriana associada a céarie foi estudada extensivamente
nas Ultimas décadas. Em algumas pesquisas, a microbiota da placa, focalizando
principalmente os microorganismos considerados cariogénicos, foi relacionada a fatores
como dieta e atividade de carie. Outras procuraram investigar a relacéo entre a contagem de
bactérias cariogénicas na saliva e na placa. Além disso, alguns pesquisadores se
aprofundaram no estudo de propriedades da placa, além da contagem de microorganismos,

gue a tornam mais cariogénica.

Com o proposito de avaliar o efeito dos niveis de sacarose da dieta ha composi¢ao
microbioldgica da placa bacteriana com 4 e 12 dias, STAAT et al.®°, em 1975, submeteram 8
voluntarios a dois periodos sem higiene bucal, variando o consumo de sacarose na dieta:
alta ou baixa quantidade. O numero de bactérias totais, nas amostras de placa, foi
determinado ap6s semeadura em agar sangue, de estreptococos totais no agar mitis
salivarius e de lactobacilos no agar Rogosa. Os estreptococos foram identificados de acordo
com a morfologia colonial e a capacidade de fermentar manitol e sorbitol entre S. mutans, S.
sanguis e S. salivarius. A quantidade de placa formada néo foi afetada pela quantidade de
sacarose ingerida, mas a placa obtida ap6s a dieta rica em sacarose continha,
significantemente, mais microorganismos. A placa de 12 dias apresentou menor densidade
bacteriana em relacdo a placa de 4 dias, em ambas as dietas. Houve uma grande flutuacao,
em cada individuo, na porcentagem de S. sanguis e S. mutans em relacdo ao total de
estreptococos, durante o periodo do estudo. Na placa de 4 dias, a porcentagem de S.
mutans, em relacdo ao total de estreptococos, foi estatisticamente diferente nas duas dietas,
com média de 2,1% e 0,7% nas dietas com alta e baixa quantidade de sacarose,
respectivamente; com 12 dias, a porcentagem de S. mutans foi em média de 1,6% e 0,5%
respectivamente, nas dietas com alta e baixa quantidade de sacarose, sem diferenca
estatistica entre elas. Quando os S. mutans se apresentavam em niveis detectaveis na
placa bacteriana, a porcentagem de S. sanguis era reduzida. Os lactobacilos tiveram um
aumento significante na placa de 4 dias no periodo de dieta rica em sacarose e a placa de
12 dias apresentou a mesma tendéncia. Os resultados sugerem que o efeito da sacarose da
dieta na composicdo microbiologica ocorre em funcdo da idade da placa, sendo que o
aumento do numero de microorganismos associados a cdarie ocorre principalmente nos
periodos iniciais de maturacéo. Além disso, a composi¢cdo microbioldgica da placa de 4 dias
variou mais entre os voluntarios, sendo que, aos 12 dias, as diferencas entre eles nao foram

tdo evidentes.



Revisdo de Literatura 18

Em 1978, DUCHIN; VAN HOUTE?® coletaram amostras de placa presente sobre
manchas brancas, lesfes ja cavitadas e a estrutura dentaria sadia adjacente as lesdes
incipientes e avaliaram o niumero de S. mutans e lactobacilos. As placas sobre lesdes de
carie apresentaram maior proporcao de S. mutans, em relacdo as bactérias totais, do que
aquelas sobre superficies higidas. Em um grupo de pacientes, os S. mutans foram isolados
de 92 das 95 amostras de placa obtidas de areas cariadas, mas nado foram detectados em
15 das 97 amostras de placa obtidas de superficies higidas. Houve uma grande variacdo na
propor¢cdo de S. mutans em amostras obtidas da mesma lesdo, mostrando a natureza
localizada da colonizacdo da placa por essas bactérias. Os lactobacilos nao foram
detectados em lesdes de carie incipiente, aparecendo apenas, em baixo numero, em
algumas amostras de placa de areas sadias, 0 que sugere que eles tenham um papel
minimo na iniciacdo da céarie em superficies lisas. Segundo os autores, os S. mutans
normalmente constituem menos de 1% da microbiota total da placa bacteriana associada a
carie. I1sso sugere que outras bactérias possam estar envolvidas no seu desenvolvimento,
mas nao se pode concluir que propor¢cdes baixas desses microorganismos sejam
insuficientes para causar carie. Um outro objetivo deste trabalho foi testar o agar MSB, com
ou sem a adicao de telurito de potassio, em comparacao com 0 agar mitis salivarius sem
telurito, na selecao e identificagdo dos S. mutans, em resposta as criticas que este meio de
cultura vinha recebendo por parte de outros pesquisadores. A adicdo de telurito de potassio
ao agar MSB nao afetou o isolamento dos S. mutans da placa em comparacdo ao mesmo
meio sem telurito e facilitou o procedimento de contagem das colbnias, pois inibiu o

crescimento de outros microorganismos.

VAN HOUTE'® descreveu, em 1980, uma relacdo direta entre dieta e composicao
bacterioldgica da placa: uma maior ingestdo de carboidratos leva a um aumento da acidez e
da sintese de polissacarideos extracelulares, selecionando bactérias acidogénicas e
aciduricas, que aumentam o potencial de queda do pH, favorecendo a desmineralizacao.
Além da dieta, fatores salivares também estdo envolvidos na atividade de carie, embora o
papel das diferencas individuais nesses fatores ainda necessite ser esclarecido. Para ele, os
estreptococos pertencentes ao grupo mutans podem ser considerados como agentes
etiologicos importantes, em vista de sua acidogenicidade e aciduricidade, sua capacidade
de causar carie em modelos animais, sua correlacdo positiva com o desenvolvimento de
carie em humanos e sua presenca em praticamente todas, sendo todas as superficies com
carie ativa, ndo havendo evidéncias do envolvimento de outros microorganismos, como S.

mitis, S. sanguis ou S. salivarius, na iniciacdo do processo de cérie.

Em 1984, HARPER; LOESCHE* compararam a acidogenicidade, capacidade de
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crescimento e taxa de producédo de acido latico de 30 cepas bacterianas, em diferentes pHs.
Todas as cepas de S. mutans e os Lactobacillus casei testados apresentaram crescimento
em caldos com pH 7,0, 5,5 e 5,0, sendo esse crescimento maior no caldo com pH 7,0. O
crescimento de cepas de S. sanguis, S. salivarius e S. mitis no pH 5,5 foi consideravelmente
menor do que a da maioria das cepas de S. mutans e foi completamente inibida no pH 5,0.
Nos caldos com pH inicial 7,0, o pH final ficou abaixo de 5,0 em todas as cepas estudadas,
mas os S. mutans demonstraram em média um pH final 0,2 unidades mais baixo do que a
média dos outros estreptococos. Nos caldos com pH 5,5 e 5,0, novamente os S. mutans
apresentaram uma maior capacidade de baixar o pH. Os Lactobacillus casei apresentaram
um pH final baixo, principalmente nos caldos com pH inicial 55 e 5,0. Com relacdo a
producdo de acido latico, os S. mutans cepa Ingbritt produziram mais acido latico no pH 5,0
do que nos pHs 6,5, 4,5 e 4,0. Duas cepas de S. sanguis produziram mais acido latico no pH
6,5 do que os S. mutans cepa Ingbritt, sendo essa producéo diminuida progressivamente

nos pHs mais baixos.

TOGELIUS et al.®®, em 1984, avaliaram as diferencas na contagem de S. mutans de
amostras de saliva coletadas com poucas horas ou com um dia de diferenca. Investigaram
também se uma alteracdo no padréo de higiene bucal aumentaria a contagem de S. mutans
na saliva, bem como a relacdo entre o nivel salivar dessas bactérias e sua contagem na
lingua, areas oclusais e interproximais. A saliva estimulada de aproximadamente 70
voluntérios foi coletada as 8:30h, 15:30h e 8:30h do dia seguinte e semeada em agar mitis
salivarius bacitracina. Os voluntarios foram divididos em trés classes de acordo com a
guantidade de S. mutans. Em quase 90% dos voluntarios as contagens realizadas pela
manha e a tarde diferiram por um fator menor que 10 e as contagens em dias consecutivos
diferiram em um fator maior que 10, em apenas 6% dos voluntarios. Dos 24 voluntarios que
ficaram uma semana sem escovar os dentes, 15 apresentaram aumento na contagem e 9,
uma diminuicdo, mas as alteracfes ndo foram estatisticamente significantes. A contagem de
S. mutans na saliva, realizada pela técnica da espatula, apresentou uma correlacao positiva

com a contagem da superficie da lingua e de placa interproximal.

O efeito de uma dieta rica em sacarose, na composicdo microbiolégica e
acidogenicidade da placa bacteriana, foi testado por SCHEIE et al.®* em 1984. Quatro
voluntarios foram instruidos a nao higienizar as superficies vestibulares dos dentes
posteriores inferiores direitos. Durante 3 semanas eles ingeriram uma dieta com baixa
guantidade de sacarose (dieta 1) e em 3 semanas subseqiientes, uma dieta com alta
guantidade de sacarose (dieta 2), que incluia a aplicacdo de 1 mililitro de uma solucéo

desse acucar a 60%, na area estudada, 8 vezes ao dia. A contagem de S. mutans na saliva
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e a analise microbiolégica da placa foram realizadas semanalmente, sendo sua
acidogenicidade determinada ao final das 3 semanas. Os niveis salivares de S. mutans néo
foram afetados sistematicamente por nenhuma das dietas. Da mesma maneira, 0 numero de
superficies dentéarias infectadas com esta bactéria nédo foi diferente nas duas dietas, mas a
frequéncia de deteccdo em cada superficie foi maior durante a dieta 2. Ela também
provocou uma maior queda do pH nos voluntarios A, B e C. O voluntario D apresentou 0s
valores mais baixos de pH, embora ndo tenham sido detectados S. mutans em suas
amostras de placa. Apesar da dieta ter afetado a acidogenicidade da placa, seus efeitos
sobre os parametros microbiolodgicos ndo foram tdo uniformes. Houve uma tendéncia das
placas contendo mais de 0,1% de S. mutans demonstrarem maior queda do pH. Dois
voluntarios (A e C) apresentaram mancha branca apoés a dieta 2, mas a placa no local onde
ocorreram ndo demonstrou caracteristicas peculiares quanto a microbiota e a
acidogenicidade da placa. Niveis salivares altos de S. mutans foram mais freqiientes nos
voluntarios A e B, que também apresentaram o maior nimero de sitios dentérios infectados.
Entretanto, o voluntario D possuia niveis salivares de S. mutans mais altos que o voluntario
C (5.000 e 500 UFC/mL, respectivamente), mas ndo demonstrou crescimento dessa

bactéria em suas amostras de placa.

Os métodos de avaliagcdo da quantidade de S. mutans na saliva e na placa
bacteriana, com o intuito de revelar o grau de infeccédo dos individuos, foram revisados por
KEENE®? em 1986. Dentre os pontos abordados pelo autor, esta a variavel composicdo
microbiana da placa de acordo com sua espessura, que pode levar a erros de contagem se
as amostras nao forem coletadas de maneira similar. Além disso, existe diferenca de até
100 vezes na concentracdo de S. mutans na mesma area, o que demonstra a variacdo
microbiana na placa e como a metodologia da coleta pode ser critica. O autor também
mostra que os niveis de S. mutans na saliva refletem adequadamente a quantidade desses

microorganismos na placa bacteriana total presente na cavidade bucal de um individuo.

ZERO; VAN HOUTE; RUSSO™® em 1986, avaliaram o papel do polissacarideo
intracelular de reserva produzido pelos microorganismos cariogénicos na desmineralizacédo
do esmalte in situ. Cepas de S. mutans (Ingbritt-1600), S. sanguis, S. mitis, S. salivarius e A.
viscosus foram cultivadas por 18 horas em caldos com duas concentracfes diferentes de
glicose: 0,25% e 2,2%. Massas bacterianas dessas culturas foram obtidas por centrifugagéo
e colocadas sobre blocos de esmalte bovino, montados em um dispositivo intrabucal
palatino utilizado por 3 voluntarios. O dispositivo intrabucal foi utilizado por 45 minutos,
sendo realizado um bochecho com solucdo de sacarose ou glicose a 10%, no primeiro

minuto de uso. As placas de S. mutans que tinham sido cultivadas com glicose a 2,2%
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exibiram a maior desmineralizacdo do esmalte e queda do pH, independentemente da
realizacdo do bochecho ou nédo. Isso comprova que a producéo de acidos pelas bactérias da
placa, a partir de fontes endégenas de agUcar, pode ser importante na etiologia da carie. O
mesmo efeito foi observado com os S. sanguis e S. mitis, mas em menor grau. Os S.
salivarius ndo causaram desmineralizacdo independente da concentracdo de glicose no

caldo de cultivo ou da realizacdo ou ndo do bochecho.

Em continuidade ao trabalho anterior, os pesquisadores avaliaram o papel da matriz

extracelular na desmineralizacdo do esmalte'*.

S. mutans, cepa Ingbritt-1600, foram
cultivados em um caldo contendo até 4% de sacarose (glicose tinha sido utilizada no
trabalho anterior), por 18 horas. A producdo de acidos das massas bacterianas, obtidas por
centrifugacdo desses cultivos, foi avaliada in vitro e a desmineralizacdo do esmalte foi
determinada in situ, como descrito no artigo anterior. Placas artificiais também foram
preparadas e testadas in situ e in vitro, a partir de cepas de S. mitis, S. sanguis e S.
salivarius, cultivadas sem sacarose, com 2% de sacarose, ou misturadas com matriz
extracelular produzida por S. mutans. Analise de DNA revelou que as placas obtidas de
culturas de S. mutans, realizadas com 2% de sacarose, apresentavam uma densidade
celular 20 vezes menor do que as amostras de culturas sem sacarose, indicando que a
matriz extracelular compreendia aproximadamente 95% dessa placa. Além disso, no teste in
situ, essa placa causou desmineralizacdo marcante, sendo que a placa cultivada sem
sacarose nao causou desmineralizacdo. Com o aumento da concentracdo de sacarose no
meio de cultivo, houve diminuicdo na producdo de acidos in vitro, mas um aumento na
proporcao de matriz extracelular e na desmineralizacdo do esmalte in situ. Ao contrario do
encontrado no trabalho anterior, quando a placa cultivada com 2% de sacarose nao foi
exposta a nenhum carboidrato, ndo houve queda do pH in vitro, nem desmineralizacdo in
situ. A explicacdo dada pelos autores para este achado foi que a quantidade de matriz
extracelular, produzida a partir da sacarose, criou um espagco entre as células, que
produziram acido a partir do acucar intracelular em quantidade insuficiente a ocorréncia de
desmineralizacdo, ou que a cepa utilizada ndo produz reserva intracelular a partir da
sacarose. Os S. sanguis e S. salivarius produziram matriz extracelular, mas os S. mitis ndo.
A presenca de matriz extracelular produzida por eles ou obtida de S. mutans, também
aumentou seu potencial de desmineralizagdo, mas de maneira menos pronunciada. Os
resultados do estudo mostraram que, apesar das placas bacterianas obtidas de culturas de
S. mutans suplementadas com sacarose apresentarem menor quantidade de células e
menor capacidade de diminuir o pH in vitro, elas levam a uma maior desmineralizacdo do

esmalte in situ, devido provavelmente a presenca da matriz extracelular, constituida em sua
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maior parte de glucanos. Estes atuariam como barreiras de difusdo, limitando a saida dos

acidos e o0 acesso dos tampdes salivares a camadas profundas da placa.

Seguindo a mesma linha do trabalho anterior, VAN HOUTE, RUSSO, PROSTAK'*
avaliaram, em 1989, a diferenca na queda do pH in situ, in vitro e a capacidade tampao de
massas bacterianas formadas por S. mutans cepa Ingbritt-1600, cultivados na presenca ou
auséncia de sacarose. A queda do pH in situ foi determinada durante 45 minutos, apos
bochecho com solucédo de glicose a 10%. Além disso, os autores mediram a porosidade
dessas placas artificiais. A observacao, no microscépio eletrénico de transmissédo, mostrou
gque as placas obtidas de S. mutans, cultivados em caldo com 2% de sacarose,
apresentavam células espacadas e alta quantidade de matriz extracelular, ao contrario das
placas obtidas de células cultivadas sem adicdo de sacarose, nas quais a concentracéo
celular e a sua proximidade foi muito maior. Placas com maior conteldo de matriz
extracelular e menor quantidade de células levaram a um pH minimo mais baixo e uma
gueda do pH mais prolongada no teste in situ, pelo metabolismo da glicose na solucéo de
bochecho e ndo das fontes enddégenas de carboidratos ou da matriz extracelular. Além
disso, as placas bacterianas obtidas de culturas sem adicdo de sacarose tiveram uma
capacidade tampao maior do que aquelas cultivadas com 2% de sacarose, devido a maior
densidade celular e a baixa capacidade tampédo da matriz extracelular. A porosidade das
placas contendo alta quantidade de matriz extracelular foi maior do que a das placas sem
matriz extracelular. Os autores sugeriram que, nas placas com baixa quantidade de matriz
extracelular, apenas as bactérias da periferia da placa metabolizam a glicose do bochecho;
ja na placa rica em matriz extracelular, a glicose é utilizada também pelas bactérias da
camada mais interna, visto que o substrato penetra com maior facilidade e ha menor

guantidade de bactérias para metaboliza-lo.

Em 1989, BOYAR et al.® analisaram a composicdo bacterioldgica da placa formada
in vivo, em pré-molares com indicacdo de extracao, por periodos de 1, 2, 4, 8 ou 14 dias.
Onze adolescentes participaram da pesquisa. Os pré-molares foram bandados, deixando
um espaco de 0,8 mm entre a banda e a superficie vestibular para promover o acumulo de
placa bacteriana. Apés a extracdo dos dentes, a banda foi delicadamente recortada e a
placa bacteriana foi coletada e analisada quanto ao nimero de bactérias totais e de alguns
géneros bacterianos, além dos estreptococos mutans. Houve uma grande variacdo entre 0s
pacientes, com relagdo ao numero de bactérias totais e estreptococos mutans nas amostras
de placa, em todos os periodos. Houve uma tendéncia de diminuicdo do numero de
bactérias na placa, com o passar dos dias. Todas as amostras de placas apresentaram S.

mutans com 14 dias. Um voluntario apresentou, mesmo com um dia de acUmulo, uma
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porcentagem de S. mutans da ordem de 24% das bactérias totais. Oitenta e cinco porcento
das cepas isoladas eram S. mutans e 15% eram S. sobrinus. A avaliacdo dos dentes em
microscopia eletrénica de varredura e microscopia de luz polarizada revelou a ocorréncia de
dissolucdo mesmo em algumas areas onde o0s estreptococos mutans nao foram detectados.
Assim, ndo foi detectada uma associacdo estatisticamente significante entre 0 nimero de
estreptococos mutans e a dissolucdo do esmalte; no entanto, sua freqiiéncia de isolamento
foi estatisticamente associada com a ocorréncia de alteragdo no esmalte. Como a presencga
de estreptococos mutans na saliva ndo foi avaliada, ndo se pdde prever se a colonizacado
dos dentes teve relacdo com seus niveis salivares. Para os pesquisadores, apesar do
acumulo de placa bacteriana através da bandagem né&o representar uma situacao natural, a

formacéo de placa nesse local pode ser associada com a da area interproximal.

Também em 1989, TANZER® escreveu sobre os mecanismos envolvidos na
formacdo da placa bacteriana cariogénica, entre eles as caracteristicas fenotipicas dos
estreptococos mutans relacionadas a sua viruléncia e a relacdo entre microbiota, saliva,
dieta e dente. A saliva tem um importante papel na des e remineralizacdo dos dentes,
limpeza de restos alimentares e bactérias e na diluicdo e neutralizacdo dos produtos
metabdlicos da placa. A ocorréncia de cérie severa, em pacientes com fungdo salivar
diminuida, representa bem a importancia desse fluido na quimica da placa bacteriana
cariogénica. Dentre os fatores que tornam o0s estreptococos mutans as bactérias mais
cariogénicas estao: a. capacidade de sintetizar polissacarideos a partir da sacarose; b.
adesao a estrutura dentéria, extremamente facilitada na presenca de sacarose, devido a
producdo do polissacarideo extracelular insolivel; c. acidogenicidade a partir de uma
variedade de acUcares simples; d. producéo de acido latico; e. aciduricidade; f. transporte de
sacarose e outros acucares simples por processos energéticos; g. formacao e degradacéo
de polissacarideos intracelulares de reserva; h. adsor¢do a dentes cobertos pela pelicula
adquirida e a outras bactérias. A maioria desses fatores de viruléncia fornecem aos
estreptococos mutans uma vantagem ecolégica nas superficies dentarias e uma aparente

vantagem competitiva sobre as outras bactérias que colonizam os dentes.

A correlacao entre o nUmero de estreptococos mutans e lactobacilos na saliva e na

1.”® em 1990. A saliva estimulada e as

placa bacteriana foi investigada por MUNDORFF et a
amostras de placa, coletadas de pelo menos cinco sitios diferentes das faces vestibulares e
proximais dos molares e pré-molares inferiores, foram obtidas de 120 jovens, entre 12 e 15
anos. As amostras foram semeadas em agar MSB para contagem de estreptococos mutans,
agar Rogosa para contagem de lactobacilos e agar sangue para a contagem de bactérias

totais. Os numeros de estreptococos mutans e lactobacilos, nas amostras de placa e de
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saliva, apresentaram correlacdo estatisticamente significante (r = 0,56 e 0,42,
respectivamente). Em 24 individuos, os estreptococos mutans e lactobacilos ndo foram
detectados na placa e saliva. Em 3 individuos, as amostras de placa ndo apresentaram

estreptococos mutans, mas a saliva sim.

VAN HOUTE et al.'® avaliaram em 1991 o potencial acidogénico e o nimero de
estreptococos mutans na placa bacteriana de manchas brancas e superficies higidas de 12
individuos cérie ativos. Apdés 48 horas sem higiene, duas amostras de placa, uma de
superficie higida e outra de mancha branca, foram coletadas de superficies vestibulares e
linguais dos dentes. A queda do pH foi avaliada apés acréscimo de 10 pL de uma solucao
de glicose na suspensédo de placa. Além disso, o nimero bactérias totais, estreptococos
totais, estreptococos mutans e lactobacilos foi determinado. O pH inicial e final foi menor
para as amostras de placa de manchas brancas e a queda do pH foi mais rapida. A
porcentagem de estreptococos mutans em relacdo as bactérias totais também foi maior
(2,9%), nas placas de mancha branca, do que nas placas de superficies higidas (0,3%).
Todas as amostras de placa com mais de 1% de mutans exibiram uma alta capacidade de
gueda do pH; entretanto, 5 amostras com tempo de queda do pH abaixo de 4 minutos
tiveram baixos niveis de mutans (menos de 0,01% ou 0,1%). As proporcdes de lactobacilos
em ambas as placas foram menores que 0,01%. Os resultados indicam que a relagéo entre
o potencial de queda do pH da placa dental humana e sua composi¢cdo microbiol6gica é
complexa; apesar do potencial de queda do pH estar normalmente associado aos niveis de
estreptococos mutans, algumas amostras de placa com alta queda do pH apresentaram
niveis baixos ou negligiveis de mutans e lactobacilos. Isto sugere o envolvimento de outros
microorganismos acidogénicos, provavelmente entre o grupo dos estreptococos, devido ao

seu alto numero na placa e seu potencial cariogénico em roedores.

Em 1992, HARDIE* fez uma revis&o a respeito da microbiologia da cérie e doenca
periodontal. Ambas sdo doencas relacionadas a placa bacteriana, embora muito
influenciadas por fatores do hospedeiro e do ambiente. Especificamente com relacdo a
carie, o autor coloca que varias cepas de microorganismos foram capazes de induzir carie
em animais; estas cepas, no entanto, apresentam cariogenicidade variavel, sendo os
estreptococos mutans os lideres do conjunto de microorganismos cariogénicos. A exemplo
do que ja foi observado com animais, outras bactérias, além dos estreptococos mutans,
podem estar também envolvidas no desenvolvimento de carie em humanos. Alguns
trabalhos ja4 demonstraram a formacdo de lesdes na aparente auséncia de estreptococos
mutans e, por outro lado, individuos apresentam uma alta contagem de estreptococos

mutans e ndo desenvolvem cérie. Isto volta a questdo da microbiologia da carie para uma
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comunidade de bactérias cariogénicas, ao invés de uma unica espécie ou tipo. Com relacéo
a contagem salivar de estreptococos mutans e lactobacilos, o autor relata que na maioria
dos estudos transversais, existe uma correlagdo entre esta contagem e a prevaléncia de
carie; entretanto, esta associacdo nao indica necessariamente uma relacdo de causa e
efeito entre a contagem de bactérias e a atividade de carie. Em estudos longitudinais, a
presenca de niveis salivares altos de bactérias cariogénicas demonstrou algum valor
preditivo na determinacédo do risco futuro de cérie; entretanto, os limites para classificar um
individuo entre alto e baixo risco a carie nao estao totalmente estabelecidos. O autor sugere
gue contagens salivares de estreptococos mutans acima de 100.000 sejam consideradas de
alto risco, mas enfatiza que a determinacdo do risco a carie ndo depende apenas dessa

contagem.

MARGOLIS et al.”?, 1993, estudaram as diferencas entre a placa bacteriana de
individuos livres de carie e individuos carie ativos, antes e apoés a realizacao de bochechos
com solucdes de diferentes concentracdes de sacarose. A composi¢cao bioquimica da placa
nos dois grupos de individuos antes da exposi¢cdo a sacarose era similar. Ap6s o bochecho,
0 pH da placa caiu rapidamente, sendo bastante afetado pela concentracdo de sacarose e
menor para os individuos cérie ativos. A porcentagem de estreptococos do grupo mutans
dos individuos livres de cérie variou de 0 a 2,5% do total de microorganismos cultivaveis,
contra 0,1 a mais de 10% nos individuos carie ativos. Antes da exposicao a sacarose, a
placa dos individuos livres de céarie era mais supersaturada com relacdo aos minerais do
esmalte do que a dos individuos carie ativos e o grau de saturacdo caiu menos para 0S

primeiros, apos o bochecho.

