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RESUMO

Os produtos comerciais a base de esteviosideo usualmente contém, em sua
formulagdo, outros edulcorantes que podem modificar o efeito desse composto sobre a
formag@o de placa bacteriana e desmineralizagdo do esmalte dentario. O objetivo desta
investigagdo foi testar o adogante comercial Stevita®, que contém na sua composi¢io
esteviosideo e lactose. Sete individuos usaram aparelhos de acrilico palatinos
rémoviveis com quatro blocos de esmalte dentario. Cada adogante foi utilizado por
periodos de 28 dias. As solugdes-testes foram: sacarose 17%, Stevita® 2% (esteviosideo
10% + lactose 90%), lactose 1,8% e esteviosideo 0,2%. Apos 28 dias, amostras de placa
foram coletadas de dois blocos de esmalte e analisada quanto & microflora cariogénica
(estreptococos do grupo mutans-SM e lactobacilos). As amostras de placa coletadas dos
outros dois blocos de esmalte foram utilizadas para determinagdo da concentragfio de
polissacarideos soluveis e insoliveis. A perda mineral dos blocos de esmalte dentario
foi avaliada através de: 1) exame visual com lupa dos blocos de esmalte dentario,
realizado por dois examinadores; 2) medigdes de microdureza em profundidade. Os
resultados mostraram que o esteviosideo ¢ um adogante ndo cariogénico, ocasionando o
menor acimulo de placa bacteriana (9,20+3,26 mg) e apresentando os mais baixos
niveis de SM (2,539+2,457 log;y UFC/mg de placa) e lactobacilos (0,31010,481
log,cUFC/mg de placa). A concentracdo de polissacarideos soluveis (5,80+4,36 pg/mg
de placa) e insoluveis (5,32+5,03 ug/mg de placa) na placa bacteriana formada com
esteviosideo foi inferior aos outros adogantes, diferindo estatisticamente da sacarose. Os
dados de exame visual com lupa e microdureza do esmalte nfo detectaram perda
mineral nos blocos de esmalte testados com esteviosideo. A sacarose foi o tratamento
mais cariogénico. Todos os blocos de esmalte dentirio testados com sacarose
apresentaram perda mineral severa e esse adogante ocasionou maior acumulo de placa
bacteriana (28,80+15,00 mg) e nivel de crescimento de SM (5,279+5,690 log,(UFC/mg
de placa) e lactobacilos (6,147+6,312 log,(UFC/mg de placa). A concentragio de
polissacarideos insoluveis (124,81£101,56 ng/mg de placa) na placa bacteriana formada
na presenca de sacarose foi superior aos outros adogantes (p<0,01). O tratamento com

lactose foi semelhante a sacarose nas varidveis peso umido de placa bacteriana
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(18,60+11,23 mg), nivel de SM (4,249+4,403 log,(UFC/mg de placa) e lactobacilos
(5,38615,718 log;UFC/mg de placa) e concentragdo de polissacarideos soliveis
(9,3743,76 ng/mg de placa). A lactose diferiu estatisticamente da sacarose na
concentragdo de polissacarideos insoluveis (7,5316,96 ng/mg de placa) ¢ nas medigdes
de microdureza em profundidade até 90 pm. A Stevita® apresentou semelhanga com a
lactose quanto ao peso umido de placa (14,5018,42 mg), ao nivel de SM (4,242 £4,520
log;oUFC/mg de placa), a concentragfo de polissacarideos soluveis (7,53£3,66 ng/mg
de placa) e insolaveis (8,08+5,28 ng/mg de placa) € as medi¢cdes de microdureza em
profundidade. Com lactose, 46,4% dos blocos de esmalte dentario mostraram perda
mineral quando do exame visual com lupa, enquanto que a Stevita® ocasionou
desmineralizagdo em 21,4% dos blocos dentarios. O adogante comercial Stevita®
apresenta um comportamento intermediario a lactose e ao esteviosideo, podendo ser

utilizado como substituto da sacarose em pacientes com alta atividade cariogénica.
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ABSTRACT

Commercial products based on stevioside often contain ingredients which possibly
modify the effect of this compound on plaque formation and enamel
demineralization. The aim of this investigation was to test a commercial sweetener
Stevita®, which contains stevioside and lactose. Seven subjects used palatal
removable appliances with four enamel slabs. Each sweetener were used during 28
days. The test solutions studied were: sucrose 17%, Stevita® 2% (10%
stevioside+90% lactose), lactose 1,8% and stevioside 0,2%. After 28 days, the
plaque samples were removed from two enamel slabs and the number of cariogenic
bacteria (mutans streptococci-SM and lactobacilli) was recorded. The plaque
samples were removed from others two enamel slabs and used to determine the
concentrations of soluble and insoluble polysaccharides. The mineral loss of four
enamel slabs was evaluated by means of: 1) visual exam with magnifying-glass; 2)
measurements of microhardness. The results showed that stevioside is not a
cariogenic sweetener. Stevioside caused the lowest accumulation of dental plaque
(means+s.d) (9,20+3,26 mg) and showed the lowest level of mutans streptococci
(2,539+2,457 log;o UFC/mg of plaque) and lactobacilli (0,310+0,481 log;y UFC/mg
of plaque). The soluble (5,80+4,36 um/mg of plaque) and insoluble (5,32+5,03

um/mg of plaque) polysaccharides concentrations in dental plaque formed with
stevioside were lower than with other sweeteners. These differences were
statistically significant when compared with sucrose, p<0,01 (Friedman's test).
Visual exam with magnifying-glass and measurements of enamel microhardness did
not detect mineral loss in enamel slabs tested with stevioside. Sucrose was the most
cariogenic treatment. All enamel slabs tested with sucrose showed mineral loss. This
sweetener caused the highest accumulation of dental plaque (28,80+15,00 mg) and
mutans streptococci (5,279+5,690 log;o UFC/mg of plaque) and lactobacilli level
(6,14746,312 log;, UFC/mg of plaque). Insoluble polysaccharide concentration
(124,81£101,56 ug/mg of plaque) in dental plaque formed with sucrose was higher

than with others sweeteners (p<0,01). Treatment with lactose was similar to sucrose
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on the following variables: wet weight of dental plaque (18,60+11,23 mg), mutans
streptococci  (4,249+4,403 log), UFC/mg of plaque) and lactobacilli level
(5,38615,718log;, UFC/mg of plaque) and soluble polysaccharide concentration
(9,3743,76 um/mg of plaque). Lactose was statistically different of sucrose regarding
insoluble polysaccharide concentration (7,53£6,96 pg/mg of plaque) and
measurements of microhardness until 90 um. Stevita® were similar to lactose
regarding: wet weight of plaque (14,50+8,42 mg), mutans streptococci level
" (4,24244,520 log;o UFC/mg of plaque), soluble (7,5343,66 ng/mg of plaque) and
insoluble (8,08+5,28 um/mg of plaque) polysaccharides concentrations and
measurements of microhardness. Fourty six percent of enamel slabs treated with
lactose showed mineral loss, while Stevita® caused demineralization in 21,4% of
enamel slabs (visual exam with magnifying-glass). The commercial sweetener
Stevita® showed an intermediate behaviour between lactose and stevioside. This

sweetener can be used as sucrose substitute in pacients with high cariogenic activity.



1. INTRODUCAO

A carie dentaria, uma doenga bacteriana, ¢ um processo dindmico que
ocorre em fungdo de uma série de eventos bioquimicos gerados pelos microrganismos
da placa apds exposi¢do a carboidratos fermentdveis. Entre estes eventos, destaca-se a
produgdo de acidos e, conseqiientemente, a diminuigdo do pH da placa. Esse processo
‘resulta em distarbio do equilibrio fisico-quimico entre o tecido duro (esmalte, dentina,
cemento) € o fluido da placa circundante, com ocorréncia de perda mineral e,

eventualmente, cavitagdo (GEDDES, 1995).

Nem todos os carboidratos sdo igualmente cariogénicos. A sacarose é 0
agucar mais associado com a doenga carie (LOESCHE, 1985). Ela tem um papel
importante no desenvolvimento de carie em superficies lisas, porque, além de ocasionar
a producio de 4cidos e de polissacarideos intracelulares, serve de substrato para a
produgdo de polissacarideos extracelulares (PEC). O PEC ¢é uma substincia que
propicia a formacio de uma placa espessa na medida em que aumenta a aderéncia entre
as bactérias e destas as superficies lisas do dente (NEWBRUN, 1988; ROLLA, 1989;
MACPHERSON et al, 1990; BURT, 1993).

O consumo de agicar tem permanecido constante em varios paises
altamente industrializados durante as duas Gltimas décadas, ficando em torno de 40-60
kg/pessoa/ano, apesar da maioria desses paises ter mostrado um substancial declinio na
experiéncia de carie em criangas nos ultimos anos. A diminuigfio de caries nesses paises
¢ atribuida ao uso de fluoretos nas suas varias formas, mais freqilentemente em
dentifricios (MARTHALER, 1990; IMFELD, 1993; BURT, 1993).

Apesar do declinio da prevaléncia de carie observada nos paises
industrializados, alguns individuos apresentam alta atividade de carie. O consumo de
agucar ¢, sem davida, o fator mais importante no processo de doenga nesse grupo de
individuos (NEWBRUN, 1988; HOLM, 1990; BURT, 1993).
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Como alternativa de tratamento desses pacientes com alta atividade de
carie, varias pesquisas tém sido desenvolvidas na tentativa de controlar o
desenvolvimento da doenga carie através do consumo racional de sacarose ou do uso de

substincias adogantes sem poder cariogénico (LOESCHE, 1985; NEWBRUN, 1988).