Dando continuidade ao trabalho de VAN HOUTE et al.*** (1991), SANSONE et al.®
estudaram, em 1993, a capacidade de acidogénese de estreptococos mutans e outros
estreptococos obtidos da placa bacteriana de 3 grupos de individuos. O primeiro grupo era
composto por individuos cérie ativos, onde a placa bacteriana foi coletada, ap6s 48 horas de
restricdo de higiene, de superficies higidas e com mancha branca. O grupo 2 era composto
por individuos livres de cérie e o grupo 3 por individuos com carie de raiz. As amostras de
placa bacteriana foram analisadas quanto a queda do pH e composi¢cao microbiolégica, que
incluiu a contagem do numero de bactérias totais, lactobacilos, estreptococos totais e
estreptococos mutans. Além disso, a acidogenicidade de coldnias isoladas de estreptococos
“ndo mutans” foi avaliada em um caldo contendo 1% de glicose, pela medicdo do pH do
caldo apds 3 dias. O pH inicial das amostras de placa de superficies com mancha branca do
grupo 1 foi ligeiramente menor do que o das superficies higidas do mesmo grupo, que foi

menor que o pH inicial das amostras de placa do grupo 2. A queda do pH também foi mais
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rapida nas amostras de placa de mancha branca. A porcentagem de estreptococos mutans
nas amostras do grupo 1 foi ligeiramente maior nas areas de cérie ativa. O pH final dos
caldos contendo as cepas de estreptococos “ndo mutans” obtidas do grupo 1 variou de
abaixo de 4,2 a acima de 5,0, contra 3,95 a 4,10 das cepas de estreptococos mutans. Nao
houve diferenca na capacidade de baixar o pH dos estreptococos “ndo mutans” entre as
duas amostras de placa do grupo 1, mas as cepas com pH final no caldo menor que 4,2 ou
4,4 foram a maioria. Nos individuos livres de carie houve predominéncia de cepas de
estreptococos “ndo mutans” com pH final acima de 4,6. Os niveis de lactobacilos foram
baixos em todos os grupos. Nas amostras de placa com menos de 0,5% de mutans, a
proporgao dos estreptococos “ndo mutans” com pH final abaixo de 4,2 ou 4,4 foi muito
maior. Segundo os autores, entre 0s estreptococos “ndo mutans” estariam S. sanguis, S.
mitis ou outros; nenhuma dessas espécies ou grupos tem correlagdo positiva com cérie, o
gue ajudou na concepcdo de que, dentre 0s estreptococos, apenas 0s mutans sao
considerados como fator etiolégico importante. Os autores sugerem outras investigacoes
sobre o papel dessas bactérias na etiologia da carie, visto que o pH final € um indicador de
acidogenicidade, mas a velocidade de producdo de acidos deve ser maior para 0S

estreptococos mutans.

A respeito do uso dos fatores microbiolégicos na previsdo da ocorréncia de carie,
VAN HOUTE™ escreveu, em 1993, que a presenca de lactobacilos e estreptococos mutans
na placa de superficies dentarias sadias e cariadas sugere uma limitacdo de seu uso para
estimar a ocorréncia futura de carie. Apesar da associacao positiva entre as contagens de
lactobacilos e estreptococos mutans demonstrada por varios estudos, estes também se
depararam com individuos com incidéncia de céarie zero e altas contagens, assim como
individuos com alta incidéncia de carie e baixas contagens. Além disso, o fluxo salivar e a
ingestao de carboidratos influenciam os niveis de estreptococos mutans na placa, sugerindo
um interagdo entre os diversos fatores envolvidos no desenvolvimento de carie e dificultando

a definicdo de um Unico teste que possa prever sua ocorréncia.

No ano seguinte, VAN HOUTE!? escreveu sobre o papel dos microorganismos na
etiologia da carie. Segundo o autor, existe uma correlacdo dinamica entre consumo de
carboidratos, composi¢cdo microbioldgica da placa, perfil do pH e atividade de carie. A cérie
pode entéo ser considerada uma doencga infecciosa bacteriana modificada por carboidratos,
pois um aumento no numero de estreptococos mutans e lactobacilos na placa, induzido pelo
consumo de carboidratos, causa uma maior diminuicdo do pH da placa e aumento no
potencial cariogénico. O autor também enfatizou o importante papel da saliva em regular a

viruléncia desses microorganismos. Outro ponto levantado € que uma alta queda do pH
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pode ocorrer em placas com uma quantidade minima de estreptococos mutans e
lactobacilos. Entre os microorganismos envolvidos nessa queda do pH, chamados de
estreptococos “ndo mutans” que baixam o pH, estariam as espécies S. salivarius, S. mitis e

S. sanguis.

Em 1994, MARSH™ fez uma reviséo a respeito da microbiologia da placa dental. Ele
criticou a hipotese da placa especifica, que propde que apenas um numero limitado de
microorganismos presentes na placa bacteriana estaria envolvido no desenvolvimento de
carie, mas encontra problemas para explicar a ocorréncia da doenca na aparente auséncia
desses microorganismos na placa, ou a sua presenca em locais sem a evidéncia da doenca.
Da mesma forma, a hipétese da placa ndo especifica defende que uma mistura heterogénea
de microorganismos presentes na placa poderiam participar da céarie, mas ndo explica a
evidéncia de especificidade demonstrada pelas doencas mediadas por placa. Utilizando
conceitos semelhantes aos defendidos por VAN HOUTE!®, o autor propds a hipétese da
placa ecoldgica, que determina que fatores do ambiente bucal levam a uma alteracdo na
microbiota da placa, predispondo um certo local a céarie. Por exemplo, a queda do pH apés o
metabolismo do agucar selecionaria 0s microorganismos mais acidudricos as custas dos mais
sensiveis a um pH baixo, principalmente se a freqiiéncia de exposicdo ao acucar for alta; da
mesma forma, a reducdo do fluxo salivar causaria uma transformacao microbiol6gica da

placa.

SULLIVAN et al.®?, 1996, se propuseram a estudar a correlacdo entre carie e nimero
de estreptococos mutans e lactobacilos na placa bacteriana e na saliva estimulada, para
determinar se a variagdo entre o indice de carie poderia ser melhor explicado por uma
amostra de placa total, ao invés da saliva. A saliva foi obtida por 5 minutos apés estimulacéo
com parafina e a placa foi coletada de todas as superficies dentarias de 60 adolescentes. O
coeficiente de correlagcdo entre o nimero de bactérias na saliva e na placa foi de 0,75 para
0s estreptococos mutans e 0,72 para os lactobacilos. Entretanto, o coeficiente de correlagcédo
entre o indice de superficies cariadas e restauradas e a contagem de mutans e lactobacilos
foi baixo, mesmo considerando apenas os individuos com padrao de higiene deficiente. Os
autores concluiram que a contagem de estreptococos mutans e lactobacilos na placa ou
saliva ndo ajuda a explicar a ocorréncia de carie de modo que possa ser utilizada como uma

ferramenta preditiva.

FEJERSKOV*, 1997, contestou, de maneira interessante, os conceitos de cariologia
gue tém norteado as pesquisas cientificas. Segundo ele, os conceitos simples de etiologia e

patogénese da carie desenvolvidos no meio do século passado ainda predominam, sem se
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levar em conta o avanco do conhecimento cientifico durante as décadas subsequentes.
Com relacdo aos microorganismos cariogénicos, desde os achados de FITZGERALD e
KEYES em animais, na década de 60, os cientistas tém focalizado seus estudos nos
estreptococos mutans, ignorando o fato de que varias pesquisas ja demonstraram que o
namero desses microorganismos na placa bacteriana de lesdes de carie ativa varia de
niveis ndo detectaveis até o maximo de 30% da microbiota total. Também se ignora o fato
de que um declinio na ocorréncia de carie ocorreu ha alguns anos, sem mudancas
aparentes nos niveis salivares de estreptococos mutans na populacdo. Segundo o autor, a
carie ndo é um evento singular, mas uma sucessao de processos de des e remineralizacédo
resultantes do metabolismo bacteriano sobre a superficie do dente. Assim, a carie € uma
doenca multifatorial, mas cuja Unica causa € a placa bacteriana. Para FEJERSKOV, os
estreptococos mutans e os lactobacilos hdo devem ser considerados como causadores da
carie, mas como microorganismos indicadores, que refletem as condi¢cdes aciduricas do

ambiente.

BOWDEN?, 1997, questionou se a composicéo bacteriana da placa e saliva poderiam
diagnosticar a atividade de carie dos individuos. Segundo ele, os testes microbiolégicos
mostram uma associacdo intima entre os odontopatdgenos e céarie em individuos com alta e
baixa atividade da doenca, mas ndo séo tao efetivos na deteccdo de grupos com niveis
intermediarios de carie ou em andlises individuais. Pode ocorrer carie na auséncia de
estreptococos mutans na placa, ou quando estes microorganismos estdo presentes em
niveis muito baixos, 0 que sugere que outros microorganismos possam estar envolvidos.
Para o autor, os testes microbiol6gicos deveriam ser utilizados no monitoramento de cada

paciente na determinacado de alteracbes no ambiente bucal.

O grau de saturacédo da placa bacteriana com relagcdo aos minerais do esmalte foi
estudado in situ por CURY; REBELLO; DEL BEL CURY?, 1997, de acordo com a freqiiéncia
diaria de exposi¢cdo a sacarose. Doze voluntarios utilizaram dispositivos palatinos contendo
blocos de esmalte humano armazenados em solucdo de formol por um més, montados 1
milimetro abaixo do acrilico e cobertos por uma tela plastica para promover o acumulo de
placa. O estudo foi dividido em quatro fases de 28 dias, variando-se a frequéncia de
exposicdo a uma solucdo de 20% de sacarose: zero, 2, 4 ou 8 vezes ao dia. Os voluntarios
utilizaram um dentifricio ndo fluoretado, mas beberam agua fluoretada, e removeram o
dispositivo intrabucal durante as refeicdes. A placa foi analisada quanto ao conteddo de
calcio, fosforo, fltor e polissacarideos sollveis e insollveis. A placa formada na presenca de
sacarose apresentou concentracdes significantemente menores de calcio, fésforo e flaor.

N&o houve diferenca na concentracao de fldor na placa formada durante 4 ou 8 exposicées
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a sacarose, nem entre a concentracao de calcio e fésforo na placa formada durante 2, 4 ou
8 exposicbes a sacarose. A concentracao de polissacarideos soluveis nao foi diferente nos
quatro protocolos, mas a concentracdo de polissacarideos insollveis foi significantemente
maior com 8 exposicdes a sacarose. Os blocos de esmalte apresentaram manchas brancas
visiveis quando expostos 4 ou 8 vezes por dia a sacarose, sugerindo que a fluoretacdo da
agua por si s6 € capaz de impedir a desmineralizacdo em placas bacterianas intactas

expostas até 2 vezes ao dia a sacarose.

Em continuidade ao trabalho anterior, CURY et al.** determinaram, em 2000, a
concentracao de célcio, fésforo, fllor e polissacarideos e a composi¢do protéica da placa
bacteriana formada in situ em um estudo cruzado de 28 dias, seguindo 3 protocolos:
exposicao a solucdo de sacarose a 20% 8 vezes ao dia, exposicdo a solugcdo com 10% de
glicose e 10% de frutose 8 vezes ao dia e grupo controle. A microdureza dos blocos de
esmalte também foi analisada. A concentracéo de calcio, fosforo e flor foi significantemente
maior no grupo controle do que nos outros dois, mas os valores foram numericamente
menores na placa bacteriana formada na presenca de sacarose. A concentracdo de
polissacarideo insoltvel foi significantemente maior na placa formada na presenca de
sacarose. A andlise protéica demonstrou composicao diferente entre as 3 placas. Dos 48
blocos de esmalte examinados, 27 apresentaram manchas brancas visiveis no tratamento
com glicose e frutose e 43 no tratamento com sacarose. Andlise de microdureza superficial
dos blocos demonstrou perda de aproximadamente 3% de dureza no grupo controle, 44%
no grupo tratado com glicose e frutose e 73% no grupo tratado com sacarose. Os resultados
sugerem que a alta cariogenicidade da placa formada na presenca de sacarose seja
principalmente explicada pela alta concentracdo de polissacarideos extracelulares
insollveis, mas a baixa concentracdo inorganica e a composi¢cao protéica também podem

influenciar o processo.

2.1.4. Acumulo de placa bacteriana e progresséo da leséo de carie

Em 1970, VON DER FEHR; LOE; THEILADE'® publicaram os resultados de um
estudo de carie experimental em humanos. Doze estudante de odontologia ficaram 23 dias
sem realizar qualquer procedimento de higiene bucal, metade deles realizou um bochecho
com solucdo de sacarose a 50%, por 2 minutos, 9 vezes ao dia durante este periodo. Apos

essa fase de desmineralizacdo, os voluntarios passaram por dois periodos de
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remineralizacdo de 30 dias, realizando bochechos diarios com solucao de fluoreto de sédio
a 0,2%. O indice de carie foi determinado imediatamente antes e ao final do periodo de
acumulo de placa através de escores. O indice de placa e o gengival foram medidos,
periodicamente, durante o periodo de auséncia de higiene. Esfregacos da placa bacteriana
foram obtidos periodicamente, corados pelo método de Gram e examinados quanto a
porcentagem de distribuicdo das bactérias. Ao final do periodo de auséncia de higiene, o
indice de placa e de carie no grupo da sacarose foi consideravelmente maior do que no
grupo controle. A severidade das lesbes de cérie, vistas ao microscopio com 16X de
aumento, variou de alteragdes quase imperceptiveis até manchas branco-acinzentadas. N&o
houve diferenca entre a colonizacdo bacteriana nos dois grupos; inicialmente a placa era
composta por cocos e bacilos gram positivos e gram negativos; apés 1 a 5 dias apareceram
microorganismos filamentosos e ap6s 5 a 10 dias a microbiota apresentava espirilos e
espiroquetas. A proporc¢éao final de bactérias foi alcancada apés 10 a 15 dias sem higiene.
Ambos os grupos apresentaram gengivite abundante ao final dos 23 dias, sem diferenca
entre eles. O indice de carie apés os dois periodos de remineralizacao foi semelhante para

os dois grupos, demonstrando que as altera¢des foram reversiveis.

HOLMEN et al.*” *® publicaram em 1985 dois artigos a respeito dos estagios de
progressao da céarie de esmalte apés 1, 2, 3 ou 4 semanas de acumulo de placa in vivo.
Trés pacientes com pré-molares indicados para extracdo participaram do estudo. Os pré-
molares foram bandados, deixando um espaco de 0,8 mm entre a banda e o dente para
acumulo de placa bacteriana. A avaliagdo dos dentes em microscopia de luz polarizada,
publicada em um artigo*’, mostrou, apés uma semana, a formacédo de uma zona transltcida
externa no esmalte, e com duas ou trés semanas o0s dentes apresentaram varios graus de
desmineralizacdo subsuperficial. Com quatro semanas de desafio cariogénico, os trés
individuos desenvolveram manchas brancas opacas sob a area da banda. A analise em
microscopia eletronica de varredura®® indicou sinais de dissolucéo da superficie do esmalte,
com aumento do espaco intercristalino. Com o passar do tempo, a superficie ficou
gradualmente mais porosa e a dissolu¢cdo aumentou progressivamente. Independentemente

do periodo, o esmalte subsuperficial apresentou a maior porosidade.

Em 1988, HOLMEN et al.*® avaliaram o efeito de uma profilaxia ou limpeza com
bolinha de algoddo umedecida em agua, uma vez por semana, na formacao de les6es de
carie em pré-molares bandados como descrito anteriormente. Apos 5 semanas de acumulo
de placa, todos os dentes do grupo controle apresentaram lesdes de mancha branca, o que

nao ocorreu naqueles dentes limpos por qualquer um dos dois métodos.
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Também em 1988, OGAARD; ROLLA; ARENDS® cimentaram bandas em pré-
molares com indicacdo de extracdo, deixando um espa¢o para 0 acumulo de placa
bacteriana. Os dentes foram extraidos apos 4, 6 ou 8 semanas e a desmineralizacdo foi
avaliada através de microrradiografias. A perda mineral e a profundidade da lesdo em
esmalte foram proporcionais ao periodo de desmineralizagdo. Os autores descreveram a
progressao da lesdo como um valor médio, pois a desmineralizacdo € um evento
intermitente. Apés 4 semanas, a profundidade da lesdo foi de aproximadamente 100

micrémetros, equivalente a uma progressao de 3 um/dia.

Em 1990, paralelamente ao trabalho de BOYAR et al.'® (ver 2.1.3), THYLSTRUP et
al.’” publicaram os resultados da descalcificacdo do esmalte apds periodos de acimulo de
placa de 1, 2, 4, 8 e 14 dias. Onze adolescentes, vivendo em comunidades com agua
fluoretada no Canada, participaram da pesquisa. Seus dentes foram bandados como ja
descrito e extraidos apdés os periodos mencionados. Apds a extracdo, os dentes foram
avaliados macroscopicamente, em microscopia eletrénica de varredura e em microscopia de
luz polarizada. Macroscopicamente, 0s dentes ndo apresentaram sinais de manchas
brancas, mas com 8 e 14 dias de acumulo de placa a area bandada apresentou uma
opacidade evidente, contrastando com a area sadia adjacente. Analise em microscopia
eletrbnica de varredura ndo demonstrou alteracdo no esmalte com 1 dia de acumulo de
placa. Apdés 2 dias, alguns dentes demonstraram sinais de alteracdo quando observados no
microscopio eletrébnico, mas com 4 dias, 6 dos 8 dentes avaliados apresentaram dissolucao
da superficie do esmalte. A alteracdo do esmalte foi progressivamente maior, até que com

14 dias, todos os dentes analisados exibiram sinais de dissolugao.

2.2. Avaliagao da perda mineral do esmalte

Em 1912, PICKERILL® desenvolveu um esclerdmetro para medir a dureza dos
dentes. O aparelho consistia de uma ponta de diamante e um peso, que eram aplicados
sobre a estrutura dentéaria com pressao crescente, até que se pudesse observar um risco

macroscopicamente, apos a aplicacao de grafite sobre ele.

Outros métodos de avaliacao da dureza dos dentes, através da resisténcia ao risco,
foram utilizados por diversos pesquisadores. Em 1933, HODGE; MCKAY*, utilizando o teste

de Bierbaum, onde um risco era realizado com um diamante e medido através de um
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microscépio, determinaram a microdureza do esmalte e dentina em diferentes areas do
dente. A microdureza era calculada através da razdo entre a area da impressao e a forca
aplicada e, segundo os autores, seus valores deveriam ser considerados apenas para efeito

de comparagéo.

Dentre os métodos de avaliacao da microdureza através da resisténcia a penetracao
existentes até a década de 30, nenhum era adequado para utilizacdo na estrutura dentaria.
Entretanto, em 1939, KNOOP; PETERS; EMERSON® desenvolveram um penetrador de
diamante em formato piramidal, que podia ser pressionado contra um material com cargas
de 1 g a 500 g. As indentagdes criadas pelo penetrador possuiam o formato de um losango,
com a diagonal maior 7 vezes o comprimento da diagonal menor e 30 vezes a profundidade
da impressao. Com a utilizacao do penetrador tipo Knoop, a maior parte da memoria elastica
do material avaliado tende a deformar a indentacdo transversalmente e ndo no seu longo
eixo, 0 que permite a avaliagdo da microdureza de materiais frageis, entre eles a estrutura
dentaria. O nimero de dureza Knoop (KHN) é expresso em Kg/mm? como a carga

necesséria para forcar o penetrador até que uma area de 1 mm? de superficie seja ocupada.

Em 1943, SOUDER; SCHOONOVER®® empregaram a microdureza Knoop para
estudar o efeito de dentifricios e solugbes contendo acucar e acidos na dissolucdo da
superficie e amolecimento do esmalte e dentina. A associacdo entre agucar e bactérias no
desenvolvimento de caries foi demonstrada apos a imersédo de fragmentos dentarios numa
solucdo de acucar e saliva: houve dissolucdo e amolecimento do esmalte e dentina. Ao
medirem lesbes de mancha branca, os valores de dureza encontrados foram de 250 KHN,
contra 350 KHN no esmalte sadio adjacente. Os autores enfatizaram as vantagens da
utilizagdo da microdureza no estudo da cérie em relagdo aos outros métodos existentes na
época, permitindo a deteccdo de alteragcdes na estrutura dentaria de maneira rapida e

sensivel.

Em 1958, CALDWELL et al.”® utilizaram a microdureza para avaliar a taxa de
amolecimento de dentes humanos submetidos a desmineralizacéo in vitro. Dentes intactos e
polidos foram cobertos por placa bacteriana, cultivada a partir de saliva em um meio de
cultura contendo glicose. Dez indentacbes com penetrador Knoop foram realizadas
inicialmente e ap6s a desmineralizacdo in vitro. A microdureza inicial foi ligeiramente maior
nas superficies intactas (367), do que nas polidas (325). A porcentagem de diminuicédo de
dureza por hora foi de 3,4% para as superficies intactas e 4,9% para as superficies polidas,
em média. Os autores consideraram o método promissor para avaliacdo da taxa de

desenvolvimento de carie in vitro e para o teste de agentes anticariogénicos.
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NEWBRUN; TIMBERLAKE; PIGMAN®, em 1959, também avaliaram a taxa de
amolecimento do esmalte através da microdureza superficial, apos exposicdo dos dentes a
um tampédo lactato com pH 5,0. Neste experimento foram utilizados dentes humanos,
intactos e polidos, e dentes bovinos intactos. A microdureza inicial e apds a imersao no
tampao por até 10 horas foi avaliada através de 10 indentagBes com penetrador tipo Knoop,
com carga de 500 g por 10 segundos. A microdureza inicial dos dentes humanos e bovinos
foi, em média, 367 e 356, respectivamente. Além disso, a taxa de amolecimento foi
ligeiramente maior para os dentes bovinos do que para os humanos. Os dentes polidos
apresentaram um menor desvio-padrdo entre as leituras individuais de microdureza, mas a
gueda na dureza foi mais rapida do que para as superficies intactas. Os autores também
investigaram se a microdureza inicial tinha correlagdo com a resisténcia ao amolecimento; o
indice de correlacao foi praticamente zero e eles concluiram que a taxa de amolecimento

era independente da dureza inicial.

Em 1960, NEWBRUN; PIGMAN" fizeram uma revisdo dos métodos até ent&o
existentes para determinacdo da dureza do esmalte e dentina. Ressaltando as vantagens do
penetrador Knoop, 0s autores concluiram que a microdureza é um método sensivel e
adequado para acompanhar a progressdo de lesGes de carie produzidas natural ou

artificialmente.

FEAGIN; KOULOURIDES; PIGMAN®, 1969, avaliaram a relacdo entre perda ou
ganho de dureza do esmalte e desmineralizagdo ou remineralizacdo. Blocos de esmalte
humano e bovino foram utilizados. Cinco indenta¢cBes foram realizadas inicialmente e outras
5 apés o amolecimento e/ou endurecimento do esmalte, a uma distédncia de 60 um das
primeiras. A desmineralizacao foi realizada em tampéo acetato de potassio com pH 5,0, por
4 a 5 horas, ap6s a qual uma diminuicdo em 100 a 120 KHN pb6de ser observada. A
remineralizacdo foi realizada durante 1 a 6 horas em solucédo remineralizante descrita pelos
autores. A concentracdo de calcio e fosforo nas solucbes des e remineralizante foi
determinada. A diminui¢cdo e o aumento no KHN apresentou uma relagdo linear com a perda
ou ganho de célcio e fosfato pelo esmalte, o que demonstrou que as medidas de dureza

podem ser usadas como indicadoras do seu grau de mineralizacao.

Para investigar a confiabilidade da utilizacdo do teste de microdureza superficial na
avaliacdo de lesdes de cérie, ARENDS; SCHUTHOF; JONGEBLOED?®, 1979, testaram a
microdureza Knoop de 60 dentes bovinos e 50 dentes humanos, desgastados e polidos,
apos a formacédo de lesbes de carie artificial. Foram utilizadas cargas de 25, 50, 100, 200 e

500 g por 10 segundos. A dureza Knoop do esmalte humano foi de 317 + 30 e 0 esmalte
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bovino se apresentou ligeiramente mais mole. De acordo com este estudo, quando o
comprimento da indentacao é medido em funcao da raiz quadrada da carga, encontra-se
uma relacao linear entre o esmalte humano e bovino higidos, assim como para o esmalte
com lesBes artificiais de carie. Além disso, nem a camada superficial da lesdo nem o
esmalte sadio subjacente influenciam consideravelmente as indentagdes. Assim, 0s autores
provaram que as medidas das indentacdes refletem o grau de descalcificacdo da leséo,

apesar da presenca da camada superficial.

No ano seguinte, ARENDS; SCHUTHOF; JONGEBLOED* avaliaram a relacéo entre
o0 comprimento da indentacdo e a profundidade da lesdo. Utilizando a mesma metodologia
descrita no artigo anterior, os autores concluiram que existe uma relagédo linear empirica
entre profundidade da lesdo de céarie artificial e comprimento de indentacao para o esmalte

humano e bovino e descreveram uma equacéo para determinar a profundidade da lesao.

As diferencas entre a taxa de producdo de lesbes artificiais de carie em esmalte
bovino, ovino e humano foram determinadas por FEATHERSTONE; MELLBERG®*, em
1981. O estudo incluiu esmalte humano deciduo e permanente, esmalte bovino deciduo e
permanente (desgastado ou ndo) e esmalte ovino permanente. Dois sistemas para producao
de carie artificial foram utilizados por tempos diferentes e as lesdes produzidas e sua
profundidade foram quantificadas através da incorporagdo de corantes. As lesdes no
esmalte deciduo progrediram de forma mais rapida do que no esmalte permanente, tanto
para o substrato humano como para o bovino. As lesdes foram produzidas 3 vezes mais
rapido no esmalte bovino permanente, bovino permanente desgastado e ovino permanente
do que no esmalte humano permanente. Entretanto, a progressédo da lesdo ocorreu huma

relacéo linear dependente da raiz quadrada do tempo, em todos os substratos.