Intimeros produtos naturais com origem nas plantas sem potencial
cariogénico foram descobertos decorrentes de observagdes laboratoriais e folcloricas
(KINGHORN e SOEJARTO, 1989). Um exemplo ¢ a planta Stevia rebaudiana Bertoni,
usada no Paraguai, seu pais de origem, para adogar bebidas. O esteviosideo ¢ o
rebaudiosideo A sdo os adogantes glicosideos diterpenodides constituintes da Stevia
rebaudiana. O esteviosideo puro e os extratos de Stevia rebaudiana sdo usados como

adogante de uma variedade de alimentos e bebidas (DAS et al, 1992).

No Brasil, produtos comerciais a base de esteviosideo contém em sua
formulagdo outros edulcorantes além do esteviosideo (AURICCHIO et al, 1987/89), o

que poderia alterar seu efeito ndo cariogénico.

MALTZ et al (1992) testaram in vitro o efeito de adogantes comerciais a
base de esteviosideo e de aspartame que contém em sua composi¢do lactose, manitol ou
sorbitol no metabolismo do S. mutans IB1600. Constataram que a produgéo de acidos,
formagdo de placa e produgdo de polissacarideos nestes produtos € similar aos outros
compostos presentes na formulagdo e ndo ao esteviosideo e aspartame puro. Esses
produtos comerciais t€m provavelmente menos efeito cariogénico do que a sacarose,
pois promovem menor produgdo de acidos, formagdo de placa e produgdo de

polissacarideos que a sacarose.

Uma vez que os produtos comerciais que cont€ém esteviosideo interferem no
metabolismo das bactérias cariogénicas, de forma diferente do composto puro, acredita-

se que € importante testar a cariogenicidade desses produtos in vivo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carie dentaria

2.1.1 Aspectos gerais

A carie dentaria caracteriza-se por ser uma doenga cronica que progride em
geral muito lentamente e raramente ¢ autolimitante, sendo que na auséncia de

tratamento pode levar a destrui¢do do dente (THYLSTRUP e FEJERSKOV , 1995).

A doenca carie decorre de um processo dindmico que acontece nos
depositos bacterianos (placa bacteriana aderida a superficie dos dentes) toda vez que
carboidratos sdo metabolizados, resultando em flutuagdes no pH da placa e
conseqiientemente em disturbio do equilibrio entre a substincia do dente e o fluido da
placa adjacente. A doenga pode afetar o esmalte, a dentina e o cemento (FEJERSKOV e
THYLSTRUP, 1995).

A destruigdo localizada dos tecidos duros dentarios, geralmente chamada
lesdo, ¢ o sinal da doenga. Os sinais da doenga podem ser classificados em uma escala
que vai desde a perda inicial de mineral a nivel ultra-estrutural, passando ao estagio
visivel clinicamente que se caracteriza por diferentes graus de opacidade do esmalte,
dificeis de serem discernidos, até atingirem grandes cavidades que se estendem a polpa
dentaria (FEJERSKOV e THYLSTRUP, 1995).

Embora muitos pesquisadores considerem o inicio € a progressdo da carie
como resultantes de multiplos fatores interrelacionados, ninguém nega que a destruigio
cariosa sO se desenvolve na presenca de acumulos localizados de bactérias orais na
superficie do dente. Entretanto os dentes podem estar revestidos por bactérias sem
sinais visiveis de lesdo de carie e, portanto, pode-se concluir que, a0 mesmo tempo que
os depdsitos microbianos sdo necessarios, ndo sdo suficientes para causar carie
(THYLSTRUP e FEJERSKOV, 1995).
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O metabolismo bacteriano dos carboidratos provoca aumento na
concentragio de acidos orgénicos, principalmente acido lactico na placa. Se o aumento
das concentragdes de ions hidrogénio apos cada ingestdo de carboidratos fermentaveis
levar & subsaturagdo de calcio e fosfato na fase do fluido adjacente, ocorre a
desmineralizagio do dente. O pH proximo da neutralidade encontrado em placas com
auséncia de sacarose significa um periodo de repouso. Se os ataques acidos forem
freqiientes ou tiverem duragdo longa em relagdo aos periodos de pH neutro, o resultado
final sera uma lesdo cariosa (JOHANSSON e BIRKHED, 1995).

Os eventos que ocorrem na interface esmalte-placa sdo fortemente
influenciados por uma multiplicidade de fatores como: acumulo bacteriano (quantidade
e qualidade); condigdes salivares (capacidade tampdo, fluxo e composigdo); acesso a
fluoretos e, principalmente, pela dieta (composigdo, freqii€ncia e consisténcia). A
doenga carie também ¢ influenciada por classe social, renda, grau de instrugdo,

comportamentos e atitudes (MANIJI e FEJERSKOV, 1995).

2.1.2 Microbiologia da carie dentéria

A relagdo entre bactéria e carie € discutida ha muito tempo. Em 1683, van
Leeuwenhoek, um cientista holandés, enviou uma carta a Sociedade Cientifica
Britanica descrevendo a presenga de “animaliculos” em aciimulos encontrados sobre os
dentes (CARLSSON, 1985).

No comego do século, algumas observagbes cientificas indicaram a
necessidade da presenga de bactérias para o desenvolvimento da doenga carie. Estas
observagdes eram: (1) dentes extraidos em presenga de saliva e carboidratos
desenvolvem lesdes semelhantes a carie; (2) o dente apresenta lesdo de carie somente
quando em contato com a saliva e microflora - dente incluso jamais apresenta carie; (3)
a lesdo de carie se localiza sob acimulo de bactérias e (4) a placa dentaria in vivo, em
presenga de carboidrato, produz acido, o que causa diminuigfo do pH da placa dentdria
(MALTZ, 1996).
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Somente no final da década de 40 foi que o papel dos microrganismos no
processo de carie ficou estabelecido. MCCLURE e HEWITT (1946) observaram
inibi¢io de carie em ratos que receberam penicilina, apesar de estarem sob dieta
cariogénica. O papel decisivo das bactérias no processo de carie foi demonstrado por
ORLAND et al (1954) em um trabalho com animais “livres de germes”. Esses animais

ndo desenvolveram carie mesmo recebendo uma dieta cariogénica.

KEYES (1960) provou ser a carie uma doenga infecciosa e transmissivel,
em animais, estudando colonias de hamsters com diferentes experiéncias de carie
(hamsters albinos livres de carie e hamsters carie-ativos). Em uma série de

experiéncias, nas quais os animais receberam uma dieta rica em sacarose, observou que:

a) hamsters albinos e hamsters carie-ativos quando nfo misturados

desenvolveram atividade de carie diferente;

b) quando hamsters albinos € carie-ativos eram colocados na mesma gaiola

todos desenvolviam lesdes de carie;

c) inoculagiio das fezes de hamsters carie-ativos em hamsters albinos

ocasionou transmissdo da doenga;

d) hamsters carie-ativos que receberam penicilina durante o periodo de
amamentagdo, suprimindo desta maneira sua flora cariogénica, nio desenvolveram
carie, a ndo ser que fossem colocados em contato com fezes ou placa de animais

contaminados.

Assim como ndo sdo todas as bactérias da cavidade bucal que colonizam o
dente, da mesma maneira ndo sdo todos os microrganismos da placa dentaria que
causam a lesdo de carie. Algumas bactérias desempenham papel mais importante no

Processo carioso.

As pesquisas efetuadas entre 1890 e 1990 demonstraram que o processo
carioso ¢ complexo e requer, além do consumo freqiiente de agucar refinado, o acamulo
de um grupo relativamente pequeno de bactérias acidogénicas na microbiota da placa,

que interage com os varios fatores modificadores do hospedeiro. Os estreptococos do
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grupo mutans sdo reconhecidos como membros importantes deste grupo bacteriano ha
mais de 30 anos. Um estudo efetuado recentemente implicou outros estreptococos, bem
como lactobacilos e actinomicetos, em varias formas da doenga (CARLSSON e
HAMILTON, 1995).

Talvez o achado mais importante das pesquisas recentes tenha sido o
reconhecimento de que a placa dentdria consiste de inimeros ecossistemas microbianos
pequenos, cada um composto por uma microbiota exclusiva, controlada pelas leis da
ecologia. Uma mudanga importante no ambiente de qualquer local especifico pode
conduzir ao desenvolvimento de um “grupo patogénico”, cujo metabolismo acidogénico
vai dominar o ecossistema, levando ao inicio das lesdes de carie (CARLSSON e
HAMILTON, 1995).

2.1.2.1 Lactobacilos

Os lactobacilos foram uns dos primeiros microrganismos associados com a
carie dentaria por estarem presentes na saliva e em lesdes cariosas € por serem
acidogénicos e acidaricos. Estudos em animais demonstraram que alguns lactobacilos
sdo cariogénicos, mas a maioria ndo coloniza superficies lisas necessitando de sitios
retentivos para a colonizagdo (KRASSE, 1988; BRATTHALL e ERICSSON, 1995).

Os lactobacilos sdo bastonetes gram positivos, anaerdbicos e sacaroliticos,

que se mostram extremamente resistentes aos acidos (acidiricos) (LOESCHE, 1993).

Os lactobacilos estdo entre os primeiros colonizadores da mucosa oral ¢
especialmente da lingua. Eles sfo conhecidos por aumentarem em nimero na flora
salivar, quando os individuos comem carboidratos em alta freqiiéncia (ndo
necessariamente sacarose). Nessas circunstincias, eles podem estar associados com o

desenvolvimento da carie dentaria (CROSSNER, 1981; TANZER, 1992).

Os niveis de lactobacilos na placa bacteriana sdo geralmente muito baixos
tanto nas placas sobre a superficie higida como sobre lesdes de “mancha branca”. A

propor¢do de lactobacilos na placa bacteriana de superficie intacta € de menos de
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0,01% da microflora cultivavel (IKEDA et al, 1973). MACPHERSON et al (1990)
realizaram um estudo onde os individuos utilizavam aparelhos de acrilico com blocos
de esmalte dentario intra-oralmente e aplicavam sacarose sobre estes blocos extra-
oralmente, para avaliar a microflora da placa bacteriana. Eles observaram que os
lactobacilos encontravam-se em mais altas proporgdes nos sitios de esmalte em que
ocorreram perdas minerais extensas. Os lactobacilos sdo encontrados em grandes
quantidades em cavidades de carie dentinaria. Em relagdo a carie de superficie lisa de
esmalte, esse microrganismo parece nio desempenhar papel importante como agente
etiologico de inicio da lesdio de carie. Os lactobacilos parecem ser invasores
secundarios em algumas lesdes de carie, devendo contribuir para a progressdo dessas

gragas as suas caracteristicas acidogénicas (EDWARDSSON, 1974).

Os lactobacilos mais freqiientemente isolados na cavidade bucal sio
Lactobacilos casei, L. acidophilus, L. plantarum, L. brevis, L. fermentum e L.
salivarius. Desses microrganismos, o L. casei ¢ o mais numeroso, podendo ser
caracterizado pela capacidade de fermentar manitol e sorbitol. Em modelos animais, L.
casei ¢ capaz de causar carie de fissura. A maioria dos lactobacilos orais sdo
homofermentativos, mas alguns sdo heterofermentativos. Os ultimos, por defini¢do,
convertem cerca de 50% das hexoses que eles fermentam em acido lactico e, além

disso, produzem outros acidos, etanol e diéxido de carbono (LOESCHE, 1993).

Inumeros estudos tentaram esclarecer a prevaléncia de lactobacilos em
varias populagdes (KLOCK e KRASSE, 1977, ZICKERT et al, 1982b). Esses dois
estudos suecos, um comparando 646 individuos, com 9 a 12 anos de idade, e outro de
101 individuos, entre 13 a 14 anos de idade, observaram que cerca de 50% dos
individuos desses grupos apresentavam niveis baixos de lactobacilos ¢ 10 a 20%
apresentavam niveis altos desse microrganismo (BRATTHALL e ERICSSON, 1995).

As contagens de lactobacilos foram utilizadas em alguns estudos para
prever o incremento de novas lesdes de carie. CROSSNER (1981) realizou um estudo
com um grupo de criangas de 14 anos que tinha recebido tratamento odontologico no
inicio da pesquisa ¢ nfo possuia lesdo aberta de carie no momento da coleta de amostra

bacteriana da saliva. Exames clinicos foram realizados no inicio do estudo e apés um
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periodo de 33 e 64 semanas. Os resultados mostraram que no grupo de individuos com

alta contagem de lactobacilos muitos apresentaram novas lesdes de cérie.

2.1.2.2 Estreptococos do grupo mutans

Outro grupo de microrganismos associado com a doenga carie é o dos
estreptococos do grupo mutans. A bactéria responsavel pela transmissdo de carie em
hamsters observada por FITZGERALD ¢ KEYES (1960) foi identificada como sendo
estreptococos. Estreptococos similares aos encontrados nos hamsters foram isolados em
humanos. Esses microrganismos, quando inoculados em animais, causavam carie.
Como as bactérias identificadas por Fitzgerald e Keyes eram idénticas aos estreptococos
mutans descrito por Clark em 1924, esses estreptococos cariogénicos foram

denominados de estreptococos mutans (CARLSSON, 1967).

Os estreptococos mutans exibem um alto grau de heterogenicidade quando
examinados bioquimicamente, sorologicamente e geneticamente (BRATTHALL, 1970,
COYKENDALL, 1974; SHKLAIR e KEENE, 1974). Com base nesses estudos, eles sdo
atualmente chamados estreptococos do grupo mutans e¢ foram divididos em sete
espécies: S. mutans, S. sobrinus, S. cricetus, S. rathus, S. macacae, S. ferus e S. downei
(COYKENDALL e LISOTTE, 1978). Os ultimos trés ndo sdo de origem humana, s6
foram encontrados na natureza colonizando humanos e alguns animais (LINDQUIST,
1991).

As seguintes caracteristicas dos estreptococos do grupo mutans determinam

seu potencial cariogénico (KRASSE, 1988):

a) colonizam os dentes e superficies que ndo descamam, portanto s6
colonizam a cavidade bucal apds a erup¢do dos dentes e em pacientes desdentados

desde que portadores de protese;

b) produzem polissacarideos extracelulares a partir da sacarose (formagéo

de placa espessa, podendo também servir de reservatorio energético),
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c) sdo altamente acidogénicos e aciddricos;

d) produzem polissacarideo intracelular (reservatorio de energia) a partir de

carboidratos;
¢) metabolizam varias das glicoproteinas salivares adsorvidas ao esmalte.

O consumo de sacarose favorece o estabelecimento desses microrganismos
na cavidade bucal. Em estudos de pequena duragio, observa-se que o numero de
estreptococos do grupo mutans aumenta quando os individuos aumentam a freqiiéncia
do consumo de sacarose (VAN HOUTE e DUCHIN, 1975; KARJALAINEN et al,
1993), mas eles também podem colonizar os dentes na auséncia de sacarose e em
pacientes com intolerancia hereditaria a frutose (VAN HOUTE et al, 1976, HOOVER
et al, 1980).

Outros fatores, além da sacarose, que podem influenciar a infecg¢do ¢ o
estabelecimento dos estreptococos do grupo mutans na denticio humana sdo: os
componentes das secre¢des bucais, incluindo imunoglobulinas e outros fatores de
defesa, variag@o nas propriedades de superficie dos microrganismos ou uma maior ou

menor quantidade da flora indigena antagonista (LINDQUIST, 1991).

Os estreptococos do grupo mutans apresentam um modo localizado de
colonizago na dentigdo, o que significa que algumas superficies dos dentes podem ter
esses microrganismos e outras ndo (LINDQUIST et al, 1990, BRATTHALL e
ERICSSON, 1995).

Os sitios dentarios retentivos favorecem a colonizagio por esse
microrganismo. Apos a erupgdo dos dentes, eles rapidamente colonizam as fissuras
oclusais. A colonizagdo das superficies interproximais ocorre simetricamente, € €
observado um numero mais alto de sitios infectados na regido de molares do que na
anterior (KRISTOFFERSON et al, 1984; LINDQUIST, 1991).

Uma relagdo positiva entre o numero de estreptococos do grupo mutans na
placa ¢ na saliva tem sido apontada em diferentes estudos. A quantidade de

estreptococos do grupo mutans na saliva estd relacionada ao nimero de superficies
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colonizadas. Esse fato ¢ a base para os testes de saliva referente a presenga de
estreptococos do grupo mutans. Uma alta contagem na saliva (.>_106 Unidades
Formadoras de Colonia por ml de saliva) indica que a maioria das superficies esta
colonizada por essas bactérias e, portanto, sujeitas a um aumentado risco de carie

(KOHLER et al, 1981; LINDQUIST et al, 1989; BRATTHALL e ERICSSON, 1995).

A correlagdo entre estreptococos do grupo mutans € carie dentaria vem
sendo extensivamente estudada (VAN HOUTE, 1980; ZERO et al, 1986;
MACPHERSON et al, 1990). Em estudos com animais que receberam uma dieta rica
em sacarose, os estreptococos do grupo mutans tém-se mostrado altamente
cariogénicos, causando lesdes de carie em superficies lisas, superficies radiculares e

fissuras.

Varios estudos demonstram que o risco a carie em uma superficie aumenta
se essa estiver colonizada por estreptococos do grupo mutans. IKEDA et al (1973)
fizeram mapas topograficos das dentigbes de criangas com respeito aos sitios
colonizados por estreptococos do grupo mutans. Sitios positivos, muitas vezes, exibiam
lesdes de carie e sitios que eram negativos se tornavam ocasionalmente positivos, isto
ocorria geralmente antes do desenvolvimento de lesdes de carie inicial (mancha branca)

naqueles sitios.

Amostras de placa coletadas de manchas brancas no esmalte foram
avaliadas em relag8o a presenga de lactobacilos € aos estreptococos do grupo mutans.
Lactobacilos estavam presentes em baixas percentagens, enquanto no centro das lesdes
a percentagem de estreptococos do grupo mutans era extremamente alta, diminuindo
somente na periferia da lesdo (DUCHIN ¢ VAN HOUTE, 1978).