Em 1983, em um “Workshop” sobre desmineralizacéo e remineralizacdo do esmalte,
KOULOURIDES; HOUSCH® descreveram a microdureza superficial como um dos principais
testes utilizados para avaliagdo da desmineralizacdo e remineralizacdo do esmalte.
Segundo eles, apesar do esmalte ser um substrato ndo homogéneo, principalmente quando
desmineralizado e remineralizado, a medida da microdureza é extremamente sensivel as
alteracdes na sua densidade mineral. A principal vantagem do método é que ele ndo é
destrutivo, podendo avaliar uma sucessao de alteragdes ocorrendo no mesmo espécimen.
Dentre suas desvantagens esta a necessidade de uma superficie plana, que requer o

desgaste da camada superficial do esmalte.

Em 1987, WHITE'®, ao avaliar a capacidade de remineralizacdo in vitro de
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dentifricios fluoretados sobre o esmalte desmineralizado, fez uma comparacédo entre a
microdureza superficial e a microrradiografia com relacdo a remineralizagdo do esmalte.
Segundo o autor, o contetdo mineral da superficie do esmalte tem relacédo linear com a
diagonal da indentacdo ou a sua penetragcdo. Entretanto essa relacéo se restringe a lesdes
de céarie com pequena profundidade (menos de 50 micrémetros); em lesGes subsuperficiais
profundas, a microdureza superficial deve ser substituida pela microrradiografia ou pela

microdureza longitudinal.

Em uma revisao detalhada sobre os modelos de carie in situ (ver 2.3), ZERO (1995)
defendeu o uso da microdureza superficial como método de andlise mineral, por ser
altamente sensivel, principalmente quando se utilizam cargas pequenas, como 50 gramas, e
reproduzivel, podendo ser utilizada para o estudo dos estagios iniciais de desmineralizacéo

e remineralizagdo do esmalte.

2.3. Estudos in situ

Em 1974, KOULOURIDES et al.®® descreveram na literatura odontoldgica o primeiro
teste in situ, desenvolvido em 1964% e utilizado para avaliacdo do efeito do flior em um
ensaio de carie experimental. Blocos de esmalte bovino de 4 X 4 X 2 mm foram
desgastados e polidos e sua microdureza Knoop inicial foi determinada por meio de 2
indentacdes com carga de 500 g. Metade dos blocos foram desmineralizados in vitro. Dois
blocos, um higido e um desmineralizado, foram montados em cada lado de préteses parciais
removiveis inferiores, utilizadas por 3 voluntarios. Em um dos lados da prétese, os blocos de
esmalte foram cobertos com uma tela de fibra de poliéster (Dacron), para promover o
acumulo de placa bacteriana. Quatro vezes ao dia, as préteses eram removidas e um lado
era imerso, durante 10 minutos, em agua contendo 1 ppm de flior e o outro lado (coberto
com a tela), em uma solucéo de sacarose a 3% contendo 1 ppm de fllor. Este protocolo foi
repetido durante 1 semana. A desmineralizacdo ou remineralizacdo foram avaliadas através
da diferenca entre a profundidade de penetracdo do diamante Knoop no esmalte, antes e
apés a exposicao intrabucal. A incorporacdo de flior nos blocos de esmalte também foi
medida. Os blocos desmineralizados imersos em &agua contendo flGor sofreram
remineralizagdo e incorporagdo de flior; nos blocos higidos a mudanca na dureza e a
incorporacgdo de flior foram minimas. J& a imersdo em solucdo de sacarose a 3% causou

maior perda de dureza nos blocos higidos e maior reincorporacdo de flior nos blocos
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desmineralizados. Os autores encontraram uma grande variacdo entre 0s voluntarios na

desmineralizacdo dos blocos imersos em sacarose.

Em 1977, OSTROM et al.®? avaliaram a composicdo microbiolégica da placa
bacteriana formada in situ sobre blocos de esmalte bovino, cobertos com uma tela.
Inicialmente foi avaliada a relagdo entre a microbiota da placa formada in situ e a microbiota
presente em diversas estruturas bucais, para determinar qual delas contribuiu para a
colonizacdo dos blocos. Os autores empregaram um teste in situ semelhante ao de
KOULOURIDES et al.??, sendo os blocos de esmalte bovino imersos 4 vezes ao dia por 10
minutos em uma solucdo de sacarose a 3%. Duas horas ap0s a instalacdo do dispositivo
intrabucal inferior, amostras para analise microbiol6gica foram coletadas da tela, da placa
formada sobre os blocos, da saliva ndo estimulada, da mucosa vestibular, da lingua e de
alguns dentes. O dispositivo intrabucal continuou a ser utilizado por 7 dias, quando amostras
da placa aderida a tela e sobre a superficie dos blocos de esmalte foram coletadas. Todas
as amostras foram semeadas em agar sangue, mitis salivarius e Rogosa. As col6nias
presentes no agar mitis salivarius foram identificadas morfologicamente ou através de testes
fisiolégicos entre S. mutans, S. salivarius, S. sanguis ou outros estreptococos. Este
protocolo foi repetido 4 vezes em 2 voluntarios, sendo que ndo houve grande variacdo na
composicao da placa obtida nas quatro repeti¢cdes. Os S. mutans compreenderam menos de
1% do total de estreptococos em todas as amostras de placa dos blocos. Houve
semelhanca entre a placa da mucosa vestibular e a aderida sobre os blocos apés 2 horas,
sugerindo que a colonizacao do aparelho se da por contato direto. Também houve aumento
na contagem de S. salivarius e lactobacilos na tela que cobria os blocos apés 7 dias,
sugerindo uma retencdo dessas bactérias nesse local. Numa segunda etapa, 4 voluntarios
utilizaram o dispositivo por periodos de 2, 6 e 24 horas, 3 dias e 7 dias, ap0s 0s quais a
composicao microbiol6gica da placa formada e a microdureza dos blocos foi determinada.
Para andlise microbiolégica, foram utilizadas a placa presente na tela, a placa nao aderida
(lavada com 10 mL de meio de cultura) e a placa aderida presente sobre o bloco. Nos
primeiros 3 dias, os S. mutans compreendiam 1% do numero total de estreptococos; este
namero aumentou para até 15% na placa de 7 dias. Embora a proporcdo de S. mutans
tenha aumentado progressivamente, ndo foi demonstrada correlagdo aparente entre essa
proporcao e a quantidade de desmineralizagdo. Um voluntério apresentou a menor taxa de
desmineralizacdo dos blocos de esmalte e a maior proporcdo de S. mutans na placa. A
proporcao de S. salivarius aumentou entre o terceiro e o sétimo dia; nos dois voluntérios que
apresentaram um alto grau de desmineralizacdo, a propor¢cdo de S. salivarius estava

aumentada. A presenca de S. salivarius na placa reforca a idéia de que a gaze utilizada para
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cobrir os blocos favorece o estabelecimento dessas bactérias. Apés 7 dias, a variagdo na
profundidade de penetracdo do microdurémetro foi de 4 a 6 microbmetros nos voluntarios
com maior desmineralizacdo, contra menos de 0,5 micrdbmetro nos outros dois. A maior

parte da desmineralizacao ocorreu entre o terceiro e 0 sétimo dia.

Um outro tipo de teste in situ foi desenvolvido por BRUDEVOLD et al.*?, em 1984.
Uma massa de S. mutans cepa Ingbritt-1600 foi preparada e colocada em contato com
blocos de esmalte bovino, montados em dispositivos intrabucais palatinos, que foram
utilizados por 5 voluntarios durante 2 horas. Os voluntérios fizeram um bochecho de 1
minuto com uma solucdo de sacarose a 10% nos tempos 0 e 60 minutos. Para avaliar a
desmineralizagdo dos blocos, os autores utilizaram a permeabilidade do esmalte ao iodo,
medida inicialmente e ao final das 2 horas. Os bochechos com sacarose causaram
desmineralizacdo do esmalte; quando os voluntarios ndo realizaram bochecho algum, houve
remineralizacédo. A seguranga do método foi medida através da eliminagdo dos S. mutans da
saliva dos voluntarios, que ocorreu apés 1 a 2 semanas. A principal vantagem deste teste
intrabucal é sua rapidez e sensibilidade, embora o problema ético de se introduzir uma

massa de S. mutans na cavidade bucal dos voluntarios seja uma desvantagem.

O efeito da estimulagcdo salivar na inibicdo da desmineralizacdo do esmalte foi
estudado in situ por KASHKET; YASKELL; LOPEZ*, em 1989. Uma massa de S. mutans foi
colocada sobre blocos de esmalte bovino montados em um dispositivo intrabucal palatino. O
efeito da utilizacdo de uma goma de mascar contendo sorbitol durante 30 minutos, iniciada
apos 5, 15 ou 30 minutos de um bochecho com solugéo de sacarose a 10%, foi avaliado por
meio da desmineralizagdo do esmalte bovino e da alteragdo do pH da placa. A maior
reducdo na desmineralizacdo do esmalte ocorreu quando a goma de mascar foi introduzida
aos 5 minutos apés o bochecho com sacarose; ndo houve diferenca na desmineralizacéo
apresentada quando a goma foi introduzida ap6s 30 minutos e aquela do grupo controle. O
pH da placa subiu mais rapidamente quando a goma de mascar foi utilizada. Os autores
sugeriram que a inibicdo da desmineralizacdo do esmalte, pelo uso da goma de mascar,

seja causada pela estimulacéo do fluxo salivar.

A influéncia dos métodos de esterilizacdo dos blocos de esmalte a serem utilizados
nos testes de cariogenicidade in situ na sua microdureza superficial foi testada por
CHANDLER™, em 1990. O autor preparou blocos de esmalte bovino para realizacdo dos
testes de microdureza e submeteu-os a 3 métodos de esterilizacao: autoclave, radiacao
gama e oxido de etileno. Posteriormente, avaliou a alteragdo na microdureza e a morfologia

superficial do blocos, através de microscopia eletrbnica de varredura. Nenhum dos 3
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métodos alterou a morfologia superficial dos blocos; entretanto, a autoclave causou um
amolecimento significante do esmalte. Segundo a literatura, a radiacdo gama pode alterar a
resposta do esmalte em testes de cariogenicidade, tornando-o mais resistente. O 6xido de
etileno ndo alterou a microdureza do esmalte, mas este método de esterilizacdo tende a
desaparecer, as custas da toxicidade do gas, sua alta capacidade explosiva e a
complexidade de seu uso. Devido a auséncia de outros métodos, para o autor a radiacdo
gama parece ser o método mais adequado para a substituicdo do 6xido de etileno, na

esterilizacdo de blocos de esmalte.

MACPHERSON et al.®, 1990, estudaram in situ o efeito da aplicacdo de sacarose e
da implantacdo de estreptococos mutans na composicdo microbiolégica da placa bacteriana
de trés semanas, em 5 voluntarios. Trés protocolos experimentais foram utilizados neste
estudo: (a) uso de um aparelho removivel inferior contendo 4 blocos e 2 fatias de esmalte
humano em cada lado, sem qualquer cobertura, na regido lingual, durante 3 semanas,
sendo removido da boca apenas durante a escovacéo dos dentes naturais; (b) aplicacdo de
uma solucdo de sacarose a 10% por 1 minuto, 9 vezes por dia, na area contendo 0s
espécimens de esmalte; (c) inoculacdo de estreptococos mutans, obtidos do préprio
voluntéario, na area contendo os espécimens de esmalte e aplicacédo de solucao de sacarose
a 10% como descrito em “b’. Ao final da terceira semana, a placa formada sobre os blocos e
fatias de esmalte foi coletada, diluida e semeada em agar sangue, MSB e Rogosa. As
colénias foram identificadas através da coloracdo e morfologia de Gram, exigéncias
atmosféricas para crescimento e testes bioquimicos. A frequiéncia de isolamento dos
estreptococos mutans sobre os blocos de esmalte foi de 62%, 63% e 90%, respectivamente,
para os protocolos “@’, “b” e “c’. A porcentagem média de mutans sobre o nimero de
bactérias totais nessas placas foi de 3,3%, 4,4% e 21,2%, respectivamente, para 0S
protocolos “a’, “b” e “c’. O efeito da diferenca entre os voluntarios foi significante a 1%,
sendo que um voluntario foi o responsavel pelo aumento na porcentagem média de
estreptococos mutans sobre o nimero total de viaveis, principalmente nos protocolos “a’ e
“b’. Mesmo no protocolo “c’, trés dos cinco voluntarios apresentaram uma porcentagem de
mutans na placa abaixo de 1%. No protocolo “b", houve uma maior freqtiéncia de isolamento
e porcentagem de bacilos gram negativos. Nesse estudo, a aplicacdo extrabucal de
sacarose teve um efeito qualitativo e quantitativo muito pequeno na composi¢ao
microbioldgica da placa. Segundo os autores, a utilizagdo de uma tela sobre os blocos de
esmalte para o acimulo da placa pode levar a um aumento na propor¢cdo de estreptococos

mutans.

Paralelamente ao trabalho anterior, MACPHERSON; MACFARLANE: STEPHEN®®
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(1990) estudaram a relacdo entre a microbiota da placa bacteriana formada in situ e a
desmineralizacdo das fatias de esmalte. Quarenta e trés porcento dos sitios de esmalte
avaliados apresentaram mudangas minimas no conteudo mineral, avaliadas através de
microrradiografia, enquanto que 9% das lesfes tiveram uma desmineralizagdo de mais de
1.000 unidades de perda mineral total. As lesbes foram divididas de acordo com a perda
mineral em 4 grupos, em ordem crescente. A frequéncia de isolamento dos estreptococos
mutans, no grupo 1, foi de 52%, chegando a 100% no grupo 4, 0 que suporta o papel
desses microorganismos no desenvolvimento das lesdes de carie. Entretanto, nem
estreptococos mutans, nem lactobacilos foram detectados em 27% das lesdes do grupo 3
(entre 500 e 999 unidades de perda mineral total), sugerindo que outros microorganismos
acidogénicos presentes na placa possam ter sido responsaveis pela desmineralizagdo. A
frequente aplicacdo de sacarose resultou em um leve, mas nao significante, aumento nos
niveis de desmineralizacdo, em comparacdo com 0s sitios que receberam apenas o agucar
da dieta do voluntério; por outro lado, a implantacdo de estreptococos mutans, associada a
aplicacdo de sacarose, levou a um aumento significante na perda mineral. A porcentagem
de mutans, em relagdo ao nimero de bactérias totais, aumentou com o aumento da perda
mineral, sendo a porcentagem e a frequéncia de isolamento dessas bactérias maiores nos
grupos com maior desmineralizagcdo, mesmo naqueles protocolos em que ndo foram

inoculados pelos pesquisadores.

Em 1991, MACPHERSON et al.” avaliaram se a placa bacteriana formada in situ
sobre blocos e fatias de esmalte e aquela formada sobre uma base de acrilico séo
semelhantes a placa formada naturalmente sobre as superficies lisas dos dentes. Cinco

68.89 contendo 4 blocos e uma fatia

voluntarios utilizaram, durante uma semana, um aparelho
de esmalte, que era removido apenas duas vezes ao dia para higienizacdo dos dentes
naturais. A placa bacteriana foi coletada das fatias e blocos de esmalte, da area do acrilico
junto aos blocos e dos primeiros molares permanentes inferiores dos voluntarios, que
estavam em contato com o acrilico do aparelho. Posteriormente, foi coletada a placa
formada por uma semana, sem o uso do aparelho, sobre a mesma superficie dos molares
permanentes. Além disso, foram avaliados o pH e a quantidade de lactato/acetato da placa
presente sobre os blocos de esmalte e sobre os primeiros molares dos voluntéarios, antes e
apo6s um bochecho com sacarose a 10%. Apesar de algumas diferencas quantitativas terem
sido observadas entre as propor¢cbes de bactérias isoladas das diferentes superficies,
qualitativamente a microbiota foi muito similar, ndo sendo encontrada também diferenca
entre o pH e as proporcgdes de lactato/acetato, nas diferentes placas, apds o bochecho com

sacarose. Houve uma variacao significante entre os voluntérios na composi¢ao da placa em
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diferentes superficies. A microbiota predominante na placa bacteriana sobre os blocos de
esmalte foi mais préxima daquela formada sobre dentes naturais do que a formada sobre
fatias de esmalte. Os autores concluiram que a placa formada in situ é similar aquela
formada sobre a denticdo natural, mas esta semelhanca pode ser diminuida pela utilizacédo

de uma tela sobre os blocos, para promover o acimulo de placa.

Em 1992, varios artigos apresentados durante um “Workshop” sobre avancos
tecnolégicos nos modelos intrabucais utilizados para avaliar a cariogenicidade foram

publicados no periédico Journal of Dental Research.

FEATHERSTONE; ZERO® (1992) relataram suas experiéncias com o uso de testes
in situ. Segundo eles, apesar desses testes simularem como nenhum laboratério as
condi¢cdes da cavidade bucal, estdo sujeitos a diversas variaveis que devem ser a0 maximo
controladas como, por exemplo, pela realizacdo de estudos cruzados. A medida que relatam
suas experiéncias com alguns tipos de metodologias in situ, os autores colocam o0s critérios
necessarios a execucao adequada desses testes, entre eles a selecdo e o seguimento dos
voluntarios, o preparo do dispositivo intrabucal e o método de avaliacdo da des ou

remineralizagao.

VERNON et al.'® (1992) escreveram a respeito da influéncia de certos fatores nos
estudos in situ, com base em um trabalho de remineralizacdo de lesGes de carie artificial
através de dentifricios fluoretados. Dentre as sugestfes dos autores, esta a avaliacdo da
cooperacéao do voluntario através de diarios indicando a freqiiéncia de uso do tratamento; no
experimento por eles relatado, houve diferenca, porém, ndo estatisticamente significante,
guando dados de todos os voluntarios foram comparados com os dados daqueles que
relataram cooperacdo, o que sugere que este tipo de avaliacdo da colaboracdo é

importante.

KOULOURIDES; CHIEN* (1992) fizeram uma revisdo sobre o teste intrabucal de
cariogenicidade desenvolvido em 1964 por KOULOURIDES; VOLKER®!. Neste artigo, os
autores colocam que a microdureza superficial, utilizada como método de avaliagdo mineral,
nesse teste in situ, permite diversas avaliacdes do aumento e regressao da lesédo de carie
no mesmo espécimen de esmalte, porque o penetrador, quando pressionado com uma
determinada carga sobre a superficie do esmalte, comprime os minerais da lesdo sobre o
tecido intacto e penetra até que a resisténcia desenvolvida seja igual a pressdo exercida
pela carga. Para o teste de microdureza é necessario o desgaste de 100 a 200 micrometros

do esmalte até a obtencdo de uma superficie plana e polida; assim, a camada do esmalte
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mais rica em flior € removida e a variabilidade dos blocos € diminuida. O uso de dentes
bovinos no teste intrabucal de cariogenicidade também é justificado neste artigo: quando
utilizaram a microdureza superficial, os autores ndo encontraram diferenga entre o esmalte
humano e bovino, com exce¢édo do esmalte humano apresentar maior variabilidade devido

ao menor tamanho e maior curvatura da superficie.

TEN CATE; VAN DE PLASSCHE-SIMONS; VAN STRIJP®® (1992) colocaram em seu
artigo a importancia do controle das diversas variaveis presentes nos testes in situ. Com
relacdo a selecdo dos voluntarios, o ideal é trabalhar com individuos jovens, nos quais a
carie € mais pronunciada. A respeito do substrato, o esmalte bovino é mais poroso que o
humano, podendo levar a diferencas na taxa de des ou remineralizacdo. A utilizacao de tela
para promover o acumulo de placa bacteriana pode levar a formacdo de uma microbiota de
composicao diferente daquela formada sobre superficies livres; por outro lado, a colocacéo
dos espécimens em um sitio com recesséo leva a diferentes padrées de desmineralizacéo e
remineralizagdo na por¢éo central e periférica do espécimen. Com relacdo ao método de
avaliacdo da perda/ganho de mineral, a microdureza superficial parece representar bem as
alteracdes ocorridas na camada mais superficial da lesdo, sendo um método mais sensivel

gue a microrradiografia nessa regido.

MANNING; EDGAR™ (1992) fizeram uma revisdo a respeito da metodologia
envolvida nos estudos in situ. Com relagcdo ao substrato, o esmalte bovino apresenta pouca
variabilidade, principalmente apés a remocdo de 100 a 200 microbmetros de sua superficie
externa. Dentre os métodos de avaliacdo da perda ou ganho de mineral estdo a
microdureza, a microrradiografia e a microscopia de luz polarizada. O primeiro € um teste
sensivel, que pode ser utilizado no mesmo espécimen antes e apds os tratamentos, mas
gue ndo fornece medidas diretas do conteido mineral e requer uma superficie polida. Ja a
microrradiografia e a microscopia de luz polarizada necessitam que o0 dente seja

seccionado.

Para STOOKEY® (1992) a experiéncia passada e atual de céarie dos voluntérios do
estudo in situ devem ser conhecidas, através do indice CPOD e da contagem de S. mutans
e lactobacilos, assim como o fluxo salivar, pH, capacidade tampao e concentracao de calcio
e fosforo na saliva. Outra questdo colocada pelo autor € que os estudos in situ devem evitar
periodos de feriados, onde o consumo de doces e lanches aumenta. Com relacdo a
colaboracao dos voluntérios, ela deve ser controlada através de diarios ou de contatos por
telefone. O uso de voluntarios adultos ao invés de criancas facilita o entendimento dos

objetivos do estudo e aumenta a colaboracao.
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MELLBERG"® (1992) fez uma revisdo sobre os substratos utilizados nos estudos in
situ. O esmalte humano é considerado o substrato de escolha, mas uma de suas
desvantagens € a sua pouca disponibilidade em quantidade e qualidade; ele normalmente
nao tem uma superficie plana ampla e sua composicdo e resposta ao teste variam de
acordo com a idade. O esmalte de incisivos bovinos é facilmente obtido em grande
guantidade e boas condicdes, apresenta superficies planas amplas e possui uma
composi¢cao menos variavel que o esmalte humano, devido a menor concentragéo de fluor e
por ndo passar por desafios cariogénicos, resultando em uma resposta experimental mais
padronizada. Ele também € mais poroso que o esmalte humano, apresentando uma taxa de
difuséo e formacao da lesdo mais rapidas. O acumulo de placa bacteriana sobre os blocos
de esmalte pode ser promovido pela colocacdo de uma cobertura sobre os espécimens;
para aumentar a taxa de formacdo da lesdo e padronizar o desafio cariogénico, os
espécimens cobertos podem ser expostos extrabucalmente a uma solucdo cariogénica.
Entretanto, o desenvolvimento de carie em espécimens tratados com sacarose varias vezes
ao dia é severo e ndo necessariamente natural. Com relacdo a difusdo de ions, os
espécimens cobertos por tela sdo mais representativos de areas interproximais; aqueles

colocados abaixo do nivel do aparelho sédo mais representativos de superficies lisas.

Em 1994, LINGSTROM et al.?® avaliaram a desmineralizacdo do esmalte e dentina in
situ e a alteracdo no pH da placa em relacdo ao consumo de alimentos a base de amido e
de sacarose. Oito voluntarios utilizaram uma protese total inferior contendo blocos de
esmalte e dentina, montados 1 mm abaixo do acrilico, durante 3 periodos cruzados de 21
dias: (a) consumo de 12 a 15 vezes ao dia de alimentos contendo amido; (b) consumo de 12
a 15 vezes ao dia de alimentos contendo sacarose; (c) periodo controle. A desmineralizacéo
dos blocos foi avaliada através de microdureza superficial e microrradiografia. Ndo houve
diferenga estatisticamente significante entre a microdureza dos blocos de esmalte nos 3
periodos, mas, numericamente, 0 aumento no comprimento de indentacado foi maior apés o
consumo de sacarose e amido. No inicio e final de cada periodo experimental, a saliva
estimulada dos voluntéarios foi coletada para avaliagcdo do numero de estreptococos mutans
e lactobacilos. Houve aumento na contagem dessas bactérias nos 3 periodos, sem
diferenca estatisticamente significante entre eles. A queda no pH apds um bochecho de 1
minuto com sacarose a 10% foi maior na placa formada sobre os blocos nos periodos de

consumo de amido e sacarose.

Em 1995, os resultados de uma conferéncia sobre os aspectos clinicos da des e
remineralizacao dos dentes, incluindo testes in situ, foram publicados na revista Advances in

Dental Research.
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ZERO™? (1995) fez uma revisdo detalhada sobre os modelos de cérie in situ. Os
critérios de exclusdo dos voluntarios para esses testes devem incluir: uso de antibioticos até
2 meses antes do inicio do estudo, pois eles podem alterar a microbiota bucal; uso de
medicamentos que alterem o fluxo salivar; realizacao de aplicacdes profissionais de fltor até
2 semanas antes do estudo, devido a possibilidade de efeito residual. Nao é necessario que
os individuos sejam cérie ativos, pois é possivel produzir uma rapida desmineralizacéo do
substrato experimentalmente na boca de um sujeito cuja denticdo natural ndo mostra sinais
de atividade de cérie. Por outro lado, individuos com lesdes de cérie néo tratadas devem ser
excluidos. Dentre os fatores salivares, o ideal é que os voluntarios possuam uma taxa de
fluxo salivar variavel, para representar adequadamente a populagao; entretanto, como este
critério aumenta a variagdo entre os individuos, o autor e sua equipe estabeleceram critérios
de exclusdo com base no fluxo salivar ndo estimulado e estimulado. Segundo o autor, a
variacdo entre os voluntarios com relacdo a resposta aos estudos in situ € grande, o que
entretanto ndo indica a pré-qualificacdo de individuos mais ou menos susceptiveis a um
determinado tratamento. ZERO colocou, com relacdo ao dispositivo intrabucal, que os
aparelhos removiveis, principalmente os nao funcionais, dependem muito da colaboracéo
dos voluntéarios, que podem intencionalmente ou inadvertidamente nao utilizar o aparelho. A
localizacdo dos espécimens na cavidade bucal também é importante, pois diferentes locais
apresentam diferentes velocidades e espessuras do filme salivar. A espessura e
composicao da placa bacteriana também interferem no modelo: diferengas na espessura da
placa de 0,5 mm ou menos podem ter um profundo efeito na resposta do modelo in situ. A
respeito do substrato, humano ou bovino, ZERO descreveu que seu laboratorio utiliza blocos
de esmalte bovino, que sdo menos variaveis, mais porosos, desmineralizam mais rapido e
podem ser considerados uma alternativa aceitavel ao esmalte humano, diminuindo o tempo
do teste e a variabilidade da resposta do substrato no modelo experimental. O delineamento
experimental deve ser preferencialmente cruzado. Entre suas conclusfes o autor coloca que
a maior fonte de variacdo associada aos estudos in situ deve ser de origem biolégica e nao

experimental.