Investigagio da composi¢do da microflora da placa associada com
desmineralizagdo inicial do esmalte em um modelo intra-oral realizada por
MACPHERSON et al (1990) mostrou que ocorria um aumento progressivo do
isolamento de estreptococos do grupo mutans & medida que aumentava a perda mineral
do esmalte. Esse grupo de microrganismos desempenha papel importante na etiologia
da carie também em humanos. Segundo BRATTHALL e ERICSSON (1995), varios
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estudos mostraram que individuos com alto indice de colonizagio por estreptococos do
grupo mutans (>10° UFC/m] de saliva) apresentam muito mais lesdes cariosas que 0s

individuos sem nenhum ou com baixos niveis (<10° UFC/ml de saliva ) desses

estreptococos.

Estudos longitudinais em humanos tém mostrado correlagio positiva entre a
presenga € progressdo de lesdes de carie e a prevaléncia de estreptococos do grupo
mutans na saliva e na placa (IKEDA et al, 1973; KLOCK ¢ KRASSE, 1977,
LINDQUIST, 1989).

MALTZ et al (1989) observaram esta relagdo em criangas brasileiras.
ZICKERT et al (1982a) encontraram uma forte relagdo entre criangas com alto numero
de estreptococos do grupo mutans na saliva € o incremento de novas lesdes de carie. As
criangas com alto niimero de estreptococos mutans desenvolveram aproximadamente
trés vezes mais novas lesdes de carie, em trés anos, em comparagio com 0 grupo
controle que tinha menos estreptococos do grupo mutans. Essa correlagio também foi
encontrada por ALALUUSUA et al (1990).

O fato de varios estudos demonstrarem associagdo entre estreptococos do
grupo mutans e carie ndo significa que seja o Ginico microrganismo cariogéhico € nem
que ¢ sempre cariogénico (WILLCOX et al, 1990). Carie coronaria pode ocorrer na
auséncia de significantes propor¢des desse microrganismo (MACPHERSON et al,
1990; SANSONE et al, 1993; VAN HOUTE, 1994).

Observagdes recentes mostram que altos niveis salivares de estreptococos
do grupo mutans também podem ser encontrados em populagdes com baixa prevaléncia
de carie (CARLSSON et al, 1985; CARLSSON et al, 1987). BRATTHALL et al (1986)
estudando 171 criangas, de 11 a 13 anos, residentes na Taildndia, observaram que as
criangas residentes na zona rural apresentavam baixa experiéncia de carie (CPO-
D=0,38), apesar de 82% das criangas serem infectadas com estreptococos do grupo
mutans e algumas apresentarem alto nivel desta bactéria. Esse estudo demonstra que o
nivel de estreptococos do grupo mutans ndo implica automaticamente um certo nivel de

carie dentdria, visto que a carie ¢ uma doenga multifatorial.
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Entretanto, em Bangkok, zona urbana, a atividade cariogénica é maior
(CPO-D=3,46), e as criangas que apresentavam niveis elevados de estreptococos do

grupo mutans eram as que tinham maior prevaléncia de carie.

BRATTHALL e ERICSSON (1995), analisando os trabalhos que estudam a
relagdo entre os estreptococos do grupo mutans com os niveis de carie nas populagdes,

concluiram que:

a) a maioria dos individuos com alta incidéncia de carie, possui altos niveis

de estreptococos do grupo mutans;

b) poucos individuos com baixos niveis de estreptococos do grupo mutans

apresentam alta incidéncia de carie;

c) os individuos livres de carie podem ser colonizados por diferentes niveis

de estreptococos do grupo mutans.

Devido a relagdio dessa bactéria com a doenca carie, varios métodos que
influenciam a colonizagdo dos estreptococos do grupo mutans, reduzem ou eliminam
esse microrganismo tém sido testados no homem. Esses métodos incluem: o controle
mecanico da placa, cujo efeito € limitado; o uso de substincias quimioterapicas, como a
clorexidine, que suprimem a populagfo de estreptococos do grupo mutans na placa € na
saliva; a restricdo no consumo de agucares que resulta em diminui¢io do numero de
estreptococos do grupo mutans na placa, mas ndo elimina totalmente o microrganismo ¢
o uso de substitutos do agucar que interferem na colonizagio e metabolismo das
bactérias cariogénicas (MALTZ et al, 1981, ZICKERT et al, 1982a; LINDQUIST, 1991;
MALTZ et al, 1992).

O pH baixo gerado pelo metabolismo bacteriano dos carboidratos ¢ um dos
responsaveis pela instalagdo na placa bacteriana de uma comunidade microbiana
acidurica e acidogénica. O uso de substitutos do agucar ¢ uma abordagem ja aceita para
a prevengdo de carie, que também pode influenciar a ecologia da placa. A maioria das
pesquisas nessa area estudou o efeito do sorbitol e xilitol. Esses substitutos do agtcar

podem exercer um efeito importante na ecologia da placa bacteriana, pela redugéo na
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freqiiéncia de diminuigdes do pH da placa entre as refeigdes, criando, assim, uma saida
para alterar o ambiente 4cido da placa bacteriana que favorece as bactérias cariogénicas
(ZERO, 1995).

Portanto, ¢ importante estudar também a interferéncia de adogantes
comerciais, utilizados na dieta de humanos, na colonizagdo de bactérias cariogénicas

(estreptococos do grupo mutans e lactobacilos), na placa bacteriana in vivo.

2.1.3 Carboidratos e carie

Os fatores fundamentais que conduzem ao inicio e progresso das lesdes
cariosas foram, primeiramente, elucidados por Miller (1890), quando ele reconheceu
que o metabolismo dos carboidratos, através das bactérias orais com a geragdo de
produtos finais acidos, se constituia no evento central do processo de desmineralizagdo
do dente (LOESCHE, 1985; CARLSSON e HAMILTON,1995).

Historicamente, a prevaléncia da doenga carie ¢ de outras doengas ¢
influenciada pelo desenvolvimento da sociedade. Durante o século passado, a mudanga
no estilo de vida e nos habitos tradicionais da populago levou ao explosivo aumento da
incidéncia de carie, doengas cardiovasculares, obesidade € diabetes. Os alimentos
naturais foram substituidos por produtos processados, € os nutrientes fornecedores de
energia obtidos a partir de generosas ingestdes de carboidratos complexos foram
trocados por um consumo mais pesado de proteinas, acidos graxos saturados e
carboidratos refinados (JOHANSSON e BIRKHED, 1995).

Na Idade Média, um tempo em que os adogantes eram uma luxdria e a
sacarose era utilizada em pequenas quantidades como ocorre na natureza, a caric em
humanos era predominantemente de raiz, com algumas caries de fissura. Caric em
superficie lisa livre e interproximal era rara em humanos. Evidéncias como essas
suportam a associacdo entre baixa ingestdo de sacarose e baixa experiéncia de carie

(BURT, 1993).
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A mmportéincia da sacarose como um determinante cariogénico é observada
em estudos epidemioldgicos, os quais mostraram que populagdes isoladas, nas quais
foram introduzidos alimentos processados com sacarose em sua dieta, exibiram um
notavel aumento na prevaléncia e incidéncia de carie. Por exemplo, entre os esquimos e
em algumas culturas insulares relativamente isoladas, como a taitiana, a incidéncia de
carie disparou dramaticamente quando os habitantes tiveram o primeiro contato com a
sacarose refinada. Situag@o inversa foi encontrada na II Guerra Mundial, quando a
restri¢do do consumo de sacarose levou a uma profunda queda na prevaléncia de carie

entre as populagdes européia e japonesa (LOESCHE, 1985, 1993).

Um grande nimero de estudos mostra que a dieta exerce um papel
importante no desenvolvimento da doenga carie. Observagdes laboratoriais (in vitro),
experimentos em animais, bem como observagdes de pacientes mostraram uma relagfo
positiva entre o consumo de carboidratos fermentdveis e o desenvolvimento de lesdes

cariosas.

Experimentos em animais esclareceram muitos aspectos da canogenicidade
da sacarose relativos a outros componentes da dieta e levaram ao conceito de que cérie
dentaria ¢ uma infeccdo bacteriana dependente da sacarose, envolvendo os
estreptococos do grupo mutans (KEYES, 1968; VAN HOUTE, 1980).

O estudo sueco de Vipeholm demonstrou ligages na cadeia de evidéncias
que provam a correlagdo entre o consumo de sacarose e carie dentaria. Doentes mentais
institucionalizados foram submetidos a diferentes tipos e freqiéncias de ingestdo de
sacarose. Uma das conclusdes deste estudo € que a ingestdo freqiiente de agucar entre as
refeigbes, principalmente na forma pegajosa, estd associada com a alta atividade de
carie (GUSTAFSSON et al, 1954).

Solugdes de sacarose em diferentes concentrages e freqiiéncias diarias
foram testadas por TEHRANI et al (1983) em um modelo intra-oral. Eles observaram
que seis aplicagdes diarias com solugdo de sacarose a 1% provocavam desmineralizagio
dos blocos de esmalte em todos individuos que participaram do estudo, enquanto com

nove aplicagdes diarias com solugéio de sacarose a 0,5%, a desmineralizagdo dos blocos
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de esmalte ndio ocorreu em todos os sujeitos, mostrando, dessa maneira, que a

concentragdo também ¢ importante.

O consumo de agucares e doces tem permanecido constante em varios
paises altamente industrializados durante as duas Wltimas décadas, enquanto a
prevaléncia de carie tem diminuido (MARTHALER, 1990; JOHANSSON, 1993;
BURT, 1993).