Em seu artigo, que tratou do papel da saliva nos estudos de cérie, HAY*® (1995)
enfatizou que ela ndo € somente um meio de diluicdo, mas um fluido de quimica complexa,
gue interage com a placa. Um aspecto importante abordado pelo autor diz respeito ao papel
da saliva na adesédo das bactérias envolvidas no inicio da formacao da placa. As bactérias
se aderem a receptores especificos presentes nas proteinas salivares adsorvidas sobre o
dente, ou seja, na pelicula adquirida; como a composicao salivar varia muito entre individuos

e no mesmo individuo em diferentes locais, existe um potencial de que essas diferencas
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afetem a formacdo da pelicula e consequentemente a adesao inicial das bactérias e a

natureza da placa formada.

MARSH™® e BOWDEN?® (1995) discorreram sobre o papel da microbiologia nos
modelos de carie. O primeiro autor disse que a placa é um biofilme de composicao diversa e
0 seu significado microbiol6gico estd comecando a ser desvendado. Com relacdo aos
estudos in situ, ndo se pode afirmar que os resultados obtidos em um local sejam idénticos a
outros locais, porque existem diferencas inerentes, por exemplo, com relagcdo ao fluxo
salivar, lavagem da saliva e profundidade e composi¢cao microbiol6gica da placa. Portanto
0s modelos in situ devem promover o desenvolvimento de placa com composi¢ao similar
aquelas formadas em superficies naturais. Quando se utiliza a cobertura por uma tela, a
placa bacteriana formada ndo se assemelha a placa natural nem em estrutura nem em
composicdo; os S. salivarius sdo 0s estreptococos predominantes nessas placas. De
gualquer maneira a resposta da placa dos modelos in situ em termos de producéo de acidos
e posterior elevacao do pH é similar ao visto na placa natural, mas os modelos onde a placa
é formada em uma superficie ndo protegida assemelham-se mais ao que ocorre nos dentes
naturais. Para BOWDEN®? os modelos in situ de estudo dos fatores envolvidos no
desenvolvimento da carie tém contribuido muito para o entendimento da microbiologia da
placa. A individualidade dos voluntarios tem intrigado os bacteriologistas na exploracdo do
processo da carie in situ, principalmente o achado de que a desmineralizacéo inicial do
esmalte pode ocorrer na auséncia de niveis detectaveis de estreptococos mutans e
lactobacilos. Para ele, a utilizacdo de uma banda ou tela para promover o aciimulo de placa
gera uma pressao de selecdo muito forte, levando a formacdo de uma placa com menor
diversidade. Entretanto pode-se argumentar que esse habitat protegido apenas acelera o

processo da colonizacéo e sucessao bacterianas naturais.

Preocupados com a infec¢cdo cruzada que os estudos in situ utilizando substrato
humano ou bovino podem promover, AMAECHI; HIGHAM; EDGAR?, 1998, publicaram um
artigo avaliando 4 métodos de esterilizacdo (autoclave, radiacdo gama, hipoclorito de sédio
e povidine-iodine) de blocos de incisivos bovinos. Apos a extracdo, os dentes foram
armazenados em solucéo de timol a 0,1%. A contagem de microorganismos remanescentes
apos a esterilizacao indicou crescimento, apenas no grupo controle, de S. aureus e bacilos.
Apés a esterilizacdo, os blocos foram desmineralizados in vitro e a perda mineral e a
profundidade da lesédo foram avaliadas através de microrradiografia. Houve diferenca
numeérica entre a lesdo de carie artificial criada nos dentes esterilizados por diferentes
métodos, que nao foi estatisticamente significante quando comparada ao grupo controle.

Entre os germes presentes nos blocos controle estavam microorganismos comensais da



Revisdo de Literatura 45

mao e pele, ao contrario de S. mutans, S. sanguis e outros que sao cultivados de dentes
imediatamente ap0s a extragdo. Isto sugere que a imersdo em solucao de timol a 0,1% foi
suficiente para evitar a infec¢do cruzada, ndo sendo necessario nenhum outro método de

esterilizacdo, desde que os blocos de esmalte sejam manipulados assepticamente.

FUSHIDA; CURY?® testaram em 1999 o efeito da freqiiéncia de ingestdo do
refrigerante Coca-Cola na erosdo do esmalte e dentina in situ. Nove voluntarios utilizaram
um dispositivo intrabucal palatino contendo 4 blocos de esmalte e 4 blocos de dentina
bovinos e ingeriram 1, 2, 4 ou 8 copos de Coca-Cola durante o dia, sendo os blocos
removidos e a microdureza determinada logo apés a Ultima ingestao. Todas as frequéncias
de ingestdo do refrigerante levaram a perda de dureza superficial significante no esmalte e
dentina quando comparada aos valores iniciais, causada pela erosdo do esmalte. Quanto
maior a freqiéncia de ingestdo da Coca-Cola, maior a perda de dureza; um copo causou
perda de aproximadamente 19% da dureza do esmalte, que chegou a 28% quando 8 copos
foram utilizados. Apdés 24 horas de exposicdo a saliva, 0os blocos recuperaram parte da

dureza perdida.
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3. PROPOSICAO

Buscando investigar a desmineralizagcdo do esmalte provocada por periodos
relativamente curtos de acumulo de placa bacteriana e tendo em vista as divergéncias
existentes na literatura com relagdo as caracteristicas salivares e microbiolégicas individuais
relacionadas ao desenvolvimento de cérie, principalmente a respeito do papel desses
fatores na desmineralizacdo do esmalte in situ, este estudo visou:

- Avaliar o tempo minimo necessario para que a placa bacteriana formada sobre blocos de
esmalte bovino higidos in situ, na presenca de sacarose, se torne cariogénica;

- Investigar a possivel interferéncia do fluxo salivar, capacidade tampao da saliva e niveis
salivares de estreptococos mutans na desmineralizacdo do esmalte in situ;

- Investigar a relacdo entre desmineralizacdo dos blocos de esmalte in situ e a presenca e

porcentagem de estreptococos mutans na placa bacteriana formada sobre os blocos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento experimental

Com o intuito de facilitar a apresentacdo da metodologia envolvida no experimento,

um fluxograma esta esquematizado na Figura 1.

4.2. Preparo dos blocos de esmalte

4.2.1. Obtencéao dos dentes bovinos

Foram preparados aproximadamente 250 dentes incisivos bovinos extraidos de gado
da raca nelore com idade média de 36 meses, abatido para consumo no Frigorifico Vangelio
Mondelli Ltda., em Bauru, SP. Os incisivos foram esterilizados em solucdo de formol a 2%,
pH 7,0% 2 2 19 preparada com tamp&o fosfato, onde ficaram imersos durante todo o
periodo de preparo dos blocos de esmalte. A solucgédo foi trocada periodicamente e o periodo

minimo de imersao dos dentes foi de 30 dias.
4.2.2. Obtencéo dos blocos de esmalte

Os dentes foram seccionados na porcéo cervical, separando coroa e raiz (Figura 2a),
em um torno de polimento odontoldgico adaptado para corte (Fabrica Nacional de Motores
Monoféasicos Nevoni, Sdo Paulo, SP), com disco diamantado Diaflex-F (Wilcos do Brasil, Ind.
e Com. Ltda., Petrépolis, RJ). As coroas foram fixadas na sua face distal com cera pegajosa
Kota (Kota Ind. e Com. Ltda., Sao Paulo, SP) em placas de acrilico cristal de 40 mm X 40
mm X 5 mm (Figura 2b) e seccionadas no sentido mésio-distal, separando-se a face
vestibular da lingual, com disco diamantado dupla face - XL 12205, “High concentration”,
102 mm X 0,3 mm X 12,7 mm (Extec Corp., Enfield, CT, USA), acoplado a um aparelho de
corte de precisdo Labcut 1010 (Extec Corp.), com velocidade de 300 rpm e refrigeracdo a
agua deionizada (Figura 2c). As faces vestibulares foram fixadas com cera pegajosa nas
mesmas placas de acrilico. Do centro da face vestibular foram obtidos 1 a 2 blocos de
esmalte com dimensdes de 4 X 4 mm, através do uso de dois discos diamantados dupla
face (Extec Corp.), no aparelho de corte, com um espacador de 4 mm entre eles (Figuras 2d
e 2e). Os blocos com esmalte trincado ou manchado foram desprezados. No total foram

confeccionados 286 blocos.
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FIGURA 2 - (a) Incisivo bovino apés a separacao da coroa e raiz. (b) Coroa fixada em placa

de acrilico com cera pegajosa. (c) Corte no sentido mésio-distal para separacéo da face
vestibular. (d) Corte da face vestibular com dois discos diamantados e espagador de 4 mm
para obtencao dos blocos. (e) Face vestibular ap6s os cortes para a obtencéo de um bloco

de esmalte do seu centro.
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4.2.3. Desgaste e polimento dos blocos de esmalte

Cada bloco foi fixado com cera pegajosa no centro de um disco de acrilico cristal de
30 mm de didametro por 8 mm de espessura, com a maior area plana do esmalte voltada
para baixo (Figura 3a). A dentina foi planificada numa politriz metalogréafica (APL 4, Arotec,
Cotia, SP), com um sistema de suporte que permite que o desgaste seja paralelo a base do
disco de acrilico (Figura 3b). Foi utilizada uma lixa de silicone carbide de granulacdo 320
(Extec Corp.), com refrigeracdo a agua, até que os blocos ficassem com espessura de 2
mm. Para tanto, a politriz foi acionada em baixa velocidade, com 2 pesos padrdo de 86 g,
durante 30 segundos a 7 minutos, até se alcancar a espessura de 2 mm.

A seguir, os blocos de esmalte foram removidos dos discos de acrilico e estes foram
limpos com xilol (Pharmacia Specifica Manipulacao de Férmulas, Bauru, SP), para remover
todo o residuo de cera. Os blocos foram novamente fixados nos discos de acrilico com o
esmalte voltado para cima, onde foi feito um desgaste e polimento para obter uma superficie
plana, paralela a base do acrilico e polida (Figura 3a), indispensavel para a realizacdo dos
ensaios de microdureza. Inicialmente, o esmalte foi desgastado na politriz com uma lixa de
silicone carbide de granulacdo 600 - ref. 15007 (Extec Corp.), com refrigeracdo a agua,
durante 1 minuto, com 2 pesos, em velocidade baixa. Este desgaste teve o objetivo de
planificar uma determinada area da superficie de esmalte do bloco, para permitir a afericdo
da microdureza naquela area. Em seguida, iniciou-se polimento do esmalte, com lixa de
silicone carbide de granulagdo 1200 - ref. 30-5538-012-100 (Buehler Ltd., Lake Bluff, IL,
USA), com refrigeracdo a agua, durante 2 minutos e 30 segundos, com 2 pesos, em
velocidade alta, apdés o qual ja péde-se observar que a superficie se apresentava com
aspecto vitreo. Para finalizar o polimento, foi utilizado um pano - ref. 40-7218 (Buehler)
umedecido com uma suspensao de diamante de 1 um - ref. 40-6530 (Buehler), durante 3
minutos, com 2 pesos, em velocidade alta (Figura 3c).

Entre cada desgaste, os espécimens foram lavados em ultra-som T7 Thornton
(Unigue Ind. e Com. de Produtos Eletronicos Ltda., Sdo Paulo, SP), com freqiéncia de 40
KHz, durante 2 minutos, com agua destilada deionizada, a fim de impedir que os graos da
lixa anterior contaminassem a lixa seguinte, prejudicando sua a¢édo de polimento. A seguir,
cada bloco foi lavado com um jato de agua destilada deionizada. Ao final do polimento, foi
utilizada no ultra-som uma solucéo detergente - ref. 75-5000-032 (Buehler), diluida em 20
partes de agua destilada deionizada. Para remover a solucdo detergente, os blocos ficaram

imersos por 3 a 5 minutos em agua destilada deionizada corrente.
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FIGURA 3 - (a) Blocos colados no disco de acrilico, com a dentina voltada para cima e ap6s
o polimento do esmalte. (b) Desgaste e polimento dos blocos de esmalte na politriz.

(c) Bloco 96 apos o polimento do esmalte.
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A partir do inicio dos procedimentos de desgaste e polimento, os blocos passaram a
ser guardados em refrigerador a 4 °C. Durante este periodo e até o final do experimento, os
blocos foram armazenados fixados nos discos de acrilico em recipientes plasticos com
tampa, separados por folhas de papel absorvente Softy’s (Melhoramentos, S&o Paulo, SP)

encharcadas com agua deionizada.

4.2.4. Avaliacdo da microdureza superficial inicial e sele¢do dos blocos de

esmalte

A microdureza superficial inicial do esmalte foi avaliada utilizando-se um
microdurdmetro Future-Tech FM (Future-Tech Corp., TOquio, Japdo) acoplado a um
software FM-ARS (Future-Tech Corp.) (Figuras 4a e 4b). Foram feitas 5 indentacbes
paralelas com 100 pm de distancia entre cada uma, com penetrador tipo Knoop, carga
estatica de 50 g por 5 segundos. A area escolhida para a realizacdo das indentacdes estava
no minimo a 1000 um da lateral do bloco, ndo apresentava riscos ou trincas e permitia a
realizacao de outras 5 indenta¢des a 100 um de distancia das primeiras.

O comprimento da diagonal maior das indentacdes foi medido utilizando-se o
software FM-ARS. A média do comprimento da diagonal maior das cinco indentacfes foi
utilizada para excluir os blocos com microdureza fora do padrdo. Foram desprezados 20
blocos com média do comprimento da indentagdo com valor 10% acima ou 10% abaixo da
média de todos os blocos e aqueles com desvio-padrdo do comprimento das indentacdes
acima de 10% do valor da sua prépria média. Outros 16 blocos foram descartados por
apresentarem trincas ou por nao estarem totalmente paralelos apés o polimento. Cerca de
70 blocos foram utilizados no estudo piloto e 180 foram selecionados para a realizacdo do
experimento.

A microdureza Knoop inicial dos 180 blocos foi calculada utilizando-se a seguinte

formula:

KHN = C x carga
dZ

onde: KHN = namero de dureza Knoop
C =14.230
carga =50

d = diagonal maior da indentagéo
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FIGURA 4 - (a) Microdurémetro Future-Tech FM. (b) Indentador e lentes do microdurémetro.
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4.3. Selegao dos voluntarios

Quinze voluntarios adultos jovens (9 do sexo feminino e 6 do sexo masculino), com
idade entre 19 e 28 anos (média de 21,6) foram selecionados para participar da pesquisa.
Quatorze eram alunos do segundo ou quarto ano do Curso de Odontologia da Universidade
Estadual de Maringa, PR, cidade onde foi realizada a pesquisa e um era funcionario do
referido curso. Foram excluidos da amostra os voluntéarios® **2: a) fumantes; b) que haviam
utilizado antibiético nos ultimos 2 meses antes do inicio da pesquisa; c) que tomavam
medicamentos que afetam o fluxo salivar. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Bauru - USP (Anexo 1). Os voluntarios
selecionados tomaram ciéncia do experimento através da “Carta de informacdo ao
voluntério” (Anexo 2) e assinaram um “Termo de consentimento livre e esclarecido” (Anexo

3).

4.4. Avaliagao do fluxo salivar estimulado

Os voluntarios mastigaram um pedaco de aproximadamente 1 cm de um tubo de
latex, numero 203 (Auriflex, Sdo Roque, SP), previamente esterilizado, para estimular a
producdo de saliva. A saliva produzida durante os primeiros 30 segundos foi deglutida,
sendo subseqlientemente coletada por 5 minutos em um béquer de 100 mL esterilizado. Os
voluntérios foram instruidos a movimentar o tubo de latex na cavidade bucal, de forma que
todos os dentes fossem usados na mastigacdo, pois a saliva estimulada seria utilizada
também para contagem do nimero de estreptococos do grupo mutans.

A saliva coletada no béquer foi assepticamente transferida com o auxilio de pipetas
de 10 mL para um tubo de ensaio 16 X 150 mm esterilizado, registrando-se o volume
transferido. O fluxo salivar estimulado foi expresso em mililitros por minuto (mL/min).

Todas as coletas de saliva foram realizadas ao final da tarde, com excecdo do

voluntario 10, que teve a saliva coletada pela manha.
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4.5. Avaliacao da capacidade tampao da saliva estimulada

4.5.1. Preparo da solugdo de acido cloridrico a 0,005 N

A solucao de acido cloridrico (HCI) a 0,005 N foi preparada a partir de uma solucéo
de &cido cloridrico concentrada (37%) p.a. (Merck, Darmstadt, Alemanha) recém aberta. A
normalidade foi aferida por titulacdo com solucao de carbonato de sddio 0,005 N. A solucéo
de HCI 0,005 N foi armazenada em refrigerador a 4 °C, tendo sido utilizada num prazo

maximo de 4 dias apés o preparo.

4.5.2. Realizacéo do teste

Volumes de 1 mL da saliva estimulada foram assepticamente transferidos com o
auxilio de pipeta de 1 mL para, respectivamente, 3 tubos de ensaio 16 X 150 mm com
tampa de rosca contendo 3 mL da solugéo de acido cloridrico 0,005 N.

A mistura de saliva e solu¢éo de &cido cloridrico foi homogeneizada, invertendo-se
os tubos por 5 vezes. A tampa dos tubos foi removida para a eliminacao do gas carbonico e
o pH foi aferido apés 2 a 5 minutos'”, utilizando-se um pHmetro - DMPH-2 (Digimed

Instrumentacdo Analitica Ltda., Sdo Paulo, SP).

4.6. Contagem de estreptococos mutans na saliva estimulada

4.6.1. Meio de cultura

O meio de cultura utilizado para a contagem de estreptococos mutans foi o agar mitis
salivarius bacitracina (MSB)®. Ele foi preparado a partir do meio base agar mitis salivarius
(Difco Laboratories, Detroit, MI, USA), suplementado com 15% de sacarose e 0,001% de
telurito de potassio e adicionado de bacitracina na concentracdo de 0,2 U/mL. O meio foi
preparado utilizando-se o seguinte procedimento: (a) Uma solucéo de telurito de potassio a
1% foi preparada pela adicdo de 0,1 g de telurito de potassio (BDH Limited, Poole,
Inglaterra) a 10 mL de agua destilada. A solucéo foi autoclavada a 121 °C por 15 minutos e
armazenada em refrigerador a 4 °C; (b) Uma solugdo de bacitracina contendo 30 U/mL foi
preparada pela adicdo de 2,7 mg de bacitracina 67 U/mg (Byk Quimica e Farmacéutica
Ltda., Sdo Paulo, SP) a 6 mL de agua destilada resfriada. A solucédo foi esterilizada por

filtragdo em membrana Millipore (Millipore Ind. e Com. Ltda., S&o Paulo, SP), sendo utilizada
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logo apds o preparo. (c¢) Para o preparo de 300 mL de meio, 27 g de agar mitis salivarius
(Difco Laboratories) (férmula para 1000 mL: Tryptose, 10 g; proteose peptona nimero 3, 5 g;
proteose peptona, 5 g; dextrose, 1 g; sacarose, 50 g; fosfato di-potassico, 4 g; azul de tripan,
0,075 g; cristal violeta, 0,008 g; agar-agar, 15 g) e 45 g de sacarose (Labsynth Produtos
para Laboratério, Diadema, SP) foram adicionados em um erlenmeyer de 500 mL contendo
300 mL de agua destilada. O meio foi deixado em repouso a temperatura ambiente por 15
minutos para encharcar o agar, sendo posteriormente dissolvido em placa aquecedora
magnética Corning, mod. PC-320 (Corning Brasil, Sdo Paulo, SP) sob agitacdo constante,
até a ebulicdo. O meio foi autoclavado a 121 °C por 15 minutos e em seguida resfriado em
banho-maria a 45-50 °C. Assepticamente, 0,3 mL da solucdo de telurito de potassio a 1% e
2 mL da solugéo de bacitracina contendo 30 U/mL foram adicionados ao meio. O meio foi
distribuido assepticamente em volumes de 15 a 20 mL para placas de petri descartaveis 90
X 15 mm (Inlab, Diadema, SP). Apés a solidificacéo, as placas foram incubadas em estufa, a
37 °C, durante 24 horas para fazer o controle de esterilidade. O meio de cultura foi
armazenado em refrigerador a 4 °C, acondicionado em papel filme e utilizado até 7 dias

apos o preparo.

4.6.2. Diluicdo da saliva estimulada, semeadura e incubagdo

A saliva foi homogeneizada em agitador de tubos do tipo “ mixer” Thermolyne, modelo
M63215 (Barnsted/Thermolyne Co., Dubuque, 1A, USA), durante 30 segundos. A seguir
foram preparadas diluicbes decimais seriadas (10" a 10°) misturando-se 0,2 mL de saliva
com 1,8 mL de solugdo salina esterilizada. A determinagcdo do numero de viaveis de
estreptococos do grupo mutans foi realizada pelo método da contagem na gota’’ modificado,
semeando-se em duplicata, com o auxilio de uma pipeta de 0,2 mL, volumes de 0,02 mL
das diluicdes 107, 102 e 10 na placa de petri contendo &gar mitis salivarius bacitracina. As
placas semeadas foram incubadas em estufa a 37 °C, durante 48 horas, em jarras com

atmosfera de microaerofilia obtida pelo método da vela®.

4.6.3. Contagem das colbnias

A contagem das col6nias foi feita com o auxilio de microscépio estereoscopico (Carl
Zeiss do Brasil, Sdo Paulo, SP). Sempre que possivel, foram selecionadas para a contagem
as gotas das diluicdes com 6 a 60 unidades formadoras de colénia (UFC). Os dados foram
convertidos em UFC/mL de saliva, multiplicando-se o nimero de colénias encontradas por
50 (correcao para 1 mL) e pela reciproca da diluicdo. Os dados foram transformados em

logyo para realizagdo da andlise estatistica.
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FIGURA 5 - Crescimento de col6nias de estreptococos mutans no agar mitis salivarius
bacitracina
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4.7. Preparo do dispositivo intrabucal palatino

Moldes da arcada superior dos voluntarios foram obtidos com alginato (Ezact
Kromm, Vigodent, Rio de Janeiro, RJ) e vazados em gesso pedra (Duranit, Chaves S.A.
Mineracdo e Industria, Fortaleza, CE). Os dispositivos intrabucais palatinos foram
confeccionados em resina acrilica (Jet, Artigos Odontolégicos Classico, Sdo Paulo, SP).
Cada dispositivo continha quatro cavidades de 4 X 4 X 3 mm, sendo duas de cada lado, que
serviram para a fixagdo dos blocos de esmalte bovino. Os dispositivos foram polidos
guimicamente, pela imersdo, por alguns segundos, em monémero de resina acrilica
aquecido.

A distribuicdo dos blocos entre os voluntérios foi feita de forma que em todos os
grupos (4, 7 e 10 dias) e voluntarios houvessem blocos com microdureza mais alta e mais
baixa. Para isso, os 180 blocos foram ordenados no sentido crescente de microdureza e 60
sorteios aleatorios foram realizados para separar 0s trés grupos experimentais;
posteriormente, os grupos foram ordenados no sentido crescente de microdureza e 12
sorteios aleatérios dos voluntarios foram realizados. No total, para cada voluntario foram
destinados 12 blocos, 4 para cada periodo experimental.

Os 4 blocos de esmalte de cada periodo foram fixados no dispositivo intrabucal com
cera pegajosa Kota, sendo cuidadosamente adaptados, evitando-se fendas laterais entre o
blocos e a cavidade que possibilitassem o acumulo de placa bacteriana em locais
indesejados. Como os blocos possuiam 4 X 4 X 2 mm, foram posicionados 1 mm abaixo da
superficie da resina.

Para permitir o acimulo de placa bacteriana volumosa sobre os blocos de esmalte,
uma tela de polietileno (peneira grande, ref. 0041, Plasticos Goncgalves Ltda., Sdo Paulo,

SP) foi recortada e colada no acrilico com resina acrilica, cobrindo os blocos (Figura 6a).

4.8. Procedimentos intrabucais

No minimo dez dias antes e durante o experimento, os voluntarios utilizaram
dentifricio ndo fluoretado a base de silica (Pharméacia Specifica Manipulagdo de Férmulas,
Bauru, SP), mas beberam agua de abastecimento fluoretada.

Os 15 voluntarios foram divididos em 3 grupos. Cada um dos grupos iniciou o uso do
dispositivo intrabucal por um determinado periodo de tempo (4, 7 ou 10 dias). Apés um
intervalo de no minimo 4 dias, cada grupo passava a utilizar o dispositivo novamente, agora

por um novo periodo de tempo, sempre seguindo o sentido 4 — 7 — 10 dias.
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Cada voluntario recebeu uma lista de instru¢cdes (Anexo 4), uma pisseta contendo
agua deionizada, um estojo plastico (Dental Morelli Ltda., Sorocaba, SP) para guardar o
dispositivo intrabucal, uma bisnaga de dentifricio e por¢des de algodédo - Topz (Nature’s Plus
Farmacéutica Ltda., Hortolandia, SP). A agua deionizada e o dentifricio eram repostos
guando necessario.

Nos dias em que estavam utilizando o dispositivo intrabucal, os voluntarios foram
orientados a realizar a higiene bucal normalmente e utilizar o dispositivo continuamente,
exceto quando fosse ingerir algum alimento ou bebida. Neste periodo o dispositivo deveria
ser mantido no estojo plastico, envolto por algoddo umedecido em &agua deionizada. Os
voluntarios foram orientados a higienizar o dispositivo com o dentifricio ndo fluoretado e
agua deionizada, evitando-se escovar a area que continha os blocos.

Para promover a formacdo de placa bacteriana cariogénica sobre os blocos, os
voluntérios adicionavam, a cada 1 hora e 30 minutos, uma gota de uma solucéo de sacarose
a 20%*" % (Labsynth) sobre cada bloco de esmalte (Figura 6b). Apds o gotejamento da
sacarose, os dispositivos eram deixados por 5 minutos em repouso antes de retornarem a
cavidade bucal, a fim de que a sacarose se difundisse pela placa. A primeira exposicéo a
sacarose era realizada as 8 horas e a ultima as 21 horas e 30 minutos, totalizando 10
exposicdes por dia. A solucdo de sacarose a 20% era usada até 48 horas apds o preparo,
sendo posteriormente substituida.

Os voluntarios receberam uma ficha para anotar os horarios em que removeram o
dispositivo da boca e os horarios em que realizaram a adicdo da sacarose (Anexo 5).

Apbs a remocao do dispositivo, a tela plastica que cobria os blocos foi removida e a
placa bacteriana presente sobre os blocos situados na posi¢cdo 2 (posterior direita) e 3
(anterior esquerda) foi coletada para contagem de estreptococos do grupo mutans e
microorganismos anaerébios e facultativos totais. A coleta da placa foi feita com o auxilio de
uma alca calibrada de plastico de 1 pL descartavel e estéril (Inlab, Diadema, SP), tomando-
se cuidado para nao danificar os blocos de esmalte agora desmineralizados. O volume de
placa coletado variou conforme o volume presente sobre o bloco. A placa foi coletada do
centro do bloco, evitando-se aquela formada em contato com a resina acrilica. Todas as
coletas foram realizadas ao final da manhd ou da tarde. Os blocos foram entéo
cuidadosamente escovados com escova extramacia individual para cada voluntario (Kolynos
Infantil, Kolynos do Brasil, Sdo Bernardo do Campo, SP) e dentifricio ndo fluoretado,
removidos do dispositivo intrabucal e colados nos seus respectivos discos de acrilico, a fim
de serem analisados novamente quanto a microdureza.

Apb6s a remocédo dos blocos de esmalte, os dispositivos intrabucais ficaram por pelo

menos uma noite dentro do seu recipiente plastico contendo hipoclorito de sédio diluido em
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agua, com concentracédo final de 1 a 2%, para desinfec¢do. Para que o dispositivo pudesse
ser utilizado no préximo periodo experimental, ele foi lavado em agua corrente por pelo

menos uma hora e os restos da tela plastica e da resina que a fixava foram desgastados.

4.9. Contagem de estreptococos mutans na placa bacteriana

Como a quantidade de placa bacteriana coletada foi variavel, o nuimero de
estreptococos do grupo mutans na placa foi estimado com base em sua porcentagem em
relacdo as bactérias anaerbbias e facultativas, que representam a grande maioria dos
microorganismos da placa e serdo portanto chamadas, a partir desse ponto, de bactérias

totais.

4.9.1. Preparo do meio agar mitis salivarius bacitracina

O meio foi preparado conforme descrito anteriormente.

4.9.2. Preparo do meio agar sangue brucella suplementado

O &gar sangue brucella suplementado foi preparado a partir do meio base agar
brucella (Difco Laboratories), suplementado com 0,0005% de hemina bovina (Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, USA), 0,0001% de menadione (Sigma) e 5% de sangue
desfibrinado de carneiro. O preparo do meio foi realizado da seguinte forma: (a) Uma
solucdo de menadione a 0,1% foi preparada pela adicdo de 10 mg de menadione a 10 mL
de etanol absoluto p.a. (Merck)*® %. A solucéo foi armazenada em refrigerador a 4 °C. (b)
Uma solucdo de hemina bovina a 0,5% foi preparada pela adicdo de 50 mg de hemina a 1
mL de uma solucdo de hidréxido de sédio a 1 N (Merck) e a 9 mL de &gua destilada®®. A

.93 o armazenada em refrigerador a 4 °C.

solucéo foi autoclavada a 121°C por 15 minutos
(c) 50 mL de sangue de carneiro foram coletados assepticamente em um erlenmeyer de 100
mL contendo pérolas de vidro, previamente esterilizado. Apdés o controle de esterilidade, o
sangue foi armazenado em refrigerador a 4 °C. (d) Para o preparo de 300 mL de meio, 12,9
g de agar brucella (Difco Laboratories) (férmula para 1000 mL: Triptona, 10g; peptamina,
10g; glicose, 1g; extrato de levedura, 2g; cloreto de sddio, 5g; bissulfito de sodio, 0,1g; agar,

15g) foram adicionados em um erlenmeyer de 500 mL contendo 300 mL de agua destilada.
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FIGURA 6 - (a) Dispositivo intrabucal utilizado, contendo 4 blocos de esmalte bovino

cobertos por uma tela plastica. (b) Gotejamento da solucao de sacarose a 20% sobre 0s
blocos de esmalte.
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O meio foi deixado em repouso a temperatura ambiente por 15 minutos para
encharcar o agar, sendo posteriormente dissolvido em placa aquecedora magnética
(Corning), com agitacao constante, até a ebulicdo. O meio foi removido da placa aquecedora
e 0,3 mL da solucdo de menadione a 0,1% foi adicionado ao erlenmeyer®. A seguir, 0 meio
foi autoclavado a 121 °C por 15 minutos e em seguida resfriado em banho-maria a 45-50 °C.
Assepticamente, 0,3 mL da solucdo de hemina bovina a 0,5% e 15 mL de sangue de
carneiro foram adicionados. O meio foi distribuido assepticamente em volumes de 15 a 20
mL em placas de petri descartaveis 90 X 15 mm (Inlab). Apés a solidificacao, as placas
foram incubadas em estufa a 37 °C (Fanem), durante 24 horas, para fazer o controle de
esteriidade. O meio de cultura foi armazenado acondicionado em papel filme, em

refrigerador a 4 °C, sendo a maioria das placas utilizada em 48 a 72 horas.

4.9.3. Preparo da suspenséo de placa bacteriana

A placa coletada dos blocos 2 e 3 foi suspensa em um frasco de vidro de 4 mL com
tampa de rosca, contendo 2 mL de soluc&o salina tamponada’, pH 7,4, e 15 a 20 pérolas de
vidro de 1 a 2 mm de diametro. A suspenséo de placa foi agitada em agitador de tubos do
tipo “mixer” (Thermolyne) por 30 segundos, para desagregar as células bacterianas (Figura
7a).

4.9.4. Diluicdo da suspenséo de placa bacteriana

A partir da suspensdo de placa bacteriana foram preparadas diluicbes decimais
seriadas (10" a 10°) misturando-se 0,2 mL da suspensé&o de placa com 1,8 mL de solucéo
salina tamponada esterilizada em um tubo de ensaio 13 X 100 mm. Entre cada diluicdo os

tubos foram agitados em “ mixer” (Thermolyne) por 20 a 30 segundos.

4.9.5. Semeadura e incubacéo

Para a determinacao do nimero de estreptococos do grupo mutans, volumes de 0,02
mL das diluicdes 10°, 107, 10? e 10 foram semeados em duplicata na superficie de uma
placa de petri, contendo o meio agar mitis salivarius bacitracina. As placas foram incubadas
na estufa a 37 °C, durante 48 horas, em atmosfera de microaerofilia obtida pelo método da
vela®.

Para a determinacdo do numero de bactérias totais, volumes de 0,02 mL das
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diluicdes 1073, 10, 10 e 10° foram semeadas em duplicata na superficie de uma placa de
petri, contendo agar sangue brucella suplementado (Figura 7b). As placas foram incubadas
em estufa a 37 °C, em jarras de anaerobiose “GasPak’ (Becton Dickinson Microbiology
Systems, Cockeysville, MD, USA), contendo os envelopes gerador de CO, e H, “BBL
GasPak Plus’ e indicador de anaerobiose (Becton Dickinson Microbiology Systems), por 72
a 96 horas.

As amostras de placa bacteriana foram semeadas em um tempo médio de 2 horas

apos a coleta.

4.9.6. Contagem das colbnias

A contagem das col6nias foi feita com o auxilio de microscopio estereoscépico (Carl
Zeiss do Brasil). Sempre que possivel, foram selecionadas, para a contagem, as gotas das
diluicdes com 6 a 60 UFC.

A identificacdo das coldnias de estreptococos mutans foi feita com o auxilio do
microscopio estereoscoépico e coloracdo de Gram. As colbnias pretas, com 0,5 a 1,0 mm de
didmetro, convexas, com aspecto rugoso, com ou sem a presen¢a de uma gota na
superficie, constituidas por cocos gram positivos dispostos em cadeias foram consideradas
como coldnias tipicas pertencentes aos estreptococos do grupo mutans (Figura 5). De cada
tipo morfolégico de coldnia atipica presente em cada placa de MSB foi feito um esfregaco,
corado pelo método de Gram, para observacdo das caracteristicas morfotintoriais ao
microscépio Olympus CBA (Micronal, Sdo Paulo, SP), com objetiva de imersdo. Na
contagem de estreptococos mutans, foram consideradas as col6nias tipicas e aquelas que
apresentavam crescimento misto de cocos gram positivos e bacilos gram negativos ou
positivos. Nenhum método de identificacdo bioquimica foi utilizado na contagem dos
estreptococos mutans.

Os dados foram convertidos em UFC/mL de suspenséo de placa, multiplicando-se o
namero de coldnias encontradas por 50 (correcdo para 1 mL) e pela reciproca da diluicao. O
namero de estreptococos do grupo mutans presente na placa bacteriana foi expresso em

porcentagem em relacdo ao numero de bactérias totais.
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FIGURA 7 - (a) Agitacdo, em “mixer”, do frasco com pérolas contendo 2 mL de solucdo

salina tamponada e a amostra de placa bacteriana. (b) Placa de agar sangue apés o
crescimento das bactérias totais.
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4.10. Anadlise da perda de dureza superficial do esmalte

A microdureza dos blocos desmineralizados in situ pelos periodos de 4, 7 e 10 dias
foi avaliada pela realizacdo de 5 indentacfes a 100 um de distancia das primeiras (Figura 8).
A porcentagem de perda de dureza superficial (%0PDS) foi calculada com base na
microdureza apd0s o periodo de desmineralizacdo e na microdureza inicial dos blocos,

segundo a formula:

%PDS = dureza inicial — dureza apds a desmineralizacdo x 100

dureza inicial

4.11. Analise estatistica dos dados

A comparagdo entre a microdureza inicial e final, nos trés periodos estudados, foi
realizada por meio do teste “t’ pareado. A porcentagem de perda de dureza do esmalte, nos
3 periodos experimentais e nos 4 locais onde os blocos foram fixados no dispositivo
intrabucal, foi comparada através de andlise de variancia a 2 critérios e teste de Tukey. A
comparacdao entre os dados de fluxo salivar estimulado, capacidade tampao da saliva, niveis
salivares de estreptococos mutans e porcentagem de perda de dureza superficial foi
realizada através do coeficiente de correlagdo de Pearson. Como a porcentagem de
estreptococos mutans na placa bacteriana ndo apresentou distribuicdo normal, as analises
estatisticas envolvendo esses dados foram realizadas utilizando testes ndo paramétricos.
Na analise da relacdo entre porcentagem de estreptococos mutans na placa bacteriana,
porcentagem de perda de dureza superficial e niveis salivares de estreptococos mutans
utilizou-se o coeficiente de correlacdo de Spearman. A comparacao entre a porcentagem de
perda de dureza dos voluntarios que apresentaram estreptococos mutans em suas amostras
de placa e daqueles que nao apresentaram foi realizada através do teste de Mann-Whitney.
O nivel de significancia minimo de 5% foi adotado em todos os testes. O programa
“Statistica for Windows”, verséo 5.1 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA) foi utilizado em todas as

analises.
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FIGURA 8 - (a) Indentaces realizadas em bloco de esmalte antes e apds a
desmineralizacao in situ por 4 dias. (b) Bloco de esmalte que apresentou perda de dureza

intensa ap6s desmineralizagédo in situ por 10 dias.
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5. RESULTADOS

Os 15 voluntarios selecionados participaram dos experimentos de avaliacao do fluxo
salivar, capacidade tampdo da saliva e niveis salivares de estreptococos mutans. Na
avaliacdo da desmineralizacdo in situ e microbiologia da placa bacteriana, 2 voluntarios
foram excluidos: um deles teve uma infeccdo e precisou tomar antibiéticos e o outro
removeu o dispositivo intrabucal antes do final em dois periodos de desmineralizacao,

ficando o numero de voluntéarios reduzido a 13.

5.1. Fluxo salivar, capacidade tampao da saliva e niveis salivares de

estreptococos mutans

Conforme mostrado na Tabela 1, o fluxo salivar dos 15 voluntarios analisados variou
de 0,74 a 2,80 mL/min, apresentando uma média de 1,60 mL/min. A capacidade tampao da
saliva oscilou de 3,46 a 6,64, encontrando-se uma média de 5,14 (Tabela 1). Os niveis
salivares de estreptococos mutans encontrados variaram de 500 a 230.000 UFC/mL de

saliva (Tabela 1).

O coeficiente de correlagcdo de Pearson (r) mostrou que ndo houve correlacdo
estatisticamente significante entre os testes salivares e bacteriol6gicos. Os valores de r e de
p foram de 0,48 e 0,07; -0,22 e 0,43; -0,36 e 0,19, para respectivamente, fluxo salivar e
capacidade tampédo da saliva; fluxo salivar e niveis salivares de estreptococos mutans;

capacidade tamp&o da saliva e niveis salivares de estreptococos mutans.
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TABELA 1 - Fluxo salivar', capacidade tamp&o da saliva® e niveis salivares de estreptococos

do grupo mutans® dos 15 voluntérios estudados

Voluntrio Fluxo salivar Capac. tampao mutans
(mL/min) (pH) (UFC/mL)

1 1,44 5,60 500
2 1,00 5,22 23.000
3 2,80 6,42 38.000
4 1,62 4,80 65.000
5 0,90 3,46 30.000
6 0,74 5,10 190.000
7 1,58 3,52 230.000
8 1,52 4,40 33.000
9 1,66 4,42 18.000
10 0,90 4,46 88.000
11 2,04 4,87 33.000
12 1,64 6,18 210.000
13 2,12 6,29 4.000
14 2,54 5,69 12.000
15 1,46 6,64 10.000

! Saliva estimulada

% Média de 3 determinacdes

® Contagem em duplicata, realizada pela técnica da contagem na gota’” modificada
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5.2. Microdureza do esmalte

O numero de dureza Knoop inicial e final de cada bloco de esmalte é apresentado
nos Anexos 6, 7 e 8. A microdureza inicial e final apresentada pelos blocos de cada
voluntéario, nos trés periodos estudados, € mostrada na Tabela 2. A microdureza final foi

estatisticamente diferente da inicial nos trés periodos, como mostra a tabela 3.

A porcentagem de perda de dureza superficial (%PDS) de cada voluntario nos trés
periodos experimentais é apresentada no Anexo 9. Em média, houve um aumento na %PDS

com o0 aumento no tempo de acumulo de placa bacteriana in situ (Figura 9).

A média da %PDS de cada voluntario também apresentou uma tendéncia de
aumento, quanto maior o periodo de acumulo de placa in situ (Figura 10). Entretanto, 7 dos
13 voluntarios apresentaram %PDS negativa, que indica auséncia de desmineralizacdo, em
um ou dois periodos de acumulo de placa. Entre os 7 voluntarios, 3 nao apresentaram
desmineralizacdo com 4 dias, 5 ndo apresentaram desmineralizagdo com 7 dias e 1 ndo
apresentou desmineralizacdo com 10 dias (dos 39 periodos de uso do dispositivo intrabucal,

em 9 ndo ocorreu desmineralizacdo que pudesse ser avaliada por meio da microdureza).

A %PDS foi muito semelhante entre os 4 locais em que os blocos de esmalte foram
fixados, independentemente do periodo experimental avaliado. A %PDS também foi
semelhante nos lados direito (locais 1 e 2) e esquerdo (locais 3 e 4) e nas regides anterior
(locais 1 e 3) e posterior (locais 2 e 4) do dispositivo (Figura 11). Como era esperado, a
analise de variancia a 2 critérios mostrou que ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre os locais 1, 2, 3 e 4, com relacdo a perda de dureza. Da mesma maneira,
nao houve diferenca estatisticamente significante entre a perda de dureza nos lados direito e
esquerdo e nas regides anterior e posterior. Entretanto, para o fator tempo, os periodos de
4, 7 e 10 dias diferiram entre si, sendo que a diferenca na perda de dureza ocorrida nos
periodos de 4 e 7 dias ndo atingiu niveis de significancia, de acordo com o teste de Tukey
(Tabelas 4 e 5).
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TABELA 3 - Comparacao, através do teste “t’ pareado, entre a microdureza inicial e final nos

trés periodos estudados.

Periodo n' t p

4 dias 13 2,765261 0,017112*
7 dias 13 2,801010 0,016014*
10 dias 13 6,559547 0,000027*

! Tamanho da amostra

* significante a 5%
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FIGURA 9 - Média e desvio-padrédo da porcentagem de perda de dureza superficial nos trés

periodos investigados.
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FIGURA 10 - Média da porcentagem de perda de dureza superficial dos 4 blocos de esmalte
nos trés periodos analisados. Valores negativos indicam que ndo houve perda

de dureza.
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FIGURA 11 - Média da porcentagem de perda de dureza superficial dos blocos colocados

em diferentes locais no dispositivo intrabucal. Locais 1+2, 3+4, 1+3 e 2+4

referem-se a média dos respectivos locais.
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TABELA 4 - Resultado da analise de variancia a dois critérios, comparando a porcentagem
de perda de dureza superficial nos diferentes tempos estudados e locais de

fixacao dos blocos de esmalte no dispositivo intrabucal.

Grausde  Quadrado Quadrado

Efeito liberdade méd. (efeito) méd. (residuo) F p
Tempo (4 X 7 X 10) 2 1,780172 0,79681 22,34125 0,000000*
Local (1 X2 X3 X 4) 3 0,015033 0,79681 0,18866  0,903980
Tempo X Local 6 0,032157 0,79681 0,40357 0,875730
Tempo (4 X 7 X 10) 2 1,780172 0,077547 22,95597 0,000000*
Local (1 +2 X 3 +4) 1 0,031033 0,077547 0,40018 0,527957
Tempo X Local 2 0,024490 0,077547 0,31580  0,729687
Tempo (4 X 7 X 10) 2 1,780172 0,077547 22,95597 0,000000*
Local (1 +3 X2 +4) 1 0,031033 0,077547 0,40018 0,527957
Tempo X Local 2 0,024490 0,077547 0,31580  0,729687

* significante a 5%

TABELA 5 - Resultados do teste de Tukey na comparacdo da porcentagem de perda de

dureza superficial nos diferentes periodos de acumulo de placa.

Comparacao P

4d X 7d 0,573932
7dX10d 0,000022*
4d X10d 0,000022*

* significante a 5%



Resultados 79

O coeficiente de correlacdo de Pearson mostrou uma correlacdo negativa entre o
fluxo salivar e a %PDS, nos trés tempos avaliados e na média dos trés tempos. O mesmo
ocorreu entre a capacidade tampdo da saliva e a %PDS. Entretanto, nenhuma das
correlagbes foi estatisticamente significante a 5%. A correlacdo entre a %PDS e o logio do
nimero de estreptococos mutans na saliva também n&o foi estatisticamente significante,

mas a correlagao foi positiva, com excecao da %PDS com 4 dias (Tabela 6).

TABELA 6 - Valores de r e p do coeficiente de correlagdo de Pearson nas comparacgdes
entre fluxo salivar, capacidade tampdo da saliva e log;, da contagem de
estreptococos mutans na saliva e a porcentagem de perda de dureza nos trés

periodos estudados e na média dos trés periodos.

Fluxo salivar Capac. tampao Log;, mutans
Desmineralizagao

r p r p r p

%PDS" 4 dias -0,33 0,27 -0,23 0,46 -0,15 0,63
%PDS 7 dias -0,07 0,82 -0,06 0,84 0,36 0,23
%PDS 10 dias -0,39 0,18 -0,09 0,77 0,04 0,91
%PDS total® -0,31 0,30 -0,14 0,66 0,12 0,69

' 96PDS = porcentagem de perda de dureza superficial

294PDS total refere-se 2 média da %PDS com 4, 7 e 10 dias
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5.3. Analise bacteriolégica da placa bacteriana e relagdo com a perda de

dureza do esmalte

As contagens de estreptococos mutans e bactérias totais nas amostras de placa
bacteriana séo apresentadas no Anexo 10. A Tabela 7 apresenta a relagdo entre a
guantidade de estreptococos mutans e bactérias totais na placa bacteriana formada sobre
os blocos 2 e 3, dos quais ela foi coletada, e a média da %PDS nos respectivos blocos. Em
varias amostras de placa bacteriana os estreptococos mutans ndo foram detectados e,
guando presentes, sua porcentagem em relacdo ao numero de bactérias totais variou de
0,008% a 0,472%. A deteccdo ou ndo dos estreptococos mutans nas amostras de placa ndo

teve relacdo com os periodos estudados ou entre os diferentes voluntarios.

Na contagem dos estreptococos mutans das amostras de placa bacteriana, varias
colbnias atipicas, com até 5 mm de diametro, de cor esverdeada, acinzentada ou bege, de
aspecto mucoide, povoaram as placas de agar mitis salivarius bacitracina (MSB). A grande
maioria das colbnias atipica era de bacilos gram negativos, com uma menor porcentagem
de bacilos gram positivos. Normalmente, cada placa de MSB apresentou até 4 tipos
coloniais diferentes e 0 mesmo voluntario ndo apresentou necessariamente 0s mesmos
tipos coloniais nas 3 amostras de placa bacteriana (4, 7 e 10 dias). Os bacilos gram
negativos vistos no microscépio eram provavelmente de espécies distintas, pois
apresentavam caracteristicas variaveis (alguns mais alongados, outros mais arredondados;
alguns corados adequadamente, outros gram labeis). Ndo se pode estabelecer um padréo
guanto ao crescimento dessas colbnias atipicas em cada voluntario ou periodo

experimental.
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TABELA 7 - Porcentagem de estreptococos do grupo mutans (% mutans) em relacdo ao

total de bactérias totais na suspensao de placa e porcentagem de perda de

dureza superficial (%PDS) correspondente.

4 dias 7 dias 10 dias
Volunt.

% mutans  %PDS’ % mutans  %PDS % mutans  %PDS

1 0,017% 29,99% 0,209% -8,30% 0,080% 62,11%
2 — -0,07%° —_ -4,30% —_ 15,65%
3 D -7,67% 0,017% 25,85% e 29,31%
4 0,116% 21,05% e 16,25% 0,071% 18,98%
5 0,034% 41,03% 0,074% 52,25% 0,033% 77,34%
6 0,108% 8,28% 0,016% 39,09% e 73,63%
7 _ 9,17% 0,050% 16,74% _ 41,24%
8 D 27,43% e 6,67% e 75,06%
9 e -7,09% 0,057% 32,68% e 53,69%
10 — 9,44% e -9,35% 0,067% 32,09%
11 0,100% 10,12% 0,472% -2,30% e 5,06%
12 0,008% 41,78% 0,012% 63,36% 0,013% 72,17%
13 0,026% 12,45% 0,073% -9,02% 0,147% 50,13%

! Média da %PDS dos blocos 2 e 3, dos quais a placa bacteriana foi coletada

% Auséncia de crescimento (< 50 UFC/mL)

® Valores negativos indicam aumento na dureza
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N&o foi encontrada correlacéo estatisticamente significante entre a porcentagem de
perda de dureza e o nUmero de estreptococos mutans presentes na placa bacteriana sobre
0s respectivos blocos nos periodos de 4, 7 e 10 dias ou utilizando os dados dos trés
periodos (Tabela 8).

Quando a mesma correlacdo foi investigada excluindo os dados onde ndo foram
detectados estreptococos mutans na placa, os valores de r obtidos foram negativos, ao
contrario do esperado. Além disso, essa correlagdo foi estatisticamente significante quando

os dados dos trés periodos de desmineralizac@o foram analisados (Tabela 9).
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TABELA 8 - Valores de r e p do coeficiente de correlagdo de Spearman nas comparacdes
entre a porcentagem de perda de dureza e a porcentagem de estreptococos

mutans na placa bacteriana sobre os respectivos blocos nos trés periodos

estudados.
Correlagéao n r p
4 dias 13 0,41 0,17
7 dias 13 0,05 0,87
10 dias 13 0,11 0,73
4+ 7 + 10 dias’ 39 0,07 0,65

' O coeficiente de correlacdo foi determinado utilizando os
dados de 4, 7 e 10 dias

TABELA 9 - Valores de r e p do coeficiente de correlacdo de Spearman nas comparacdes
entre a porcentagem de perda de dureza superficial e a porcentagem de
estreptococos mutans na placa bacteriana sobre os respectivos blocos nos trés
periodos estudados, excluindo os voluntarios que ndo apresentaram

crescimento dessas bactérias em suas amostras de placa.

Correlagéao n r p

4 dias 7 - 0,64 0,12
7 dias 9 -0,60 0,09
10 dias 6 - 0,49 0,33
4 +7 + 10 dias" 22 - 0,50 0,02*

' O coeficiente de correlagio foi determinado utilizando os
dados de 4, 7 e 10 dias

* significante a 5%
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Nao foi encontrada correlacéo estatisticamente significante entre os niveis salivares
de estreptococos mutans (logiy do nimero de UFC/mL de saliva) e a porcentagem de
estreptococos mutans na placa bacteriana formada nos trés tempos estudados; além disso o

valor de r foi negativo (Tabela 10).

TABELA 10 - Valores de r e p do coeficiente de correlagdo de Spearman nas comparacoes
entre o logy, da contagem de estreptococos mutans na saliva e sua

porcentagem na placa bacteriana formada por 4, 7 e 10 dias.

Correlagao r p
logio mutans X % mutans 4 dias -0,01 0,99
logio mutans X % mutans 7 dias -0,44 0,13

logio mutans X % mutans 10 dias - 0,31 0,31
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A Tabela 11 mostra o niumero de voluntarios que apresentaram ou nao perda de
dureza, de acordo com a presenca ou auséncia de estreptococos mutans na placa

bacteriana formada sobre os blocos.