Varios pesquisadores tém atribuido o declinio na prevaléncia de carie
principalmente ao uso de fluoretos nas varias formas, mais freqiientemente em
dentifricios. Os cremes dentais fluoretados ocupam cerca de 80 a 95% do mercado de
dentifricios (MARTHALER, 1990; KONIG, 1993; HOLM, 1990; BURT, 1993 ¢
DOWNER, 1995). Certamente, a disseminagdo do uso de fluoretos estd associada ao
declinio, mas esse ¢ apenas um dos muitos fatores que podem explicar a mudanga do

quadro epidemioldgico de carie (MANIJI e FEJERSKOV, 1995).

Até a metade da década de 80, criangas islandesas estavam entre as mais
afetadas pela carie dentaria no mundo. Dados obtidos dessa populagido entre 1984-91
mostraram uma acentuada diminui¢do na experiéncia de carie. Ndo houve nenhuma
diminui¢io na importacio do agucar durante esse periodo, e esses resultados sdo
atribuidos a combina¢do de métodos preventivos ensinados nas escolas € a ampla
educagdo publica dirigida a populagdo (MANJI e FEJERSKOV, 1995).

A correlagdo da diminuigdo da prevaléncia de carie com o aumento do uso
de fluoretos; a diminuigdo da freqiéncia de ingestdo de agucares; habitos de higiene
bucal e controle de placa foram discutidos por KONIG (1990). Ele analisa a
percentagem de escolares livres de carie em Basel, Suica, antes, durante e apds a Il
Guerra. Antes e durante essa guerra, com um consumo de acgicar ndo limitado e
nenhum acesso a fluoretos, a percentagem de criangas livres de cérie aos sete anos ndo
excedia 2 a 3%. Em 1944/45, a Guerra restringiu o suplemento de agucar de 48kg para
16kg/pessoa/ano. Ocorreu, entdo, um aumento no numero de criangas livres de carie

para cerca de 15%. Apds a guerra, o agutcar voltou a ser liberado. No entanto, o acesso a
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agua fluoretada, em 1962, na Suica, fez com que mais de 50% das criangas de sete anos

permanecessem livres de cérie.

Medidas de higiene bucal sdo dificeis de serem avaliadas
eptdemiologicamente, € a relagdo entre diminuicdo do volume de placa bacteriana e
desafios cariogénicos € um assunto controverso. No entanto o aumento da quantidade
de dentifricios e escovas vendidos esta automaticamente associado com escovagdes
mais freqiientes por individuo. O importante disso ¢ o contato mais freqiiente dos
dentes com os fluoretos contidos nos dentifricios (MARTHALER, 1990; KONIG,
1990).

A conclusdo dessas observagdes € que a administragdio de fluoretos parece
ser mais efetiva na redugio de caries que a diminuicdo nos suplementos de agucar € a
higiene bucal (KONIG, 1990; MARTHALER, 1990). Entrctanto somente o uso de

fluoretos néo € suficiente para o controle da doenga carie.

O largo uso de doces e gomas de mascar com substitutos de agicar em
varios paises ¢ uma realidade. Isso pode ser observado na Holanda, onde,
concomitantemente com a diminuigdo na prevaléncia de carie, houve uma diminui¢io
na freqiiéncia de alimentos contendo agucar entre refeigdes. Além disso, as gomas de
mascar sem aglcar tém ganhado 50% do mercado das gomas de mascar (KONIG,
1990).

Na Finlindia, o xilitol parece ser um fator da dieta que contribuiu para o
declinio de carie. Desde 1982, mais da metade das gomas de mascar tem sido adogadas
com xilitol ou outros alcoois-agticares. Outros 30 produtos doces sdo adogados com
xilitol (MARTHALER, 1990). O xilitol tem multiplos efeitos sobre a placa bacteriana
(SODERLING et al, 1989).

Na Sui¢a, o uso de adogantes ndo-acidogénicos ¢ regulamentado. O
mercado ¢ de mais de 50% de gomas de mascar com substitutos de agucar, sendo que o
mercado de produtos “seguros para os dentes” alcangou 10% em 1984 e continua
aumentando (MARTHALER, 1990; BURT, 1993).
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Desde que o declinio de carie se tornou reconhecido, alguns trabalhos tém
reportado pouca correlagdo entre experiéncia de carie e varias medidas de ingestio de
agucar. Dois estudos longitudinais conduzidos em Newcastle, Inglaterra (RUGG-GUNN
et al, 1984), e em Michigan, USA (BURT et al, 1988), empregando medidas precisas de
ingestdo dietética e analise estatistica detalhada encontraram uma fragil correlagdo

entre experiéncia de carie e consumo de agicar (MANIJI e FEJERSKOV, 1995).

Desde os anos 70, concomitantemente com a diminui¢o na prevaléncia de
carie, ocorreu um grande declinio nos Estados Unidos quanto & proporgéo de adogantes
caloricos constituidos por sacarose. Em compensagio, houve um aumento proporcional
na quantidade de adogantes de xarope de milho rico em frutose (BURT, 1993;
TANZER, 1995).

Os estudos de Newcastle e Michigan mostram que as criangas inglesas
consumiam mais sacarose (83% de sacarose do total de consumo de agucar em 1984,
que foi de 45,9kg/pessoa) do que as americanas (47% de sacarose de 61kg de agucar
por pessoa em 1986) e apresentavam mais lesGes cariosas interproximais ¢ de superficie
lisa livre (HOLM, 1990; BURT, 1993; MANJI e FEJERSKOV, 1995).

O declinio na prevaléncia de carie ndo ¢ observado somente como uma
reducdo de novas lesdes de carie, mas ha também na maioria dos paises uma
diminuigdo na velocidade de progressdo das lesdes de carie. Esse fato, juntamente com
as mudangas no tratamento de lesdes cariosas iniciais voltadas para uma estratégia
orientada para prevengdo, tem resultado em uma consideravel diminui¢do no nimero de

superficies com necessidade de restauragdo (HOLM, 1990).

Enquanto a carie estd declinando em alguns paises, observa-se um aumento
em outros. A diminui¢do geralmente ocorre em paises desenvolvidos (mas, em varios
deles, a prevaléncia ainda ¢ alta), enquanto a carie estd aumentando em paises em
desenvolvimento. Em alguns desses, ocorreu aumento na prevaléncia de carie, em
outros, ha pouco ou nenhum aumento. Essa varia¢io parece estar associada ao acesso
que as pessoas tém ao agucar refinado, possivelmente devido a mudangas na produgdo,

distribuigdo e consumo de sacarose (HOLM, 1990; TANZER, 1995).
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A diminuig@o na prevaléncia de cérie implicou mudangas na distribuigdo da
doenga, fazendo com que uma pequena fragdo da populagdo detenha os indices mais
elevados de experiéncia de carie. Os individuos com escores mais altos de lesdes de
carie-ativas sdo definidos como individuos com alta atividade de céarie, pois possuem
caracteristicas que os tornam mais afetados pela doenga (HOLM, 1990; JOHANSSON, ’
1993).

Muitos autores t€ém tentado quantificar esse grupo, e percentagens de 10 a
20% tém sido mencionadas como a proporgdo de individuos caracterizados como de
alta atividade de carie nos varios grupos etdrios (KRASSE, 1988; HOLM, 1990;
JOHANSSON, 1993). Em geral, esses individuos possuem habitos dietéticos
inadequados, freqiiente exposigdo dos dentes a carboidratos refinados em combinagio
com ma higiene bucal e baixa exposi¢do a fluoretos. A presenca de xerostomia € a
baixa capacidade tampido da saliva sdo condi¢des associadas com a alta atividade de
carie (HOLM, 1990).

Muitas evidéncias indicam que um alto e freqiiente consumo de agucar por
individuos suscetiveis a carie resultard no desenvolvimento de carie dentaria.
Provavelmente, a dieta dos grupos com alta atividade de carie ¢ muito similar, quer seja

em paises desenvolvidos, quer nos em desenvolvimento (HOLM, 1990).

As evidéncias cientificas sugerem que o uso disseminado de fluoretos aliado
a outras medidas preventivas diminuiram o efeito da sacarose como fator de risco para a
ocorréncia da doenga. No entanto, para o grupo de individuos com alta atividade
cariogénica, o consumo de agtcar continua sendo de grande importidncia (NEWBRUN,
1988; HOLM, 1990).

Tendo em vista a importincia do controle do uso da sacarose em pacientes
com alta atividade cariogénica, ¢ interessante estudar a cariogenicidade de produtos
comerciais que contenham adogantes ndo metabolizados pelas bactérias da placa
dentaria, ou cujos produtos metabolicos ndo sejam tdo cariogénicos como os da

sacarosc.
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2.1.4 Metabolismo bacteriano dos carboidratos

Quando os agucares funcionam como fonte de energia e de carbono, passam
a contribuir de duas formas, pelo menos, para a patogénese das lesdes cariosas. Os
polissacarideos sdo produzidos de maneira a formar um estroma intermicrobiano,
ligando os microrganismos entre si € aos dentes, € os produtos finais metabédlicos sdo
excretados provocando queda no pH da placa bacteriana (CARLSSON ¢ HAMILTON,
1995).

As bactérias da cavidade bucal residem em um ambiente de “fartura” ou de
“escassez”. A saliva é a fonte basica de nutricio para as bactérias; todavia a
concentracdo de nutrientes nas secregdes salivares € muito baixa. Visto que a saliva
possui baixo nivel de carboidratos, a exposi¢do prolongada a saliva resulta no
desenvolvimento de placa bacteriana esparsa, com pouca capacidade de metabolizar
acucares. Esse tipo de placa € encontrado em pacientes sujeitos a4 alimentagdo por
intubacio durante periodo prolongado (CARLSSON e HAMILTON, 1995).

O consumo de alimento resulta no aparecimento repentino de nutrientes
para as bactérias da placa. Exposigdo das bactérias orais a altos niveis de agicar dos
alimentos pode provocar a morte da célula. O acucar entrara rapidamente nas células
bacterianas e resultara em “morte acelerada por substrato”. Os microrganismos,
vivendo em um ambiente com flutuagdes de nutrientes, desenvolvem mecanismos
adaptativos para sobreviver. Situagdes interessantes sdo criadas em habitats como a
superficie do dente, onde os microrganismos estdo sujeitos a ciclos continuos de fartura
e inani¢do. Os microrganismos estario em continua competigfio, ndo apenas por fonte
de energia e carbono, mas também por nitrogénio, enxofre e fosforo, bem como por

aminoacidos especificos, vitaminas, pirimidinas ou purinas (ZERO, 1995).

Importante para a etiologia das lesdes de carie ¢ a competigdo por agucar
efetuada pela bactéria oral sacarolitica. Quando a concentragdo de agucar dentro da
cavidade bucal é mantida em um nivel alto, ocorre alteragfio na composi¢do e atividade
metabolica da microbiota da placa (VAN HOUTE, 1994; ZERO, 1995).
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O metabolismo do agticar através das bactérias orais resulta na geragdo de
produtos finais 4cidos, criando um ambiente acido na placa. Algumas bactérias orais
sdo aciduricas e crescerio em niveis de pH significantemente mais baixos. Esses
microrganismos sdo favorecidos pela acidez do ambiente e¢ entio dominardo a

microbiota (KRASSE, 1988; SANSONE et al, 1993; ZERO, 1995).

O agucar ¢ a principal fonte de energia da microbiota na placa bacteriana.
As vias de energia sio essenciais para o crescimento celular e para outros processos que
mantém a integridade celular e a homeostase; conseqiientemente, as enzimas dessas
vias estdo sempre presentes na célula bacteriana, ou sdo constitutivas. Por exemplo,
grande parte das bactérias orais sacaroliticas degradam glicose através da via glicolitica
de Embden-Meyerhof, composta de enzimas constitutivas. Todavia muitos
microrganismos sdo capazes de utilizar diversos outros agucares e alcoois de agucar
pela indugdo de enzimas especificas, sintetizadas apenas na presenga do agucar
especifico ou do alcool de acgucar. Essa caracteristica pode conceder a um
microrganismo a vantagem seletiva na competi¢do com outras bactérias (ZERO, 1995;
CARLSSON e HAMILTON, 1995).

Os agucares da dieta como sacarose, maltose, lactose e frutose e os alcoois
de agticar como sorbitol € o manitol requerem a sintese de enzimas “indutiveis” para
que esses substratos sejam fonte de energia para as bactérias orais. Isso requer a
inducgio de pelo menos duas enzimas especificas, uma para transportar o agucar para
dentro da célula ¢ uma ou mais para converter o agicar em metabdlito que possa ser
degradado pela via glicolitica constitutiva do microrganismo. O transporte de aglcares
do ambiente externo para o citoplasma bacteriano requer proteinas ‘“carreadoras”
especificas para facilitar o processo de captagdio (difusdo facilitada). Quando grandes
quantidades de agucar estdo presentes, o transporte € facilitado e ndo requer gasto de
energia (CARLSSON e HAMILTON, 1995).

Entretanto nutrientes essenciais como os agucares sdo necessarios dentro da
célula em concentragdes mais elevadas que fora da célula e esse transporte contra um
gradiente de concentragio requer energia (transporte ativo). O principal mecanismo de

transporte ativo em bactérias acidogénicas, como estreptococos, lactobacilos e
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actinomices, envolve o fosfoenolpiruvato (PEP) e o sistema de fosfotransferase do
agticar (PTS). Esse sistema utiliza o PEP como fonte de energia ¢ resulta no transporte ¢
fosforilagdo do aglicar na superficie interna da célula (CARLSSON ¢ HAMILTON,
1995).

O sistema PTS possui muita influéncia no metabolismo global da célula,
uma vez que a molécula de agucar ¢ fosforilada durante o transporte, e o produto da
reagdo geralmente € um intermediario da via glicolitica, ou pode ser convertido para um
componente daquela via. No caso da sacarose-fosfato, ela é rapidamente hidrolisada
pela célula, formando glicose que entra na via glicolitica e frutose que ¢ fosforilada
intracelularmente ou se difunde para fora da célula (CARLSSON e HAMILTON, 1995).

Pesquisa recente efetuada com estreptococos do grupo mutans indicou que a
glicose também € transportada por permease e fosforilada por um processo dependente
de ATP (Adenosina Trifosfato). Esse mecanismo funciona com altas concentragfes de
glicose, baixos niveis de pH e altos niveis de crescimento (CARLSSON ¢ HAMILTON,
1995).

2.1.4.1 Formagio de acidos

O destino metabdlico dos produtos finais produzidos pela célula bacteriana
depende das condigbes ambientais onde elas se encontram. Os microrganismos
possuem varios sistemas para a conversdo de piruvato, que podem variar de acordo com
o tipo de microrganismo ¢ com a quantidade e tipo de agucar disponivel, bem como
com a presenga de oxigénio e didxido de carbono. A via metabolica dos aguicares em
altos niveis, pelas bactérias da placa, ¢ a da lactato desidrogenase com formagdo de
acido lactico. Essa via é utilizada pelos estreptococos em condigdes aerdbicas e
anaerobicas, mas somente quando os agticares estdo presentes em excesso (CARLSSON
¢ HAMILTON, 1995).

A via piruvato formiato-liase ¢ utilizada pelos estreptococos, lactobacilos e

actinomicetos em baixos niveis de aglcar € sob condigdes anaerdbicas, gerando os
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acidos formico, acético e etanol como produtos finais. Os actinomicetos também geram
acido succinico. Sob condigdes aerdbicas, os estreptococos do grupo mutans usam
piruvato desidrogenase para converter o piruvato em acido acético e etanol, ao passo
que outros estreptococos usam a piruvato oxidase originando a formagfio de acido

acético e peroxido de hidrogénio.

A presenga de varios produtos finais acidos na placa, em conseqiiéncia do
metabolismo do agucar, varia de individuo para individuo e entre varias regides da
boca. Pela manhi, antes da primeira refeigdo, os acidos formico, acético, lactico,
propidnico € butirico, geralmente, podem ser detectados na placa dentaria, sendo o
principal acido o acido formico. A exposi¢do da placa a agucares resulta em mudangas
dramaticas nas proporg¢des e quantidades desses varios acidos com um rapido aumento
na concentragdo de acido lactico (CARLSSON ¢ HAMILTON, 1995).

A acidez do ambiente do dente ¢ influenciada ndo apenas pelo numero e
espécies de bactérias presentes, mas também pela capacidade-tampdo da saliva e do
fluido da placa, pelo fluxo e viscosidade da saliva, pelas caracteristicas de difusido da
placa, pela presencga de fluoreto no esmalte € na placa, pelo tipo de dieta alimentar e
pela freqiiéncia de ingestdo de agucar (CARLSSON e HAMILTON, 1995).

A dieta alimentar pode influenciar de trés formas a composi¢do da
microbiota da placa e suas atividades metabdlicas: através da composi¢do quimica do
alimento, de sua consisténcia fisica ¢ da freqiiéncia de ingestio (JOHANSSON e
BIRKHED, 1995).

Componentes com alto peso molecular, como gréos, vegetais e proteinas
podem nio ser degradados ou degradados tio lentamente durante a sua permanéncia na
boca, que ndo fornecem componentes com baixo peso molecular para uso das bactérias

orais (LOESCHE,1993).

Carboidratos de baixo peso molecular como a sacarose, glicose, frutose e
lactose na dieta alimentar facilmente se difundem na placa e sdo imediatamente
metabolizados pelas bactérias orais. Uma série de adogantes ndo sdo metabolizados ou

sdo metabolizados lentamente por estas bactérias (LOESCHE, 1993; ZERO, 1995).
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A consisténcia e a freqii€éncia de ingestdo de alimentos sdo importantes
fatores que contribuem para a disponibilidade dos carboidratos (GUSTAFSSON et al,
1954; KRASSE, 1988). Em habitats protegidos € menos expostos, até mesmo os
alimentos com alto peso molecular podem ser retidos e servir como fonte potencial de
nutrientes para a placa bacteriana. Com relago a isso, sdo de especial interesse os
carboidratos contendo amido, que podem ser degradados até maltose e varias dextrinas
pela a-amilase salivar e algumas enzimas bacterianas. Esses produtos, com peso
molecular mais baixo, ficam, entdo, disponiveis para serem degradados pelas bactérias
orais (LOESCHE, 1993; BOWDEN e EDWARDSSON, 1995).

As melhores dietas alimentares para a saide em termos de caries sdo as que
fornecem quantidades minimas de carboidratos rapidamente fermentaveis, compativeis
com a nutricio geral do hospedeiro. A microbiota oral mantida em dietas desse tipo
assegura que a protecdo do hospedeiro contra colonizago oral por patdgenos exdégenos,
garantida pela microbiota residente, ndo sera comprometida. Baixos niveis de
carboidratos fermentaveis manterdo o pH da placa relativamente alto, anulando
qualquer vantagem dada as bactérias acidiricas pelo baixo pH ambiental. Da mesma
maneira, 0 consumo de adogantes ndo metabolizados por bactérias orais favorecem o
estabelecimento de uma placa nfo cariogénica (com baixa proporgdo de lactobacilos e
estreptococos do grupo mutans). Produtos comerciais alternativos a sacarose devem ser

testados quanto a essa caracteristica.