TABELA 11 - Relacdo entre a ocorréncia de desmineralizacdo e a presenca de

estreptococos mutans nas amostras de placa

4 dias 7 dias 10 dias

Com Sem Com Sem Com Sem

mutans® mutans? mutans mutans mutans mutans

Com perda de dureza® 7 3 6 2 6 7

Sem perda de dureza® —— 3 3 2

! 9 estreptococos mutans nas amostras de placa > 0
% 95 estreptococos mutans nas amostras de placa = 0
% o perda de dureza superficial positiva

* % perda de dureza superficial negativa
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A comparacdo da %PDS entre 0s voluntarios que apresentaram estreptococos
mutans nas amostras de placa e aqueles que ndo apresentaram um numero detectavel
dessas bactérias foi realizada através do teste de Mann-Whitney (Tabela 12). Uma diferenca
estatisticamente significante entre os dois grupos s6 foi encontrada na avaliacdo da %PDS
com 4 dias. Entretanto, nos outros periodos e na somatoéria de todos os periodos, houve
maior porcentagem de desmineralizacdo nos blocos cuja placa bacteriana continha

estreptococos mutans.

TABELA 12 - Comparagédo, por meio do teste de Mann-Whitney, entre a porcentagem de
perda de dureza superficial dos blocos onde os estreptococos mutans foram
detectados na placa (G1) e a dos blocos onde essas bactérias ndo foram
detectadas (G2).

Periodo Média+ D.P.G1 MédiazD.P.G2 n'G1 nG2 U p

4 dias 23,53% + 14,27%  5,20% * 13,21% 7 6 6 0,032132*
7 dias 23,37% + 26,29% 2,32% * 11,45% 9 4 8 0,122833
10 dias 52,13% + 22,98% 41,95% * 27,23% 6 7 16  0,475056
4+7+10 dias® 31,27% * 24,87% 19,65% * 26,99% 22 17 130 0,106460

! Tamanho da amostra
% Dados de porcentagem de perda de dureza superficial dos periodos de 4, 7 e 10 dias

* significante a 5%
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6. DISCUSSAO

A revisdo de literatura demonstra que a interacdo dos fatores envolvidos no
desenvolvimento da céarie é complexa e até hoje ndo totalmente compreendida. Embora o
papel da saliva e de certos microorganismos na ocorréncia de carie seja claro, as
dificuldades encontradas para determinar uma relacdo direta entre eles sugerem a

necessidade por um entendimento mais profundo do processo.

A utilizacdo de um modelo in situ para avaliar a desmineralizacao inicial do esmalte e
a influéncia de fatores salivares e microbiologicos parece ser adequada para uma
compreenséo mais ampla da questdo. Esses modelos eliminam a artificialidade dos estudos
in vitro e sdo uma alternativa aos estudos clinicos, que apresentam problemas éticos e nos
quais a interferéncia de certas variaveis ndo pode ser eliminada. Desde 1974, quando
KOULOURIDES et al.®? apresentaram a metodologia a literatura odontoldgica, os estudos in
situ tém demonstrado um valor imensuravel nas pesquisas a respeito da carie. Normalmente
eles sdo utilizados para avaliar a inibicdo da desmineralizacdo e promocdo da

remineralizacdo do esmalte, por meio da estimulacéo salivar’® e do flaor® %% 62 105 112

nas
suas mais diversas formas de aplicacdo. Neste trabalho, no entanto, o modelo in situ foi
utilizado para estudar os fatores envolvidos na desmineralizacdo do esmalte em periodos de
até 10 dias, sem a interferéncia de agentes terapéuticos. Os voluntarios beberam agua
fluoretada, mas utilizaram um dentifricio sem flGor, eliminando o efeito anticariogénico
promovido por este ion por meio da escovacao. O unico artificio inserido no modelo foi a alta

frequéncia de exposicao do substrato a sacarose, simulando um desafio cariogénico severo.

Os voluntarios selecionados para participar do estudo eram alunos de odontologia,
com idade entre 19 e 28 anos. Apesar da carie ocorrer com maior frequéncia e severidade
em criancas, a realizacdo de estudos in situ nessa idade ndo é indicada devido a
necessidade de seguir o protocolo a risca, especialmente com o uso de um aparelho

removivel®t 12,

Além disso, a carie pode ser produzida em qualquer individuo,
independentemente da idade, desde que se estabeleca um protocolo de desafio

cariogénico*?.

Considerando a influéncia do fluxo salivar e da capacidade tampao da saliva no
desenvolvimento de carie, a avaliacdo desses fatores antes do inicio da fase in situ visou
determinar as caracteristicas da cavidade bucal de cada voluntario que poderiam

posteriormente interferir na desmineralizagdo do esmalte.
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O papel da saliva na manutencéo da saude bucal fica evidente quando o fluxo salivar

é diminuido por doengas ou medicamentos® ° % %4

Sua acdo na inibicdo da
desmineralizagdo do esmalte baseia-se na limpeza de microorganismos e acgucares por
lavagem, na neutralizacdo dos acidos produzidos pelas bactérias através de seu sistema
tampdao e no seu grau de saturacao em relacdo ao conteudo mineral do dente, que favorece

24, 27, 64, 94, 102

a todo momento a remineralizacdo do esmalte . Quanto maior o fluxo salivar e a

capacidade tampao da saliva, mais favoraveis as condi¢cdes da cavidade bucal para impedir

a desmineralizacéo do esmalte® .

O fluxo salivar estimulado dos voluntarios apresentou média de 1,6 mL/min, sendo
gue quatro deles apresentaram fluxo salivar entre 0,7 e 1,0 mL/min (Tabela 1). Todos os

pesquisadores colocam como normais os valores acima de 1,0 mL/min3® 83 65 89. 96,107

mas
nenhum deles apresenta resultados consistentes para justificar essa classificacdo. SHIP;
FOX; BAUM®, quando tentaram determinar o valor minimo de normalidade do fluxo salivar,
concluiram que essa é uma medida individual e variavel, e o que é considerado baixo para
uns, pode ser normal para outros. O mesmo cuidado na determinacdo do que € normal ou
anormal em relagdo ao fluxo salivar é sugerido por LARMAS® e SREEBNY®. Assim, os
valores de fluxo salivar encontrados foram considerados como demonstrativos da
variabilidade entre os voluntarios, ndo sendo utilizados para caracterizar nenhum deles
como produtor de uma baixa quantidade de saliva. Além disso, esses valores nao foram

utilizados na selegdo dos voluntarios, como recomendam alguns pesquisadores® %,

a
intencdo era justamente avaliar se valores mais baixos ou mais altos de fluxo salivar teriam

influéncia na desmineralizacao in situ.

Com relacdo a capacidade tamp&o da saliva, ERICSSON; HARDWICK?, utilizando a
técnica descrita por ERICSSON? em 1959, consideraram valores de pH final abaixo de 4,0
como muito baixos e valores entre 5,75 e 6,50 como normais, mas ndo explicaram 0s
critérios utilizados para esta classificacdo. Outros autores consideram os valores abaixo de
4,0 como baixos, entre 4,0 e 5,0 como intermediérios e acima de 5,0 como normais® 1%’
Seguindo esses Ultimos parametros, apenas oito dos 15 voluntarios avaliados possuiam
capacidade tampdo considerada normal (Tabela 1). No estudo de HEINTZE; BIRKHED;
BJORN*, 80% de uma populacéo de 629 suecos apresentaram capacidade tamp&o abaixo
de 4,0. Estes resultados demonstram que provavelmente os critérios de classificacdo da
capacidade tampdao precisem ser revistos. A falta de um estudo controlado sobre o assunto
impede a determinacdo do valor minimo de normalidade da capacidade tampao que possa
ser utilizado como critério de risco para a carie. Assim como o fluxo salivar, a capacidade

tampéo da saliva foi determinada visando avaliar sua relacdo com a desmineralizacdo do
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esmalte, e ndo classificar os voluntarios.

A correlacdo entre fluxo salivar e capacidade tampdo da saliva ndo foi
estatisticamente significante, provavelmente devido ao baixo numero de voluntarios

estudados. Outros pesquisadores® 2> 44 %5 99

encontraram correlacédo significante entre
esses fatores, trabalhando com uma amostra muito maior. O aumento dos niveis salivares
de bicarbonato, principal sistema tampdo da saliva estimulada, com o aumento do fluxo
salivar é o responsavel por essa correlacdo® " ® % Mesmo assim, TUKIA-KULMALA;
TENOVUO® encontraram dez individuos em sua amostra de 128 criancas com alta

capacidade tampéao e baixo fluxo salivar.

A implicac&o dos estreptococos mutans no desenvolvimento da cérie data de 1924,
mas apenas na década de 60 os pesquisadores comprovaram sua cariogenicidade em
animais® * 3, O entendimento da cérie como uma doenca multifatorial impulsionou as
pesquisas a respeito de cada um desses fatores e 0s estreptococos mutans passaram a ser
estudados extensivamente. Sua cariogenicidade esté relacionada com a acidogenicidade e
aciduricidade, capacidade de producédo de polissacarideos extracelulares insollveis, que
garantem adesividade a placa, producéo e degradacédo de polissacarideos intracelulares de
reserva e capacidade de ades&o & estrutura dentaria e a outras bactérias*? ©” % %, Assim,
além dos fatores salivares, este estudo procurou determinar a influéncia da contagem salivar
de estreptococos mutans na desmineralizacdo in situ do esmalte. A contagem de
estreptococos mutans na saliva dos voluntérios antes do inicio do experimento revelou
niveis relativamente baixos. Apenas trés voluntarios apresentaram acima de 100.000
UFC/mL de saliva, considerados por alguns como de alto risco para a céarie*, e a maior
contagem foi de 230.000 UFC/mL de saliva (Tabela 1). No trabalho de KLOCK; KRASSE®,
40% das 655 criancas estudadas apresentavam niveis salivares de estreptococos mutans
acima de 1.000.000 UFC/mL de saliva; mais recentemente KLOCK; SVANBERG;
PETERSSON?®’ encontraram esses niveis em mais de 50% de uma amostra de 718 suecos.
Provavelmente a sele¢do dos voluntarios entre alunos de odontologia, que mantém um

padrao adequado de higiene e dieta, tenha contribuido para os baixos valores encontrados.

Embora apenas uma determinacdo dos niveis salivares de estreptococos mutans
tenha sido realizada, TOGELIUS et al.®® ndo encontraram diferencas em duas
determinac®es realizadas com poucas horas de diferenca ou apos alteracdo do padrédo de
higiene. KLOCK; KRASSE>™ e KLOCK; SVANBERG; PETERSSON®’ também n&o
encontraram diferencas marcantes nas contagens de estreptococos mutans na saliva

realizadas com duas semanas de intervalo. WILSON; ASHLEY' observaram uma
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correlagéo estatisticamente significante entre os valores de capacidade tampéo e S. mutans
na saliva avaliados com um ano de intervalo. Entretanto, TUKIA-KULMALA; TENOVUO®
demonstraram grandes variacdes intra-individuais no fluxo salivar, capacidade tampao da
saliva e niveis salivares de estreptococos mutans em 128 criancas avaliadas durante 9
meses. Assim, embora a curto prazo esses fatores salivares ndo apresentem grande
variagdo, ndo se pode afirmar que os mesmos valores serdo apresentados em analises

futuras.

A correlacd@o entre os niveis salivares de estreptococos mutans e o fluxo salivar ndo
foi significante, mas o coeficiente de correlacdo apresentou um valor negativo, reforcando a
idéia de que quanto maior o fluxo salivar, maior o efeito de lavagem e remocédo de restos
alimentares e bactérias. KLOCK; KRASSE®, SEPPA; POLLANEN; HAUSEN® e TUKIA-
KULMALA; TENOVUO® encontraram correlacdo negativa significante entre os niveis
salivares de estreptococos mutans e o fluxo salivar. Talvez se o nimero de voluntarios neste
estudo fosse maior, uma correlagcdo estatisticamente significante também fosse encontrada.
Cabe lembrar, no entanto, que a populagcdo avaliada nesses trabalhos apresentava niveis
salivares de estreptococos mutans variaveis e o papel da saliva pode ser maior em

individuos com alta contagem dessas bactérias.

A correlacdo entre a capacidade tampdo e os niveis salivares de estreptococos
mutans também apresentou um valor negativo, indicando uma relacéo inversa entre eles,
porém ndo estatisticamente significante. Ao compararem esses dois fatores em uma
populacdo de 655 criancas, KLOCK; KRASSE® também n&o encontraram correlacéo
estatisticamente significante. Provavelmente a principal acdo da saliva na diminuicdo dos

niveis de estreptococos mutans seja exercida pelo alto fluxo salivar.

ApOs a determinacdo dos fatores salivares, os voluntérios iniciaram a fase de
desmineralizacdo in situ, em 3 periodos relativamente curtos de acumulo de placa

bacteriana (4, 7 e 10 dias).

A técnica de analise escolhida para avaliar a desmineralizacdo dos blocos de
esmalte in situ foi a microdureza superficial. A partir do desenvolvimento do penetrador
Knoop®® em 1939, as dificuldades enfrentadas pelos pesquisadores na determinacdo da
dureza dos dentes, no inicio do século XX* "*'8 foram superadas e o método passou a ser

empregado em inimeras pesquisas a respeito do desenvolvimento de carie em esmalte®® ™

80, 82, 88, 112

A relacdo entre o conteado mineral da superficie do esmalte e o comprimento da
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indentacdo gerada pelo penetrador Knoop ja foi demonstrada na literatura® * - 1% A 4rea
desmineralizada é comprimida sobre o esmalte sadio subjacente e, de acordo com o
tamanho da indentacdo gerada, as alteracdes ultraestruturais dos cristais de hidroxiapatita
podem ser determinadas®® °> 2. Dessa forma, o teste de microdureza superficial é sensivel
para detectar a desmineralizac&o inicial do esmalte ®* % %199 112 Mesmo em um substrato
heterogéneo como a lesdo de carie, que apresenta uma camada superficial mais
mineralizada, a microdureza superficial permite avaliar a desmineralizacdo, principalmente

3, 4, 59, 60, 109, 112

em lesGes com até 50 micrometros de profundidade . Entretanto ela néo

apresenta medidas diretas do conteldo mineral do esmalte, o que é considerado uma

desvantagem® ",

A microdureza superficial € um método ndo destrutivo, podendo ser utilizada

sequiencialmente no mesmo bloco de esmalte, antes e apos a desmineralizacéo in situ® * **

59, 60, 72,109, 12 " gropriedade que norteou a sua escolha como método de anélise da

desmineralizacdo neste estudo.

A microdureza s6 pode ser realizada sobre uma superficie plana e polida, que requer
o desgaste e polimento da camada externa do esmalte® 3% %% . 7276 Egsy exigéncia, no
entanto, ndo diminui a indicagcdo do método; apesar do esmalte subsuperficial apresentar
uma velocidade de desmineralizagao maior, a remocao da camada superficial, rica em flUor,

leva & formacao de lesdes mais padronizadas e menos variaveis® > 76 80112,

A desmineralizacdo in situ foi avaliada em blocos de esmalte bovino. Uma das
razdes que levaram a escolha desse substrato € a disponibilidade de dentes bovinos em
guantidade e qualidade suficientes a obtencao dos 180 blocos de esmalte necessarios neste
estudo. Entretanto, a op¢do pelo uso do esmalte bovino ndo se baseou apenas em sua
facilidade de obtencdo. Diversos pesquisadores utilizam esse substrato para avaliar a

desmineralizacéo e remineralizagéo® * 2 32 37, 59, 71 72,76, 95 112

, porque ele apresenta um
comportamento semelhante ao esmalte humano e uma menor variabilidade de resposta aos
testes. KOULOURIDES; CHIEN® relataram n&o ter encontrado diferencas entre a carie
produzida nos dois tipos de esmalte quando utilizaram a microdureza para medi-la e
concluiram que tanto o esmalte bovino quanto o humano podem ser usados nos estudos in
situ. Embora o esmalte humano seja considerado o substrato de escolha, ele apresenta
maior variabilidade na composi¢cdo e na resposta ao teste, devido a influéncias genéticas,
diferencas na exposicdo ao fltor e idade'® °> " 2 Além disso, os dentes humanos
apresentam coroa com tamanho menor e maior curvatura que o0s dentes bovinos,

dificultando a obtenc&o de blocos adequados aos ensaios de microdureza'? 76 112,
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Apesar de apresentar um comportamento semelhante ao do esmalte humano em
relacdo a desmineralizacdo, o esmalte bovino € mais poroso, 0 que resulta em uma taxa de
difuséo e formacao da lesdo mais rapidas e permite a utilizacdo de periodos experimentais
mais curtos® 3 7¢-80.95.112 Em estudos cruzados, onde os voluntarios participam de todas as
etapas da pesquisa, a diminuicdo dos periodos experimentais facilita a colaboracdo. Embora
0 tempo necessario a ocorréncia de desmineralizacéo tenha sido diminuido pela utilizagéo
do esmalte bovino, o tempo necessario a formacdo de uma placa cariogénica nao foi,

reforcando a opgéo por esse substrato.

Uma preocupacdo crescente nos estudos in situ diz respeito ao método de
esterilizacdo dos blocos de esmalte™?. CHANDLER" recomendou a utilizacdo do 6xido de
etileno ou da radiagdo gama. Entretanto, AMAECHI; HIGHAM; EDGAR? demonstraram que
apos a imersao dos dentes bovinos em solugéo de timol a 0,1%, um desinfetante mais fraco
gue o formol, a contaminacdo cruzada € eliminada. Assim, o método de esterilizacdo dos
blocos de esmalte bovino foi a imersdo por no minimo 30 dias em soluc¢éo de formol a 2%,
pH 7,0, como utilizado por WHITE*®, BENELLI et al.®, CURY; REBELLO; DEL BEL CURY?*
e CURY et al.””.

Os voluntarios da pesquisa eram alunos de odontologia, o que facilitou a
colaboracao, devido ao interesse pelos resultados do estudo. Mesmo assim, cada voluntario
foi solicitado a preencher fichas com os horarios em que fez a exposi¢cado a sacarose e 0s
periodos que ficou com o dispositivo fora da boca (Anexo 5). A importancia do
monitoramento dos voluntarios foi enfatizada por FETHERSTONE; ZERO*, VERNON et
al.’%® e STOOKEY®. Como o estudo avaliou a desmineralizacdo causada por uma placa
bacteriana formada in situ, periodos prolongados fora da boca causariam a alteracdo da
placa formada no dispositivo. Embora alguns voluntarios tenham relatado periodos de mais
de uma hora com o dispositivo fora da boca ou a realizacdo de menos de 10 exposicdes a
sacarose em alguns dias, ndo houve alteracdo nos resultados de desmineralizacdo. O
cuidado em anotar detalhadamente o uso do dispositivo intrabucal justifica-se por funcionar
como um estimulo para o uso correto e enfatizar a necessidade de seguir 0 protocolo a

risca.

A instrucdo para remover o dispositivo da boca durante as refeicdes ou consumo de
qualquer bebida teve o intuito de padronizar o desafio cariogénico, sem a interferéncia da
dieta dos voluntérios. Além disso, FUSHIDA; CURY®" demonstraram que a exposi¢do de
blocos de esmalte a bebidas acidas, como Coca-Cola, causa erosao e perda significante da

dureza.
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O conhecimento do tempo necessario a ocorréncia de lesdo no esmalte pela acédo de
uma placa bacteriana cariogénica é importante no desenvolvimento de programas
preventivos, principalmente aqueles que se baseiam no controle mecéanico da placa. A
relacdo entre o periodo de acumulo de placa bacteriana e a ocorréncia de desmineralizacao
ja foi estudada por alguns pesquisadores*” *® 8 97 1% Em 1970, VON DER FEHR; LOE;
THEILADE® demonstraram in vivo que lesdes de cérie incipientes ocorriam em superficies
lisas apbs trés semanas de eliminacdo de procedimentos de higiene e utilizacdo de

bochechos de sacarose freqiientes. HOLMEN et al. 4" *®

observaram a formacéo de lesdes
de mancha branca in vivo apés 4 semanas de acumulo de placa; entretanto, demonstraram
por meio de microrradiografia e microscopia de luz polarizada, que as alteracbes na

superficie e subsuperficie do esmalte tiveram inicio muito antes, com 1 a 2 semanas.

Os trabalhos que demonstram a desmineralizacdo do esmalte in situ em funcdo do
tempo sdo escassos. Além disso, 0s estudos in situ normalmente trabalham com periodos
de desmineralizacdo maiores (21 a 28 dias) do que os utilizados neste estudo. A avaliacdo
da desmineralizacdo em periodos curtos de acumulo de placa bacteriana in situ visou
determinar as alteracdes iniciais que ocorrem no esmalte apds a suspensao da higiene

bucal.

A andlise da microdureza inicial e final nos trés periodos estudados demonstrou
desmineralizacdo significante do esmalte (Tabelas 2 e 3). Esse resultado evidencia que,
mesmo apos 4 dias, ja ha sobre o esmalte uma placa bacteriana cariogénica, capaz de
causar uma alteracdo significativa, detectada por meio da microdureza superficial. A
porcentagem de perda de dureza foi progressivamente maior nos periodos de 7 e 10 dias,
sem diferenca estatisticamente significante entre a porcentagem perda de dureza de todos

os voluntarios nos periodos de 4 e 7 dias (Figura 9, Tabelas 4 e 5).

THYLSTRUP et al.”” avaliaram a alteracdo do esmalte em periodos de 1, 2, 4, 8 e 14
dias, ap6s a bandagem de pré-molares permitindo o acumulo de placa. Embora neste
trabalho ndo tenha sido instituida uma dieta cariogénica, os resultados foram muito
semelhantes aos encontrados no presente estudo: apés 4 dias de acumulo de placa, os
autores observaram na maioria dos dentes evidéncias de dissolucdo da superficie do

esmalte, progressivamente maior nos periodos de 8 e 14 dias.

Apesar dos resultados terem demonstrado desmineralizacdo do esmalte apos 4 dias
de acumulo de placa, resta investigar até que ponto as alteracdes observadas através da

microdureza refletem preocupacdes clinicas, além da acao da saliva na reversdo do dano
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ap6s a remocao da placa. HOLMEN et al.** demonstraram que o simples disttrbio mecanico
semanal da placa bacteriana foi suficiente para impedir o desenvolvimento de carie ap6s 5

semanas de acumulo de placa em pré-molares.

Além disso, alguns recursos utilizados no modelo in situ impedem a extrapolagéo dos
dados relacionados ao tempo necessario a ocorréncia de desmineralizacédo para a situacéao
clinica, como o uso do esmalte bovino, no qual as lesdes sdo formadas mais rapidamente. A
alta frequéncia de exposicéo a solucdo de sacarose (10 vezes ao dia), utilizada para simular
um desafio cariogénico severo, também influenciou a formacdo das lesdes. CURY;
REBELLO; DEL BEL CURY?# relacionaram a ocorréncia de manchas brancas em blocos de
esmalte humano intactos, apds 28 dias de acumulo de placa in situ, com a freqiiéncia de
exposicdo a uma solucdo de sacarose a 20%. Utilizando uma metodologia semelhante a
empregada neste estudo, os autores observaram a formacdo de manchas brancas no
esmalte quando os voluntarios realizaram 4 ou 8 exposicdes diarias a sacarose, que ndo

ocorreram quando os blocos foram expostos 2 vezes ao dia.

Além da influéncia nas quedas do pH abaixo do nivel critico, a exposicdo frequente a
sacarose também causa uma alteracdo na composi¢cao microbioldgica e bioquimica da placa
bacteriana. VAN HOUTE'® e MARSH™ escreveram que a exposicdo freqiiente a aclcares
fermentaveis causa freqlientes quedas do pH, que selecionam microorganismos

acidogénicos e aciduricos, tornando a placa bacteriana cada vez mais cariogénica.

Entre os trabalhos que estudaram a relacdo entre sacarose € cOmposicao
microbioldgica da placa, VON DER FEHR; LOE; THEILADE'® n&o encontraram diferencas
entre a placa formada in vivo com 9 bochechos diarios de sacarose ou sem bochechos de
sacarose, embora a analise bacteriologica tenha sido feita apenas a partir de esfregacos

|90

corados pelo método de Gram. No estudo in vivo de STAAT et al.”™, uma dieta rica em

sacarose levou a formacao de placa bacteriana com maior porcentagem de estreptococos

|85

mutans, principalmente nos primeiros 4 dias. SCHEIE et a relataram uma maior

frequéncia de estreptococos mutans e uma maior queda do pH nas placas bacterianas de
voluntérios alimentados com uma dieta rica em sacarose. LINGSTROM et al.®® ndo
encontraram diferencas significantes na desmineralizacao in situ apos trés semanas de dieta
com ou sem sacarose, mas a queda do pH, avaliada in situ, foi maior nas placas formadas
na presenca de sacarose, sugerindo diferencas microbiologicas entre as duas. Ao contrario
dos resultados desses estudos, MACPHERSON et al.*® n&o relataram diferencas na
porcentagem de estreptococos mutans na placa bacteriana formada in situ apés 3 semanas,

com ou sem a aplicacédo de sacarose a 10%.
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Com relacdo a composicdo bioquimica da placa bacteriana, VAN HOUTE; RUSSO;
PROSTAK!® demonstraram que massas celulares de S. mutans cultivadas na presenca de
sacarose produzem uma grande quantidade de polissacarideo extracelular, responsavel por
aumentar o potencial cariogénico da placa. CURY; REBELLO; DEL BEL CURY? e CURY et

22

al. “, além da quantidade de polissacarideo extracelular, relacionaram também a menor

concentracdo de calcio, fésforo e flior com o maior potencial cariogénico das placas
formadas com alta freqiiéncia de exposicdo & sacarose. Além disso, CURY et al.??

comprovaram a maior cariogenicidade da sacarose em relacao a glicose+frutose.

Apesar do trabalho de MACPHERSON et al.® n&o ter encontrado diferencas na
porcentagem de estreptococos mutans na placa formada in situ com ou sem a exposicao a
sacarose, o dispositivo intrabucal foi utilizado durante as refeicbes e ndo apresentava tela
para o acumulo de placa. Levando essas diferencas de metodologia em consideracao, é
muito provavel que a composicéo bioquimica e microbiolégica da placa bacteriana formada
no presente estudo tenha sido influenciada pela alta freqiiéncia de exposicdo a sacarose.
Dessa forma, a desmineralizacdo ocorrida nos periodos curtos de tempo testados neste
trabalho ndo pode ser comparada ao que ocorreria no mesmo tempo in vivo, devido a
formacédo de uma placa bacteriana com caracteristicas peculiares, num desafio cariogénico

severo ao qual os individuos ndo estdo normalmente sujeitos.