2.1.4.2 Polissacarideos

As evidéncias na literatura que sugerem que a sacarose € mais cariogénica
que outros agucares da dieta, ndo estdo relacionadas aos efeitos imediatos sobre o pH da
placa, porque, bochechando com solugdes de sacarose, glicose ou frutose, se chega a
curvas de pH da placa in vivo similares (STEPHAN, 1940; NEFF, 1967, FROSTELL,
1973), bem como se chega a semelhante desmineralizagdo do esmalte dentario,
conforme foi avaliado por testes intra-orais (KOULORIDES et al, 1976; BRUDEVOLD
et al, 1983).
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Estudos em animais experimentais ¢ em seres humanos indicam que o
consumo freqiiente de sacarose pode causar mudangas na composi¢do bacteriana da
placa humana, favorecendo microrganismos altamente cariogénicos, tais como
estreptococos do grupo mutans. Isso parece resultar, principalmente, da capacidade dos
estreptococos do grupo mutans sintetizar polissacarideos extracelulares a partir da
sacarose, outros agucares da dieta ndo servem como substrato para sintese de PEC
(VAN HOUTE, 1980, LOESCHE, 1993).

A sacarose da dieta aumenta o volume da placa dental. Grande parte do
volume da placa formada na presenca de sacarose ¢ de polissacarideos extracelulares.
Os estreptococos do grupo mutans sdo capazes de produzir um polimero de glicose
insoltvel rico em ligagdes a-1,3. Os polissacarideos extracelulares, formados na parede
celular da bactéria, além de serem importantes na adesdo bacteriana também
contribuem para as propriedades de difusdo da matriz da placa. Tem sido relatado que a
matriz intermicrobiana, contendo polissacarideos, contribui para a cariogenicidade dos
estreptococos do grupo mutans (ZERO et al, 1986). Uma possivel explicagdo para isso é
que a matriz influencia a difusfio de aglcares na placa bacteriana e aumenta a
concentra¢do de acido na interface esmalte-placa. As células bacterianas e outros
materiais solidos retardam a difusdo, causando tortuosidades nas vias de difusdo,

enquanto que os polissacarideos abrem essas vias (ROLLA, 1989).

A primeira evidéncia direta da ocorréncia de polissacarideos na placa
bacteriana foi fornecida por McDOUGALL apud GUGGENHEIM (1970). Extratos de
amostra de placa precipitados com etanol 70% foram hidrolizados, e analises revelaram
que frutose era o unico componente. O autor concluiu que o polissacarideo era um
levano. Uma investigagdo similar foi realizada por CRITCHLEY et al (1967), que
extrairam amostras de placa com agua fria e, subseqiientemente, com hidroxido de
sodio 0,5N. A hidrélise acida e a cromatografia de papel do extrato dialisado com agua
fria mostraram glicose e frutose como principais componentes, ao passo que glicose foi
o principal constituinte no material hidrolisado extraido com alcali. O procedimento de
extragdo foi repetido apds incubagdo in vifro das amostras de placa em sacarose. O

material soliivel em agua encontrado foi uma mistura de frutano e dextrano, enquanto
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que na fragdo soluvel em alcali foi encontrado um glicano que precipitou em etanol
45%. Analises desse material mostraram que os polissacarideos da placa eram glicanos
e frutanos. Entretanto os produtos da reagdo foram somente identificados
qualitativamente por cromatografia de papel. O glicano foi o principal polissacarideo
encontrado na matriz da placa, enquanto que o frutano correspondeu apenas a 1 a 2%
do total de peso seco (GUGGENHEIM, 1970).

A minuscula quantidade de polissacarideos extracelulares extraiveis da
placa bacteriana ndo € suficiente para extensivas analises quimicas, além do mais, essas
substdncias ndo sdo homogéneas. Para superar essas dificuldades, polissacarideos
extracelulares sintetizados in vitro por culturas puras de estreptococos orais tém sido
estudados. Duas fragdes de polissacarideos extracelulares foram isoladas a partir de
estreptococos do grupo mutans, € ambos evidenciaram ser glicanos, sendo que somente

uma fragdo foi soluvel em dgua (DONOHUE et al, 1966; GUGGENHEIM et al, 1968).

A partir desses dados, pode-se concluir que uma das caracteristicas das
bactérias da placa é a capacidade de sintetizar substincias extracelulares.
Polissacarideos extracelulares sdo um dos principais constituintes da matriz da placa ¢
sdo produzidos por determinadas bactérias orais a partir da sacarose. Tém sido
demonstrado que os polissacarideos isolados da placa bacteriana sdo glicanos e
frutanos. Entretanto esses compostos ndo sio homogéneos do ponto de vista quimico ou
morfoldgico, apresentando diferengas na solubilidade. Analises quimicas, incluindo
alguns trabalhos estruturais, t€ém sido feitas principalmente sobre fragdes que eram
soliiveis em agua e sobre o material que foi extraido com solugdes alcalinas fracas. A
fragdo de polissacarideos insoluveis somente ¢ extraida com alcali forte
(GUGGENHEIM, 1970).

Varias espécies bacterianas da placa, quando recebem sacarose, podem
sintetizar varios tipos de polissacarideos ou converté-la em acido. Os principais grupos

de polissacarideos que podem ser formados sdo (JENKINS, 1978):

® polimeros de glicose (com o nome geral de glicanos), formados pela

enzima glicosiltransferase a partir da sacarose, apresentando-se como
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uma massa gelatinosa extracelular sobre a superficie da bactéria. Os
glicanos com a maioria das ligagdes na posigio o-1,6 sdo
denominados de dextranos e os com predominancia de ligagdes a-1,3
sdo chamados de mutanos. Os mutanos sio geralmente altamente
insoliveis e rigidos e podem formar agregados fibrosos, enquanto que
os dextranos formam cadeias flexiveis e quase sempre sdo sollveis.
Os mutanos podem ser considerados como pega de resisténcia da
matriz da placa bacteriana (GUGGENHEIM, 1970). A formagdo de
polissacarideos, evidentemente, aumenta o volume da placa, ¢
analises mostram que a fragfo insolaivel de alto peso molecular pode
ocupar acima de 10% do peso seco da placa formada na presenga de
sacarose (o carboidrato total ¢ aproximadamente15%) (KREMBEL et
al, 1969);,

® polimeros de frutose (frutanos), formados pela enzima
frutosiltransferase a partir da sacarose. Os frutanos s3o polimeros
extracelulares de frutose, bastante soliveis, com ligagdes na posigio
B- 2,6, que sdo formados em uma extensdo menor do que os glicanos.
Quando o suprimento de sacarose € esgotado, frutanos sdo
rapidamente metabolizados pelas bactérias da placa (NEWBRUN,
1988).

Muitas bactérias orais estocam carboidratos como polissacarideos
intracelulares tipo glicogénio. Ao contrario dos polissacarideos extracelulares, que sio
formados essencialmente a partir da sacarose, os polissacarideos intracelulares podem
ser formados a partir de qualquer tipo de aguicar que possa ser convertido em glicose 1-
P (incluindo glicose, lactose, maltose e sacarose) € sdo metabolizados quando outras
fontes de carboidratos estdo ausentes, como entre as refeicdes (LOESCHE, 1993;
CARLSSON e HAMILTON, 1995).

O melhor exemplo de adesdo interbacteriana mediada por polimeros
bacterianos diz respeito aos estreptococos do grupo mutans. Os estreptococos do grupo

mutans formam depositos microbianos aderentes na presenga de sacarose, ocasionando
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a formaglo de uma placa bacteriana espessa em animais alimentados com uma dieta
contendo esse substrato (GIBBONS ¢ VAN HOUTE, 1973).

A quantidade de matriz intermicrobiana na placa ¢ extremamente variavel ¢
amplamente dependente da dieta. A placa ¢ formada mesmo em individuos alimentados
por sonda, mas € fina e produz relativamente pouco acido. Quando a ingestdo de
sacarose € alta, a placa cresce rapidamente devido a formag3io de uma quantidade

substancial de polissacarideos extracelulares (MANDEL, 1974).

Existe uma correlagéio positiva entre dieta rica em sacarose € aumento na

sintese de polissacarideos extracelulares e intracelulares na placa bacteriana
(GAWRONSKI et al, 1975).

O efeito cariogénico da sacarose relacionado com a concentragdo de
polissacarideos na placa bacteriana foi estudado por varios pesquisadores. GEDDES et
al (1978), observaram que mudangas visuais semelhantes a caries iniciais ocorreram
quando dez voluntarios ndo escovaram seus dentes por 14 dias € bochecharam uma
solucdo de sacarose nove vezes ao dia, enquanto que o grupo controle que nio
bochechou com sacarose mostrou uma mudanga no esmalte significativamente menor.

A concentragdo de polissacarideos no grupo sacarose foi significativamente maior.