Outro ponto a ser considerado é que os voluntarios nao fizeram uso de dentifricio
fluoretado, que comprovadamente age inibindo a desmineralizacdo e promovendo a
remineralizacdo do esmalte. Provavelmente uma menor porcentagem de perda de dureza
fosse encontrada com o uso do dentifricio com fldor. THYLSTRUP et al.®’ discutiram em seu
trabalho que a utilizacdo de agua fluoretada pelos voluntarios determinou uma reducédo na
velocidade de progressao da lesdo, embora ndo tenha sido capaz de prevenir a ocorréncia
de carie. Apesar de no Brasil os dentifricios comercializados serem fluoretados, o trabalho

visou determinar a acdo da placa bacteriana sobre o esmalte, sem a interferéncia do fltor.

A Figura 10 mostra a porcentagem de perda de dureza apresentada por cada
voluntario nos trés periodos experimentais. Houve uma tendéncia de aumento na
desmineralizagdo ao nivel individual com o aumento no periodo de uso do dispositivo
intrabucal, mas esse padrdo ndo foi seguido por todos. Sete dos 13 voluntarios nédo
apresentaram desmineralizacdo em pelo menos um periodo experimental, n&o
necessariamente o mais curto. OGAARD; ROLLA; ARENDS® encontraram
desmineralizagdo proporcional ao periodo de acumulo de placa in vivo, mas 0s tempos

avaliados foram maiores que os utilizados neste estudo, de 4, 6 e 8 semanas. E pouco
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provavel que a auséncia de desmineralizacdo em certos periodos no presente estudo tenha
sido causada por falta de colaboracdo dos voluntarios na utilizacdo adequada do dispositivo
intrabucal. Apenas um voluntario foi excluido por ndo ter cumprido o protocolo até o final em
dois dos trés periodos experimentais. Os demais foram avaliados através do preenchimento

do relatério de uso diario e de contatos freqiientes com a pesquisadora responsavel.

Outros estudos ja relataram uma grande variabilidade na resposta ao desafio

62 82 112 OSTROM et al.* chegaram a dividir os quatro

cariogénico entre voluntarios
voluntarios que participaram de sua pesquisa entre 0s que apresentam desmineralizacdo e
0s que nao apresentam desmineralizagdo in situ. Entretanto, as diferencas intravoluntarios
encontradas ndo podem ser explicadas sendo pela natureza variavel da ocorréncia da carie.
A desmineralizacdo inconsistente em um hospedeiro que apresenta fatores salivares e
microbiolégicos proprios e segue uma dieta cariogénica padronizada demonstra

necessidade por um entendimento mais amplo da doencga.

A perda de dureza também ndo foi igual entre os quatro blocos utilizados no mesmo
dispositivo. Os Anexos 6, 7 e 8 e a Tabela 2 (desvio padrao final) demonstram a diferenca
na desmineralizagdo entre os quatro blocos: uns desmineralizaram mais, outros menos,
porém seguindo um padrdo. Essa variacdo nao teve relacdo com o local especifico onde os
blocos foram fixados (Figura 11) e portanto ndo pode ser explicada por diferencas no acesso
a saliva ou a solucdo de sacarose'?. Uma das hipdteses que justificam esse achado é a
variabilidade dos blocos de esmalte bovino, que responderam de maneira diferente ao teste.
Outra hipétese é a de que a colonizacdo do esmalte e posterior maturacdo da placa
bacteriana tenha ocorrido de maneira diferente entre os quatro blocos localizados no mesmo
dispositivo e submetidos as mesmas condicbes ambientais. Como escreveu HAY®, a
colonizacao inicial da superficie dentaria € promovida por receptores especificos presentes
nas proteinas da pelicula adquirida. Como a composi¢do salivar € muito variavel entre
individuos e no mesmo individuo em diferentes ocasifes, é possivel que a pelicula adquirida
formada também seja influenciada por essas diferencas, afetando a adesao inicial das

bactérias e a natureza da placa formada.

A acédo da saliva na inibicdo da desmineralizacdo do esmalte ja foi comprovada em
diversos estudos. ABELSON; MANDEL" estudaram a queda do pH da placa em individuos
carie ativos e livres de céarie e descobriram que, na auséncia de saliva, o pH cai em niveis
semelhantes nos dois grupos, mas na sua presenca, a queda do pH é menor nos individuos
livres de carie. Isso demonstra uma diferenca entre os dois grupos com relacdo as

propriedades da saliva, que pode explicar as diferencas na atividade da carie. A acdo da
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estimulacéo salivar na inibicdo da desmineralizacdo do esmalte in situ foi demonstrada por
KASHKET; YASKELL; LOPEZ*. Complementando esses resultados, HALL et al.*
demonstraram que a acao da saliva na inibicdo da queda do pH nao é fruto apenas de sua
capacidade de lavagem, mas principalmente de sua capacidade tamp&o, tendo em vista que

a 4gua ndo tem a mesma agao.

A analise da correlacédo entre a quantidade de desmineralizacdo in situ e o fluxo
salivar estimulado, a capacidade tampao da saliva e os niveis salivares de estreptococos
mutans ndo apresentou coeficientes estatisticamente significantes. Nenhum dos trés
periodos experimentais ou a sua média apresentou desmineralizacdo que pudesse ser
associada com algum desses fatores (Tabela 6). Entretanto, o valor de r foi negativo nas
correlagbes entre a porcentagem de perda de dureza e o fluxo salivar e a capacidade
tampéo da saliva, comprovando a acgéo desse fluido como antagonista a desmineralizagéo®.
Num estudo in situ semelhante a este, MACPHERSON et al.”* ndo observaram relacdo entre
o indice CPOS e o fluxo salivar, a capacidade tampéao da saliva e os niveis salivares de S.
mutans em seis individuos. Infelizmente, relagdo entre a desmineralizacao in situ e esses

fatores salivares néo foi apresentada.

A relacéo descrita na literatura entre fluxo salivar e capacidade tampéo da saliva e a
ocorréncia de céarie é inconclusiva®?” * %, CROSSNER; HOLM' encontraram relacéo
estatisticamente significante entre capacidade tampéao e indice de carie em dois grupos de
criancas de 5 e 8 anos, mas a relagdo da carie com o fluxo salivar so foi estabelecida nas
criancas com 8 anos. Para eles, os teste sdo de pouca aplicabilidade para prever o
desenvolvimento de céarie. HONKALA et al.*® ndo observaram relacéo entre a capacidade
tampdo e o numero de dentes cariados e 0 CPOD um ano antes em aproximadamente 100
criancas de 13 anos. WILSON; ASHLEY' relataram uma alta sensibilidade e baixa
especificidade do teste de capacidade tampao com relacao ao desenvolvimento de cérie, ou
seja, criancas com alto indice de cérie possuiam baixa capacidade tamp&o. BRETZ et al.'
nao observaram relacdo entre a taxa de superficies cariadas e o fluxo salivar estimulado em
criancas brasileiras de 3 a 6 anos com atividade de cérie. O fluxo salivar e a capacidade
tampdao da saliva apresentaram relacdo inversa com o CPOS e o incremento de carie em 1
ano, em 128 criangas, no trabalho de TUKIA-KULMALA; TENOVUO®. Entretanto, para
TENOVUO® n3o se pode afirmar que exista uma correlacédo entre fluxo salivar e capacidade
tampao e atividade de carie, devido as fracas associac6es encontradas entre esses fatores

ao nivel individual.

A respeito da relacdo entre o0s niveis de estreptococos mutans na saliva e a
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experiéncia passada de carie em adultos e criancas, determinada através de indices,
diversos trabalhos® ** 14 41 5% 57. 86.99 qamonstraram uma associacéo significante. Entretanto,
eles também se depararam com indices de cérie baixos e altas contagens de estreptococos

|92

mutans, ou vice versa. SULLIVAN et al.” encontraram apenas uma fraca correlacdo entre

o0s niveis salivares de estreptococos mutans e o indice de carie.

A utilizacao dos niveis salivares de estreptococos mutans para prever a ocorréncia
de cérie ja foi descrita na literatura. Em 1979, KLOCK; KRASSE®® encontraram correlacéo
estatisticamente significante entre esses niveis e o incremento de cérie apdés 2 anos.
CANTISANO et al.** ndo identificaram associacdo estatisticamente significante entre a
contagem de estreptococos mutans na saliva e o numero de novas lesdes de carie em
primeiros molares permanentes ap0s 6 meses, mas com 1 ano, todos 0s primeiros molares
do grupo com as maiores contagens foram acometidos por carie, o contrario ocorrendo no
grupo com as menores contagens. No trabalho de WILSON; ASHLEY™?, o incremento de
carie em criancas com alta e baixa contagem salivar de S. mutans foi estatisticamente
significante ap6s 3 anos. TUKIA-KULMALA; TENOVUO® relataram relagdo entre os niveis
de estreptococos mutans na saliva e o incremento de carie em 1 ano, numa amostra de 128

criangas.

Apesar desses resultados, a utilizacdo dos niveis salivares de estreptococos mutans
para prever a ocorréncia futura de carie € vista com cautela por alguns pesquisadores: a
presenca dessas bactérias pode ndo estar associada a carie e lesées podem acontecer em
individuos sem infeccdo pelos estreptococos mutans®. VAN HOUTE' coloca que a
influéncia da saliva e dieta nas contagens de microorganismos, principalmente na placa
bacteriana, impede o desenvolvimento de um teste, baseado em um Unico parametro, que
seja capaz de prever a atividade de carie. BOWDEN?® sugere que os testes microbiolégicos
sejam utilizados para monitorar um paciente, mas ndo como um método preditivo da

ocorréncia de carie.

A dificuldade apresentada na literatura em estabelecer relagdo entre fluxo salivar,
capacidade tampao da saliva e niveis salivares de estreptococos mutans e a atividade de
carie presente e futura, associada aos resultados encontrados nesses trabalhos, sugerem
gue os métodos de diagnoéstico de pacientes de risco sejam revistos. Esses testes salivares
tém seu valor no controle de pacientes com fluxo salivar deficiente, por exemplo. Entretanto,

o0 estabelecimento de medidas preventivas ndo deve se fundamentar em seus resultados.

A determinacdo dos niveis de estreptococos mutans na placa bacteriana visou
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investigar se fatores individuais estariam envolvidos na formagcdo de uma placa mais
cariogénica e sua relagcdo com a desmineralizacdo in situ. Os estreptococos mutans sao
reconhecidamente os microorganismos mais cariogénicos, pois apresentam uma vantagem
ecoldgica sobre as outras bactérias no desenvolvimento de carie®. Apesar dos lactobacilos
também apresentarem acidogenicidade e aciduricidade, tendo sido o0s primeiros
microorganismos associados com a carie, seu papel € maior na progressao da leséo do que
na sua iniciacao®® >> %,

A determinacdo do numero de estreptococos mutans na placa bacteriana foi feita
com base em sua porcentagem em relacdo ao total de bactérias presentes na placa.
Embora o nimero de estreptococos mutans pudesse ser expresso por miligrama de placa, o
método de pesagem foi descartado devido aos artificios experimentais gerados, como o
aumento do tempo de exposicdo da placa bacteriana ao ar, que causa a morte de um
grande numero de bactérias. A maioria dos trabalhos que envolvem a contagem de
bactérias da placa bacteriana descritos na literatura utiliza sua porcentagem em relagédo ao

total de bactérias ou ao total de estreptococos?®® % 69 70.78. 82,8590, 104

KEENE® enfatizou a importancia da coleta da placa nos resultados obtidos, devido a
grande variacdo no numero de estreptococos mutans na mesma area. A placa bacteriana foi
coletada do centro dos blocos de esmalte, evitando-se a area em contato com o acrilico do
dispositivo, pois a microdureza foi realizada justamente nessa area central. Apesar desse
cuidado, MACPHERSON et al.”’ demonstraram semelhanca microbiolégica entre a placa
bacteriana formada em blocos de esmalte, acrilico e superficies dentarias, com algumas

diferencas quantitativas e grande variacao entre os voluntarios.

O meio utilizado para a contagem do total de bactérias foi o agar sangue brucella
suplementado. O meio base agar brucella € extremamente rico e quando suplementado com
fatores de crescimento como a hemina e o menadione e adicionado de sangue, torna-se
ainda mais nutritivo. A incubacdo desse meio em anaerobiose permite o crescimento da
grande maioria das bactérias, ndo sendo recuperados apenas 0s aerébios estritos, que

representam uma porcentagem muito pequena da placa.

Quando as diluic6es de placa bacteriana foram semeadas no agar mitis salivarius
bacitracina (MSB), outras bactérias, além dos estreptococos mutans, cresceram no meio. As
bactérias mais frequentemente encontradas foram bacilos gram negativos, seguidos por
bacilos gram positivos. Embora o 4gar MSB seja considerado um meio seletivo para

estreptococos mutans, diversos trabalhos na literatura em que foi utilizado citam a
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identificacdo das colbnias através de outros métodos além da observagdo em microscopio

26, 68, 69, 70. 85 92 Talyez esses trabalhos também tenham observado o

estereoscopico
crescimento de outras bactérias nesse meio. O fato desse crescimento so ter ocorrido nas
amostras de placa bacteriana, e ndo nas de saliva, sugere que a agregacao e interacdo das
bactérias presentes na placa ndo tenham sido rompidas pela agitacdo no frasco contendo
pérolas de vidro, embora este seja um método indicado para a obtencédo da suspensédo de
placa. Além disso, MACPHERSON et al.*® encontraram bacilos gram negativos com maior
frequéncia e em maior propor¢ao nas placas bacterianas formadas in situ sobre blocos de
esmalte tratados 9 vezes ao dia com solucao de sacarose a 10% em relacdo aqueles néo
tratados. Embora esses autores ndo tenham utilizado a tela plastica para cobrir os blocos de
esmalte, é possivel que também no presente estudo a placa formada na presenca de
sacarose apresentasse uma maior propor¢do de bacilos gram negativos, encontrados nas
placas de MSB. De qualquer forma, a contagem dos estreptococos mutans foi realizada com
base nas caracteristicas coloniais e morfotintoriais, ndo sendo consideradas
indiscriminadamente todas as colbnias que cresceram no meio. A possibilidade do
crescimento de outras bactérias ter inibido o crescimento dos estreptococos mutans nas
amostras de placa foi descartada, pois como 0 meio é seletivo para esses estreptococos,

seu crescimento é muito favorecido em detrimento ao das outras bactérias.

Neste trabalho, a técnica de determinacao dos niveis de estreptococos mutans levou
a deteccédo dessas bactérias em apenas 56,4% das amostras de placa bacteriana avaliadas
(Tabela 7 e Anexo 10). Quando presentes, sua porcentagem em relacédo as bactérias totais
da placa foi baixa, com o maximo de 0,47%. Além disso, ndo foi possivel identificar uma
tendéncia entre os voluntarios ou entre os periodos experimentais com relacéo a frequéncia
de deteccdo dos estreptococos mutans ou a sua porcentagem na placa, ao contrario dos
achados de OSTROM et al.*?, que encontraram uma porcentagem de estreptococos mutans
progressivamente maior com o passar do tempo e uma semelhanca na composicdo da

placa bacteriana formada por cada voluntario.

No estudo de MACPHERSON et al.*® a freqiiéncia de deteccdo de estreptococos
mutans foi de 63% nas placas tratadas 9 vezes ao dia com solugéo de sacarose a 10% e a
variagcdo entre os cinco voluntarios foi grande, sendo que 4 apresentaram até 1% de

1.2° também

estreptococos mutans na placa e um apresentou mais de 17%. BOYAR et a
encontraram uma grande variagcao nos niveis de estreptococos mutans na placa bacteriana

acumulada por 1, 2, 4, 8 e 14 dias sob uma banda ortodéntica em 11 voluntarios.

Como no presente estudo a placa bacteriana foi formada em blocos de esmalte
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cobertos com uma tela plastica, é provavel que apresentasse composicao diferente daquela
formada naturalmente na superficie dos dentes. Alguns autores contra-indicam a utilizacéo
da tela, justificando que ela facilita a colonizagéo por estreptococos mutans® °; outros
consideram que esta placa pode ter composicdo muito diferente daquela formada sem a
cobertura® 3 7 75 % 12 para BOWDEN?, a tela promove uma pressdo de selecéo
bacteriana muito forte, gerando uma placa com menor diversidade. MELLBERG™® e ZERO'*?
consideram a placa formada em sua presenca como semelhante a da area interproximal,
com menor difusdo de ions a superficie do esmalte. A opcao pela utilizacao da tela plastica
baseou-se no local eleito para a instalacdo do dispositivo intrabucal, o palato; sem a
protecdo, a formacado de placa sobre os blocos seria muito prejudicada pela acdo mecéanica
de limpeza da lingua. Outro cuidado tomado foi a colocagdo dos blocos 1 mm abaixo da

6, 21, 22

superficie do acrilico , evitando que a tela os tocasse. Essa distancia permitiu a

formacdo de placa bacteriana com até 1 mm de espessura, com maior capacidade de

6. 112 Embora

desmineralizacdo na presenca de sacarose do que placas mais finas
praticamente todos os estudos in situ recomendem a recessdo do bloco ou a utilizagdo da
cobertura, a associacdo dos dois métodos elimina parte das desvantagens de cada um
deles, como, por exemplo, a formacéo de placa preferencialmente na periferia do bloco com

33, 95, 112

0 Uso da recessédo , € no caso da cobertura, a formacéo de placa seguindo o desenho

da tela.

OSTROM et al.®? estudaram a composicdo microbioldgica da placa bacteriana
formada na presenca da tela e encontraram alta porcentagem de S. salivarius e lactobacilos,
sugerindo que ela funcione como um sitio de retencdo para essas bactérias. Portanto,
embora a composicdo microbioldgica total da placa ndo tenha sido avaliada, € provavel que
a porcentagem dessas bactérias estivesse aumentada. Além disso, o dispositivo intrabucal
estava com contato direto com a lingua, que apresenta um grande numero de S. salivarius,

favorecendo a colonizaco da tela por contato direto com essas bactérias®.

Uma contagem maior de estreptococos mutans na saliva dos voluntérios antes do
inicio da fase in situ ndo predispds a presenca de uma maior porcentagem de estreptococos
mutans na placa bacteriana formada sobre os blocos em nenhum periodo experimental
(Tabela 10). Diversos trabalhos estabeleceram que a contagem salivar de estreptococos
mutans relaciona-se com sua contagem na placa® '® % %, Entretanto, estes estudos foram
realizados in vivo, numa condicdo totalmente diferente daquela gerada pelo teste in situ.
Outro ponto a se considerar € que nenhum dos voluntarios apresentou contagens de

estreptococos mutans na saliva extremamente altas; assim ndo se pode prever se a placa
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bacteriana estaria mais povoada por essas bactérias se sua disponibilidade na saliva fosse
maior. Trabalhando com voluntarios com niveis salivares de estreptococos mutans de no
maximo 30.000 UFC/mL, SCHEIE et al.** também n&o puderam estabelecer uma relagéo

entre esse fator e a quantidade de estreptococos mutans na placa formada in vivo.

A andlise da relacao entre a quantidade de desmineralizacdo e a freqiiéncia de
deteccdo de estreptococos mutans e sua porcentagem na placa bacteriana apresentou
resultados conflitantes. Primeiramente, ndo foi encontrada correlagéo entre a porcentagem
de perda de dureza superficial e a porcentagem de estreptococos mutans na placa
bacteriana, mesmo analisando apenas as ocasides em que essas bactérias foram
detectadas. Além disso, algumas correlacbes estudadas foram negativas (Tabela 9),
resultado surpreendente que sugere que a ocorréncia de desmineralizacdo néo foi de forma
alguma influenciada pela quantidade de estreptococos mutans na placa. Por outro lado,
independentemente da porcentagem, as placas que apresentaram essas bactérias
causaram uma maior desmineralizagdo, que foi estatisticamente significante no periodo de 4
dias (Tabela 12). A relacdo complexa entre desmineralizagdo e estreptococos mutans na
placa fica ainda mais evidente pela observacdo da Tabela 11: em 12 ocasibes, ocorreu
desmineralizacdo mesmo nos blocos cobertos por placa bacteriana onde os estreptococos
mutans ndo foram detectados; em 3 ocasides, a presenca de estreptococos mutans ndo

causou desmineralizagao.

Como ja descrito anteriormente, 0s estreptococos mutans sdo considerados as
bactérias mais cariogénicas devido as suas caracteristicas e associagdo com a ocorréncia
de cérie, demonstrada em diversos estudos. VAN HOUTE et al.'® encontraram uma
porcentagem de estreptococos mutans sobre manchas brancas da ordem de 2,9%, contra
0,3% em superficies higidas. MACPHERSON; MACFARLANE; STEPHEN® observaram
uma clara tendéncia de aumento na porcentagem e frequéncia de deteccdo de

estreptococos mutans nas placas bacterianas com 0 aumento na desmineralizacdo sob elas.

Entretanto, outros estudos in vivo e in situ ja relataram dificuldades em estabelecer
uma relacdo direta entre carie e estreptococos mutans na placa. SCHEIE et al.®
encontraram in vivo uma tendéncia de maior queda do pH nas placas com mais de 0,1% de
estreptococos mutans em relacdo as bactérias totais, mas um de seus voluntarios
apresentou uma alta queda do pH sem a presenca de estreptococos mutans na placa. Além
disso, nas areas onde houve o desenvolvimento de manchas brancas, ndo foi possivel
identificar caracteristicas peculiares na microbiota ou acidogenicidade da placa. Mesmo no

estudo de VAN HOUTE et al.'®, em alguns casos houve uma alta queda do pH em placas



Discussdo 104

com baixa porcentagem de estreptococos mutans. Seus resultados indicam que a relacdo
entre o potencial de queda do pH da placa dental humana e sua composi¢céo microbiolégica
€ complexa, sugerindo o envolvimento de outros microorganismos acidogénicos, que

1Y% encontraram

segundo eles estariam entre o grupo dos estreptococos. BOYAR et a
dissolucdo do esmalte sob uma banda ortodéntica, mesmo em areas onde nao foram
detectados estreptococos mutans. Esses autores também néo detectaram uma associacéo
entre numero de estreptococos mutans e dissolucao do esmalte, embora a freqiiéncia de

isolamento tenha sido maior nos locais onde ocorreu alteracéo.

Por outro lado, OSTROM et al.*? observaram que um de seus voluntérios apresentou
uma alta porcentagem de mutans na placa e uma pequena quantidade de desmineralizacéo
in situ. Assim como no presente estudo, 0s pesquisadores ndo conseguiram estabelecer
uma relacdo entre a proporcao de estreptococos mutans na placa formada sobre blocos de
esmalte cobertos por uma tela e a desmineralizacdo in situ. Em 1978, DUCHIN; VAN
HOUTE?®* demonstraram a presenca de estreptococos mutans mesmo nas placas
bacterianas coletadas de superficies higidas dos dentes. Além disso, eles relataram que sua
porcentagem em relacado ao total de bactérias mesmo na placa que causa desmineralizacédo
esta em torno de 1%, o que sugere que outras bactérias também estejam envolvidas no
processo, embora ndo se tenha provado que uma porcentagem baixa de estreptococos

mutans n&o possa causar desmineralizagéao.

MARGOLIS et al.” encontraram diferencas na queda do pH e na saturacdo quanto
aos minerais do esmalte entre placas bacterianas de individuos livres de cérie e cérie ativos,
mas a porcentagem de estreptococos mutans na placa variou de 0 a 2,5% nos primeiros e
de 0,1% a mais de 10% nos ultimos, demonstrando a variabilidade na proporcdo dessas
bactérias na placa de individuos livres de carie e carie ativos. MACPHERSON;
MACFARLANE; STEPHEN® demonstraram relacdo entre a desmineralizacdo do esmalte
humano in situ e a porcentagem de estreptococos mutans na placa bacteriana. Entretanto,
essas bactérias estavam presentes em 52% das placas bacterianas onde houve
desmineralizagdo minima, mas 27% de placas que causaram desmineralizacao consideravel
nao apresentaram estreptococos mutans, sugerindo a acéo de outras bactérias no processo.
HARDIE* também sugeriu que outros microorganismos estejam envolvidos no
desenvolvimento de carie, tentando explicar a ocorréncia de carie na auséncia de

estreptococos mutans e sua presenca na auséncia de carie.

A implicacdo de outros microorganismos presentes na placa bacteriana no
desenvolvimento de cérie, como sugerido por DUCHIN; VAN HOUTE®, MACPHERSON;
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MACFARLANE; STEPHEN®, VAN HOUTE et al.'® e HARDIE", j4 foi investigada por
alguns pesquisadores. OSTROM et al.®* ndo encontraram correlacdo entre S. mutans e
desmineralizagédo in situ, mas sim entre S. salivarius e lactobacilos e desmineralizagao.
ZERO; VAN HOUTE; RUSSO"® demonstraram, utilizando o teste in situ de BRUDEVOLD et
al.?, que cepas de S. mitis e S. sanguis eram capazes de causar desmineralizac&o in situ,
principalmente a partir do polissacarideo intracelular de reserva. Posteriormente, 0S mesmos
autores™* encontraram que S. salivarius, S. sanguis e S. mitis podem ter seu potencial de
desmineralizacdo aumentado pela presenca de grande quantidade de matriz extracelular na

placa bacteriana, produzida por eles ou pelos S. mutans a partir da sacarose.

HARPER; LOESCHE* demonstraram que cepas de S. sanguis, S. salivarius e S.
mitis séo acidogénicas, porém menos aciduricas que S. mutans e Lactobacillus. Entretanto,
o trabalho de SANSONE et al.** comprovou que outros estreptococos, coletados da placa
bacteriana de individuos cérie ativos e livres de carie, também eram capazes de produzir pH
tdo baixo quanto os estreptococos mutans. As cepas mais acidogénicas desses
estreptococos “ndo mutans” capazes de baixar o pH estavam presentes em maior
guantidade em individuos cérie ativos; na placa dos individuos livres de céarie as cepas
encontradas em sua maioria apresentaram um valor final de pH mais alto. A variagéo entre
individuos carie ativos e livres de carie mostra como a placa bacteriana tem composicéo
especifica, determinada pelas condi¢cdes do ambiente bucal. Esse trabalho demonstra que,
embora ndo tenham sido até hoje associados com a ocorréncia de carie devido a falta de

evidéncias que suportem essa relacdo'®

, outros estreptococos, como os S. mitis e S.
sanguis, também podem estar envolvidos com a desmineralizacdo do esmalte, devido a sua

capacidade de baixar o pH.

Os resultados obtidos a partir da analise da placa bacteriana demonstram que este
biofilme apresenta uma composicao microbiolégica e interacdes complexas e muito pouco
compreendidas. Diferentes cepas de S. mutans coletadas de individuos distintos
apresentam cariogenicidade diferente’’. Além disso, a quantidade de matriz extracelular
interfere na porosidade e capacidade tamp&o da placa, determinando a queda do pH'®. Por
outro lado, ndo apenas a queda do pH influencia a desmineralizacdo do esmalte, mas
também o grau de saturac&o da placa com relacéo ao célcio e fosfato? %, Portanto, além da
composicdo microbiolégica, a composicdo bioquimica da placa também influencia sua

cariogenicidade.

A deficiéncia no estabelecimento de uma relacdo entre os estreptococos mutans na

placa e a desmineralizacao in situ questiona a hipétese da placa especifica, que considera
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esses microorganismos como 0s principais vildes no desenvolvimento da carie. As
caracteristicas que elevam estas bactérias como as nuimero 1 em matéria de
desmineralizacdo do esmalte podem nao ser tdo importantes em alguns casos. A hipGtese
da placa ecolégica, descrita por MARSH', parece ser a mais adequada para entender as
relagbes entre 0 ambiente bucal e a ocorréncia de cérie. Para FEJERSKOV**, os niveis de
estreptococos mutans na placa sdo nada mais que indicadores de que o pH do meio esta
baixo, devido a sua aciduricidade, e ndo devem ser o foco principal de atencdo na
prevencdo da céarie. O acumulo da placa bacteriana é que deve ser considerado nos
programas preventivos, pois a carie € fruto de um desequilibrio nos processos de des e

remineralizagdo resultante do metabolismo bacteriano sobre a superficie do dente.
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos e considerando-se o delineamento experimental

utilizado, pode-se concluir que:

ApOs 4 dias a placa bacteriana acumulada in situ, em condicdo de alto desafio
cariogénico, j4 causou desmineralizacdo do esmalte, avaliada através da microdureza
superficial. A cariogenicidade aumentou progressivamente com o aumento do periodo de

acumulo de placa;

O fluxo salivar e a capacidade tampdo da saliva ndo apresentaram relacdo com a

desmineralizacdo do esmalte in situ nos periodos avaliados;

Os niveis salivares de estreptococos mutans ndo apresentaram relacdo com a
desmineralizagcdo do esmalte in situ nos periodos avaliados e ndo foi possivel
estabelecer influéncia desses niveis na colonizacdo dos blocos de esmalte com essas

bactérias;

N&o foi encontrada relagédo entre a desmineralizacdo do esmalte in situ e a presenca de
estreptococos mutans nas amostras de placa bacteriana ou a sua porcentagem em

relacdo as bactérias totais.
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ANEXO 1

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE BAURU

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Bauru, 6 de abril de 2001

Ilmo Sr.
Prof. Dr. José Eduardo de Oliveira Lima

FOB - UsP

Senhor Professor

O projete de pesquisa denominade Papel da saliva na remineralizagao
de lesbes iniciais de carie, formadas in situ pela placa de 12, 24 e 48 horas, de
autoria da C.D. Livia Maria Andalé Tenufa e desenvolvide seb sua orientagsio, foi
submetido & apreciacdio deste Comité e aprovade na reunifio de 25 de feversiro de 1999.

Recentemente recebemos a informacsie da autora de que havia a necessidade
de modificar o projeto devido a questionamentos surgidos na avaliagéio dos resultados de
estudo piloto desenvolvido, a0 mesmo tempo em que solicitava a reavaliagdio quanto aos
aspectos &ticos.

O projeto foi devolvido ao relator inicial qus reavaliou as modificactes
propostas incluindo a alteragiio do titulo gue passou a ser: Influéncia de fatores
salivares e microbiolbgicos na desmineralizagiio do esmalte in situ.

O parecer do relator, aprovando as modificagtes, foi apresentadoe e discutido
na reunido do Comité do dia 29 de margo filtimo, tendo sido aceito por unanimidade

Atenciosamente

) Pro“f/Dr Roberto L. Maridgoni
; Coordenador
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ANEXO 2

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE BAURU

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CARTA DE INFORMAGAO AO VOLUNTARIO

I. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Embora muito se saiba a respeito da céarie dentaria, alguns aspectos com relacdo ao
seu desenvolvimento continuam obscuros, como o tempo minimo necessario para a
ocorréncia da desmineralizagdo do esmalte e para sua posterior remineralizagdo. Além
disso, a relacdo entre nivel salivar de bactérias cariogénicas e sua contagem na placa
bacteriana com desmineralizacdo do esmalte ainda nédo é totalmente entendida.

Os estudos in situ tém sido amplamente utilizados na pesquisa de fatores envolvidos
no desenvolvimento de caries, pois simulam as condi¢cdes da cavidade bucal e os riscos
envolvidos podem ser controlados.

Considerando a necessidade de informacfes adicionais a respeito do processo de
desenvolvimento de cérie, o objetivo deste trabalho € avaliar a desmineralizacdo do esmalte
gue ocorre in situ pela acdo da placa bacteriana de 4 dias, 7 dias e 10 dias, bem como
relacionar a ocorréncia da desmineralizagcdo com o nivel salivar e na placa bacteriana de

estreptococos mutans.

Il. PROCEDIMENTOS QUE SERAO REALIZADOS NA PESQUISA

Quinze voluntarios serao selecionados através de anamnese e exame clinico, sendo
eliminados aqueles que preencherem pelo menos um critério de excluséo.

Dez dias antes e durante o experimento os voluntérios realizardo sua higiene bucal
normal, mas deverdo apenas utilizar dentifricio nao fluoretado fornecido pela pesquisadora
responsavel.

Os blocos de esmalte bovino que serédo utilizados in situ foram armazenados por no
minimo 30 dias em uma solucéo de formol a 2% pH 7,0.

Os voluntarios utilizardo um dispositivo palatino de acrilico contendo 4 blocos de
esmalte bovino cobertos por uma tela plastica durante os periodos de 4 dias, 7 dias e 10
dias. Entre um periodo e outro sera dado um intervalo de no minimo 4 dias. Durante os

periodos experimentais, 0s voluntarios deverdo gotejar sobre os blocos de esmalte, em
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horarios previamente determinados, uma solu¢do de sacarose a 20%, necessaria para o
desenvolvimento de placa bacteriana cariogénica sob a tela plastica e sobre os blocos. Apos
cada periodo experimental, o dispositivo palatino sera recolhido para coleta da placa
bacteriana e dos blocos desmineralizados, que serdo submetidos a avaliacdo da perda da
microdureza.

Durante os periodos de 4 dias, 7 dias e 10 dias, os voluntarios deverdo comparecer a
clinica odontoldgica a cada 2 dias para receberem uma solucao de sacarose a 20% recém-
preparada.

Os voluntarios deverao seguir com atencédo as instru¢des fornecidas, devendo estar
cientes de que o ndo cumprimento dessas instru¢cdes podera prejudicar os resultados da

pesquisa.

Ill. RISCOS POSSIVEIS

O experimento ndo oferece riscos aos voluntarios. O periodo experimental é curto e
ndo h& prejuizo pela utilizacdo do dentifricio ndo fluoretado, visto que todos os voluntarios
sdo alunos e funcionarios do curso de odontologia e possuem instru¢cdes adequadas de
higiene bucal.

O gotejamento da solucdo de sacarose sobre 0s blocos sera feita com o dispositivo

palatino fora da cavidade bucal, sem risco de potencial cariogénico para os outros dentes.

IV. FORMA DE ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA

A qualquer momento os voluntarios poderao requerer explicacbes ou informacfes a
respeito do experimento.

Os voluntarios terdo total liberdade de se recusarem a participar ou retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalidade alguma e sem prejuizo ao

seu cuidado.



Anexos 123

ANEXO 3
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE BAURU
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, o(a) senhor(a)

, portador da cédula de identidade numero

, apoés leitura minuciosa da carta de informacdo ao
voluntario, devidamente explicada pela profissional em seus minimos detalhes,
ciente dos servicos e procedimentos aos quais serd submetido, ndo restando
quaisquer davidas a respeito do lido e explicado, firma seu CONSENTIMENTO
LIVRE E ESCLARECIDO em concordancia em participar da pesquisa proposta no
que lhe é cabivel, conforme a carta de informagéo ao voluntario.

Fica claro que o voluntario ou seu representante legal, podem a qualquer
momento retirar seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO e deixar de
participar do estudo alvo da pesquisa e ciente que todo trabalho realizado torna-se
informacéo confidencial guardada por forca do sigilo profissional (Art. 9° do Cddigo
de Etica Odontoldgica).

Por estarem entendidos e conformados, assinam o presente termo.

Maringa, de de 2000.

Voluntéario Livia Maria Andalé Tenuta

Pesquisadora Responsavel
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ANEXO 4

N o o A

10.

11.

INSTRUGCOES AOS VOLUNTARIOS

O dispositivo intrabucal deve ser utilizado durante todo o dia e & noite, sendo removido
da boca apenas durante as refeicdes ou quando o voluntario for ingerir alguma coisa,
inclusive agua.

Quando estiver fora da boca, em nenhum momento o dispositivo deve ser deixado a
seco. Guarde-o no porta-aparelho, com um pedaco de algoddo molhado na agua
deionizada fornecida sobre a area dos blocos de esmalte.

Procure evitar que o dispositivo figue fora da boca por um periodo prolongado,
restringindo-se ao tempo necessario para a alimentagdo (méaximo de 1 hora).

Anote na “Descricdo de Uso” os horarios em que o dispositivo ficou fora da boca.
Durante toda a fase experimental, utilize o dentifricio ndo fluoretado fornecido.

Realize a higiene bucal normalmente.

Escove apenas a porcdo do dispositivo que nao contém os blocos de esmalte; para
isso, utilize o dentifricio ndo fluoretado e enxaglile com a agua deionizada fornecida.
Nao utilize produtos para bochecho ou outros agentes tépicos de qualquer natureza na
cavidade bucal durante a fase experimental.

Nao utilize vitaminas ou suplementos sistémicos que contenham flior durante a fase
experimental.

Quando o dentifricio nao fluoretado, algodao ou agua deionizada estiverem acabando,
entre em contato com a pesquisadora responsavel para que sejam repostos.

Qualquer duvida, entre em contato com a pesquisadora responsavel.

Fase de desmineralizagao

Goteje a sacarose a cada 1h 30min, totalizando 10 vezes por dia, seguindo os horarios
descritos na “Descri¢cdo de Uso”.

Para fazé-lo, remova o dispositivo da boca, cologue sobre o porta-aparelho e goteje uma
gota da solucdo sobre cada bloco de esmalte, sem tocar a ponta do conta-gotas no
dispositivo para evitar a contaminacdo da solucdo. Aguarde 5 minutos, para que a

sacarose se difunda pela placa bacteriana, e retorne a cavidade bucal.
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Se o primeiro gotejamento do dia ndo puder ser realizado as 8 horas, atrase todos 0s
outros gotejamentos de acordo com o horario do primeiro, com um intervalo de 1h 30min
entre eles, até totalizar 10 por dia.

Anote na “Descricdo de Uso” o horario em que realizou o gotejamento.

Quando o horério de gotejamento coincidir com um periodo em que o dispositivo estiver
fora da boca, realize o gotejamento 5 minutos antes de retornar o dispositivo para a
boca. Os gotejamentos seguintes devem ser realizados no horario pré-determinado. Nao
goteje a sacarose e deixe por mais de 5 minutos sem colocar o dispositivo na boca.

A solucdo de sacarose devera ser trocada a cada 2 dias, quando o voluntario devolve o
frasco anterior e recebe um novo com sacarose recém-preparada.

O acumulo de placa bacteriana sob a tela plastica nesta fase é desejavel; nao tente

remové-la. A placa bacteriana sera analisada quanto a sua composi¢cao microbiologica.
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ANEXO 5 - Modelo de ficha de descricdo de uso do dispositivo intrabucal

Descrigado de uso do dispositivo intrabucal

Nome:
Fase: 4 dias
Periodo de descricdo: / /00 a / /00

1. Anote aqui os horarios em que vocé retirou o dispositivo da boca e o motivo:

Data | Horario remocao | Horario retorno

Motivo

126

2. Escreva o horario em que vocé realizou a aplicacdo de sacarose a 20%, procurando seguir o

horario padrao:

Horéario Dia 1 Dia 2

Dia 3 Dia 4

Dia 5

8:00

9:30

11:00

12:30

14:00

15:30

17:00

18:30

20:00

21:30

3. Anote aqui qualquer observacdo ou intercorréncia durante o uso do dispositivo intrabucal que

vocé julgar importante.
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ANEXO 6 - Média e desvio padrdo da microdureza Knoop inicial e final de cada bloco de

esmalte utilizado por 4 dias.

4 dias

Volunt. Local inicial final

Média D.P. Média D.P.
355,91 8,93 232,54 49,61
311,33 10,08 179,28 11,78
351,09 5,26 289,44 14,93
333,44 14,48 282,75 17,08
320,64 15,69 341,57 13,08
345,03 15,76 348,65 15,24
354,20 2,81 351,00 12,57
354,11 1191 340,23 23,95
361,96 6,36 398,23 11,70
351,49 8,88 368,36 10,37
341,95 6,61 378,01 12,89
307,09 12,99 310,15 5,18
357,48 8,11 278,60 32,64
324,33 17,87 238,01 9,34
339,94 9,26 287,33 10,05
348,19 11,81 317,23 12,17
319,87 16,28 62,66 13,27
330,23 18,79 183,78 45,58
360,66 15,08 224,64 8,18
345,61 8,02 121,35 30,18
338,25 11,64 370,47 13,02
304,68 10,03 296,98 25,45
374,63 1,88 322,10 40,66
351,49 8,63 346,21 7,51
333,17 7,94 342,45 12,59
324,44 8,79 261,08 24,49
356,79 6,18 361,01 7,27
352,94 13,82 356,73 13,76
358,11 7,78 177,93 49,39
324,47 26,16 220,79 37,83
343,68 13,31 264,94 13,22
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ANEXO 6 - Continuagao

4 dias
Volunt. Local inicial final

Média D.P. Média D.P.
8 4 345,96 9,46 359,28 13,68
9 1 348,78 11,25 365,66 9,55
9 2 321,02 3,10 352,03 5,13
9 3 341,10 8,54 356,52 8,00
9 4 355,25 8,10 381,60 14,90
10 1 348,94 6,09 361,65 7,05
10 2 327,71 5,94 264,75 9,39
10 3 328,88 7,66 330,00 7,19
10 4 365,94 7,42 261,94 9,68
11 1 355,65 10,80 367,12 12,84
11 2 318,95 8,22 303,13 8,81
11 3 348,35 7,27 295,11 35,18
11 4 335,76 14,72 358,60 12,54
12 1 352,74 8,82 194,77 15,39
12 2 342,32 9,17 190,64 32,29
12 3 296,10 11,13 179,88 57,56
12 4 362,58 3,98 367,57 6,31
13 1 291,91 13,05 264,25 15,26
13 2 335,71 5,19 264,59 24,72
13 3 354,29 20,86 341,12 25,15
13 4 359,50 10,93 273558 17,60
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ANEXO 7 - Média e desvio padrdo da microdureza Knoop inicial e final de cada bloco de

esmalte utilizado por 7 dias.

7 dias

Volunt. Local inicial final

Média D.P. Média D.P.
353,58 4,07 344,16 10,17
361,95 5,81 363,63 7,48
343,43 14,12 398,83 23,11
322,37 12,22 280,31 20,30
298,24 14,82 356,58 10,17
346,76 4,73 345,64 8,94
354,73 11,61 386,41 10,57
339,55 5,96 361,11 10,67
351,45 7,36 297,33 18,94
34452 21,88 338,56 12,14
365,20 2,77 182,73 28,51
324,97 8,04 231,37 9,10
351,46 15,49 203,85 9,99
298,04 11,26 260,91 38,07
329,33 17,46 263,31 13,12
357,46 7,45 250,23 8,13
305,78 12,12 239,18 14,66
329,37 4,33 104,56 6,14
357,39 14,43 227,89 25,22
350,36 12,11 32,72 11,66
310,24 14,31 148,03 51,12
349,80 0,00 275,91 13,80
356,24 9,50 152,97 25,79
334,96 9,74 282,24 7,80
323,30 7,82 336,40 20,06
365,98 9,03 208,30 52,92
348,57 1,69 382,07 8,56
340,14 5,98 349,08 11,13
359,81 10,53 253,08 35,46
352,88 12,36 347,30 12,48
318,24 10,80 280,81 28,32
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ANEXO 7 - Continuacao

7 dias
Volunt. Local inicial final

Média D.P. Média D.P.
8 4 33385 10,99 282,39 11,48
9 1 348,03 7,08 91,60 13,46
9 2 330,51 13,42 251,65 5,50
9 3 359,38 15,50 210,22 28,93
9 4 324,39 7,26 144,61 39,14
10 1 375,83 10,38 399,47 21,24
10 2 327,94 18,19 345,57 6,33
10 3 341,09 7,85 386,55 14,30
10 4 354,06 10,55 382,33 15,63
11 1 320,90 9,53 343,71 3,98
11 2 360,68 7,21 334,50 12,57
11 3 345,41 21,13 386,38 9,37
11 4 353,57 3,47 371,68 8,84
12 1 290,89 22,01 78,42 9,34
12 2 341,32 4,87 229,31 21,30
12 3 345,25 5,82 21,08 4,65
12 4 371,84 13,26 166,02 49,20
13 1 338,02 13,04 320,81 24,38
13 2 355,47 2,66 384,18 7,81
13 3 352,07 7,29 387,13 10,49
13 4 312,15 15,52 301,86 14,09
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ANEXO 8 - Média e desvio padrao da microdureza Knoop inicial e final de cada bloco de

esmalte utilizado por 10 dias.

10 dias

Volunt. Local inicial final

Média D.P. Média D.P.
350,88 9,20 46,59 10,50
312,00 24,49 126,73 4,63
379,24 8,03 133,38 22,77
341,15 16,22 81,54 66,01
333,83 20,29 315,90 3,48
361,96 6,25 269,01 18,76
322,75 14,26 304,59 17,28
352,34 5,17 313,48 11,37
320,10 10,21 200,09 24,87
351,73 571 266,20 22,52
335,03 11,67 220,09 22,15
356,73 13,65 188,78 19,93
358,04 4,31 176,41 4,62
341,56 12,56 210,10 19,02
292,00 31,72 293,57 28,59
348,31 571 216,45 29,25
349,57 6,72 34,15 6,95
339,27 6,90 14,49 0,08
307,72 9,83 126,33 18,24
354,92 7,60 28,20 3,70
346,31 10,94 20,83 6,53
344,16 10,03 168,32 5,93
366,55 4,92 14,05 0,00
322,25 15,36 84,49 21,58
359,27 13,07 241,43 54,01
327,68 17,87 223,51 69,19
328,42 10,85 161,97 62,25
354,01 9,04 107,99 15,37
345,39 10,75 299,62 7,58
368,10 12,28 154,90 32,46
329,94 4,23 25,74 4,21
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ANEXO 8 - Continuacao

10 dias
Volunt. Local inicial final
Média D.P. Média D.P.
8 4 296,65 26,69 40,85 9,41
9 1 351,08 4,18 220,48 25,34
9 2 363,41 11,28 289,58 8,00
9 3 324,89 4,39 42,01 12,68
9 4 341,68 7,70 245,53 16,24
10 1 343,58 10,77 96,03 15,74
10 2 320,76 12,89 220,18 17,82
10 3 353,56 1,42 237,53 10,03
10 4 355,48 4,13 216,55 41,61
11 1 359,99 5,30 389,53 15,93
11 2 318,50 20,03 280,48 26,98
11 3 331,64 3,27 337,69 12,08
11 4 348,98 7,89 393,73 11,32
12 1 353,49 12,09 15,29 1,35
12 2 324,04 12,74 154,35 27,07
12 3 363,88 14,70 29,21 23,51
12 4 338,95 5,40 78,89 11,72
13 1 336,71 9,76 164,12 38,28
13 2 302,31 12,99 252,53 53,71
13 3 360,62 3,71 58,45 4,58
13 4 348,15 10,87 304,09 7,43
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ANEXO 9 - Média e desvio padrao da porcentagem de perda de dureza superficial dos
quatro blocos de esmalte utilizados in situ nos 3 periodos experimentais.

Valores negativos indicam aumento na dureza.

% perda de dureza superficial

Voluntario 4 dias 7 dias 10 dias

Média D.P. Média D.P. Média D.P.

-_—

27,46% 13,21% -0,22% 12,08% 71,76% 12,16%

2 -0,69% 4,40% -8,63% 8,27% 11,93% 9,53%
3 -6,59% 4,54% 23,97% 20,55% 35,80% 9,38%
4 18,26% 7,74% 26,13% 12,79% 31,63% 22,25%
5 56,84% 19,51% 54,23% 31,09% 84,24% 17,02%
6 2,13% 9,62% 36,55% 21,13% 78,76% 21,02%
7 3,62% 10,63% 6,70% 24,44% 46,19% 17,80%
8 25,33% 22,55% 14,60% 11,62% 62,40% 36,02%
9 -6,61% 2,41% 48,62% 21,12% 43,18% 30,06%
10 10,91% 15,43% -8,24% 3,56% 43,83% 19,11%
11 2,55% 9,81% -4,21% 8,15% -2,73% 10,77%
12 31,74% 22,22% 63,78% 25,96% 79,18% 19,67%
13 14,57% 9,57% -2,41% 7,70% 41,04% 33,37%

Média (D.P.)  13,81% (18,10%) 19,30% (25,08%) 48,25% (26,44%)
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ANEXO 10 - Numero de estreptococos do grupo mutans (mutans) e bactérias anaerébias e

facultativas (total) por mililitro de suspenséo de placa bacteriana.

4 dias 7 dias 10 dias
Volunt.
mutans®  total® %?° mutans total % mutans total %
1 1,0X 10° 58X10° 0,017% 2,3X10° 1,1X10° 0,209% 2,8X 10° 35X 10° 0,080%
2 — ° 50x10° —— _—  15X10° 30Xx10° —
3 —— 55X10° —— 50x10° 30X10°® 0,017% —— 75X10° ——
4 50X10° 43x10° 0116% —— 35X10° —— 25X10° 35X10° 0,071%
5 58X10° 1,7X 10" 0,034% 1,7X10° 2,3X10° 0,074% 1,3X10* 4,0X 10" 0,033%
6 1,3X10° 1,2x10° 0,08% 15X10° 95X 10° 0,016% —— 2,0X10° ——
7 - 38X10° —— 10x10®° 2,0X10° 0,050% —— 68X10° ——
8 - 58x10°% ——  —  14X10° 1,0X10° ——
9 —  30X10®° —— 50x10° 88X10° 0,0657% —— 43X10° ——
10 — 53%X10® —— ——— 65X10° —— 1,0X10* 15X10" 0,067%
11 23x10° 23X10° 0,00% 2,5X10* 53X10° 0472% —— 30X10° —
12 25X 10* 3,3X10° 0,008% 50X 10° 4,3X10° 0,012% 5,0X 10° 4,0X10° 0,013%

13 50X 10° 1,9X10° 0,026% 3,5X10° 48X 10° 0,073% 2,2X10° 1,5X10° 0,147%

2 Contagem em duplicata, realizada pela técnica da contagem na gota’” modificada
e Porcentagem de estreptococos mutans em relacéo ao total de bactérias

¢ Auséncia de crescimento (< 50 UFC/mL)
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ABSTRACT

In situ enamel demineralization after 4, 7 and 10 days of plaque accumulation

and possible influence of salivary and bacteriological factors

The aim of this study was to evaluate the in situ enamel demineralization during 4, 7 and 10
days and some of the factors influencing the process. Before the beginning of the in situ
phase, a stimulated whole saliva sample was collected from 13 volunteers for 5 min and the
salivary secretion rate, buffering capacity and numbers of mutans streptococci were
estimated. A palatal appliance containing 4 polished bovine enamel blocks (4 X 4 X 2 mm)
covered by a plastic mesh was worn on 3 separate periods of 4, 7 and 10 days, throughout
which time a non-fluoridated dentifrice was used. A 20% sucrose solution was dripped extra-
orally onto the enamel blocks 10 times a day. All enamel blocks were evaluated by the
analysis of enamel surface microhardness before and after in situ demineralization, using a
50 g, Knoop load for 5 s. At the end of each period, plaque covering the enamel blocks was
collected and analyzed for the % of mutans streptococci of the total viable counts. Paired-t
test showed that initial and final microhardness were statistically different at the three periods
evaluated (p<0.05). Change in surface microhardness (%CSMH) was 13.8%, 19.3% and
48.3% during the 4, 7 and 10-day periods, respectively. There was no statistically significant
difference on the %CSMH between 4 and 7 days, according to analysis of variance and
Tukey's test (p<0.05). Correlation between %CSMH and the salivary and bacteriological
factors evaluated was determined using Pearson’s and Spearman’s coefficient of correlation
(p<0.05). The %CSMH was not significantly correlated to the salivary factors determined
initially. In about half of the plaque samples analyzed mutans streptococci were not detected,
although the enamel showed some demineralization. The % of mutans streptococci in plaque
samples was not correlated to its numbers in saliva. There was no statistically significant
correlation between the %CSMH and the % of mutans streptococci in plaque over the
enamel blocks. The presence of these bacteria in plaque significantly increased enamel
demineralization when compared to the blocks where they were not detected only at 4 days,
according to Mann-Whitney test (p<0.05). The results showed in situ enamel
demineralization after short periods of plague accumulation, which was not related to the

salivary factors evaluated nor to the numbers of mutans streptococci in saliva or plaque.
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