REBELO (1994), estudando o efeito da freqii€ncia do uso de sacarose (0, 2,
4 e 8 vezes ao dia) na composi¢io quimica da placa em um modelo in situ, observou
que a placa bacteriana formada na presenga de sacarose apresenta maior concentragdo
orgénica (polissacarideo extracelular insoltivel) do que a placa formada na sua auséncia.
Esse efeito tornou-se mais acentuado quanto maior a freqi€ncia do uso de sacarose,
sendo que, a partir da freqiiéncia diaria de quatro vezes, ocorreu perda de mineral nos
blocos de esmalte dentario. Essa autora, ao contrario de GEDDES et al (1978) observa
uma menor concentragdo inorginica na placa bacteriana (Ca, P, F), quanto maior o

consumo de sacarose.

A acidogenicidade e a cariogenicidade da matriz extracelular da placa
sintetizada por estreptococos orais, a partir de diferentes concentragdes de sacarose,

foram avaliadas por ZERO, VAN HOUTE e RUSSO (1986). O efeito acidogénico foi
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medido in vitro, e o efeito cariogénico, in vivo, usando o teste de desmineralizagiio
intra-oral descrito por BRUDEVOLD. et al (1983). O teste com as cepas de
estreptococos (S. mitis, S. salivarius) reforgou as observagdes feitas com a cepa de
estreptococos do grupo mutans, ou seja, que um aumento de matriz extracelular na
placa bacteriana esta associado a um aumento de desmineraliza¢do do esmalte dentario,
apesar do efeito ser menos pronunciado com as cepas de estreptococos, as quais nio sio

do grupo mutans.

A presenga de glicano aumenta a espessura da placa bacteriana e o indice de
difusdo e produgdo de acido na camada mais profunda da placa adjacente a superficie
dentaria (FU et al, 1991).

Varios adogantes, quando comparados com a sacarose, produzem menores
concentragdes de polissacarideos extracelulares na placa bacteriana, o que diminui
muito a cariogenicidade dessa placa (SKINNER et al, 1982; MALTZ et al, 1992).

A substitui¢do da sacarose por adogantes que n3o baixem o pH da placa a
niveis criticos (pH < 5.5), de tal modo que ndo promovam a desmineralizagdo do tecido
dentario, ou que ndo produzam polissacarideos extracelulares, € uma das alternativas
para o controle da carie dentaria. Estudos analisando a producgéo de polissacarideos a

partir desses adogantes sdo necessarios.

2.2 Substitutos do ac¢ucar

Existe uma série de substincias que tém sabor doce ¢ ndo sfo metabolizadas
ou sdo metabolizadas lentamente pelas bactérias orais. O potencial ndo cariogénico ou

anticariogénico dessas substincias tem sido extensivamente estudado.

Estudos epidemiologicos indicam que a sacarose € particularmente
cariogénica quando consumida freqilentemente entre refgigdes (GUSTAFSSON et al,

1954; LOESCHE, 1985). Quando a sacarose ¢ ingerida junto as refeigdes, os sistemas
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de tamponamento da saliva, do dente ¢ da placa, trabalhando em harmonia com o
sistema de remineralizagio salivar, podem combater o poder cariogénico da sacarose,
mas, se a sacarose entra na cavidade bucal entre as refei¢des em intervalos freqiientes, o
processo de desmineralizagdo do esmalte dentario predomina sobre a remineralizagio,
acarretando perda de mineral da estrutura dentaria. Redugdo de carie pode ser
observada quando restrigdo de sacarose entre refeicdes ¢ adotada em individuos
suscetiveis a carie. Entretanto tal tentativa é impraticavel na maioria das vezes devido a

ndo cooperagdo do paciente ou de seus pais(LOESCHE, 1985).

Em funcdo de todas essas observagdes, uma proposta de tratamento para
individuos com alta atividade cariogénica deve envolver, além do uso racional do
agucar na dieta, também a substituicdo da sacarose por um adogante de menor
cariogenicidade (NEWBRUN, 1988; HOLM, 1990; BURT, 1993).

Uma alternativa € o uso de compostos que sejam seguros para a saude do
individuo, tenham a mesma dogura que a sacarose, mas ndo sejam metabolizados pelas
bactérias da placa dentaria (LOESCHE, 1985).

A questdo da substituigdo do agucar na dieta ndo € tdo simples. Muitos dos
adogantes hoje utilizados possuem efeitos colaterais. Quarenta anos atras, muito pouco
se conhecia a cerca desse topico, nos ultimos 20 anos € que o conhecimento sobre 0s
substitutos do agucar em relagdo a saude bucal vém sendo mais estudado (BIRKHED,
1989).

A sacarose possui uma dogura que € preferida pelo homem. Um substituto
da sacarose deve ser capaz de providenciar um gosto comparavel para ser aceito pelo
consumidor. Para serem comparados com a sacarose, os compostos muito doces, como
a sacarina, devem ser muito diluidos, e os “poucos doces”, como o sorbitol, devem ter
sua concentragio aumentada. Mesmo apos essas manipulagdes, a dogura resultante

pode ndo ser satisfatoria como aquela sentida com a sacarose (LOESCHE,1985).

A dogura da sacarose, aliada a seu valor como agente capaz de proporcionar
massa ¢ ser fonte de calorias, transmite aceitagdo para o consumidor e garante mercado

aos alimentos processados industrialmente. E praticamente impossivel um adogante
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ndo-calorico imitar o sabor, a textura € as outras caracteristicas da sacarose. Em
produtos cozidos surgem problemas para desenvolver uma certa textura com um bom
sabor. Biscoitos cozidos com adogantes ndo-caldricos, mesmo com a adi¢io de agentes
de massa, tendem a ser duros e resistentes. Em bolos, é extremamente dificil conseguir
qualquer desenvolvimento razodvel de umidade, estrutura e volume total. Em produtos
como geléias, xaropes de frutas e leite condensado, a sacarose fornece uma preservagio
osmdtica protetora. Caso a sacarose seja substituida, o risco de estrago por
microrganismos ¢ aumentado, a nfio ser que outras medidas corretivas sejam adotadas.
Um controle microbiano mais rigoroso do produto ¢ necessario até mesmo durante o
processo de fabricagio (NEWBRUN, 1988; LOESCHE, 1993).

Alguns dos problemas de textura e massa podem ser superados pela
assoclagdo do uso de substitutos do agucar com agentes formadores de massa de baixa
caloria como a polidextrose (Pfizer). Quimicamente, a polidextrose ¢ um polimero com
ligagdes ao acaso, contendo quantidades pequenas de grupos terminais de sorbitol e de
acido citrico acoplado. Ela foi aprovada pela FDA como um agente formador de massa,
auxiliar em férmulas e para conferir textura a alimentos cozidos, misturas de bolo,
chicletes, confeitos ¢ coberturas, molhos de saladas, sobremesas congeladas e balas
duras e moles (NEWBRUN, 1988).

Para um adogante ser aceito comercialmente, ele deve ter um suficiente
poder adogante; ser atoxico; ser razoavelmente barato e ser termoestavel, isto €, resistir
a temperaturas de cozimento. A maioria das substéncias doces ndo satisfaz todos esses
requisitos. Uma busca constante por adogantes aceitaveis, inofensivos, ndo
fermentaveis, é importante. Ao aconselhar pacientes com atividade de carie, restringir a
freqiiéncia de ingestdo de sacarose sem sugerir alternativas ndo soluciona o problema.
Um adogante, ndo cariogénico e seguro € muito necessario para estes pacientes

(NEWBRUN, 1988).

Os substitutos do agucar disponiveis atualmente no mercado podem ser

divididos em dois grupos: os adogantes caldricos e os adogantes ndo-caldricos.
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2.2.1 Adogantes caloricos

Os adogantes caldricos podem ser quimicamente divididos em &lcoois-
aglicares e agucares. As substincias mais comuns que formam os alcoois-agticares sdo o
sorbitol, o xilitol, 0 manitol e o maltitol. Trabalhos tém mostrado que esses poli6is tém
baixo potencial cariogénico (MOLLER e POULSEN, 1973; FROSTELL et al, 1974;
SCHEININ ¢ MAKINEN, 1975).

O xilitol é um carboidrato natural, um alcool-agticar do tipo pentitol. Ele
ocorre na natureza, € nosso metabolismo tem uma rota metabolica normal preexistente
para sua utilizagdo, ele entra pela rota da pentose fosfato através do ciclo do acido
glicurdnico. O xilitol tem sido usado por diabéticos, devido ao seu metabolismo ser

considerado independente de insulina.

Os microrganismos orais e, especificamente, os estreptococos do grupo
mutans ndo t€m enzimas para utilizar o xilitol como fonte de energia para produgio de

acidos ou para sintese de polissacarideos extracelulares (MOUNTON et al, 1975).

A absorc¢do do xilitol, apesar de lenta e incompleta, ¢ maior do que a do
sorbitol ¢ manitol. Por essa razdo, o problema da diarréia osmoética € menos severo € a
maioria dos individuos pode adaptar-se ao xilitol ingerindo até¢ 750 mg/kg/dia
(NIKIFORUK, 1985).

Os efeitos do xilitol no processo de cérie podem ser descritos como nfo-
cariogénico, pois ¢ uma substdncia nfo metabolizada pelos microrganismos
(especialmente os estreptococos do grupo mutans), os quais crescem melhor com
sacarose ¢ isso previne a formagdo de acido pela placa e altera a flora oral pela privagdo
de seu substrato. SCHEININ ¢ MAKINEN (1975) sugerem que o xilitol tem uma
atividade anticariogénica, visto que, em seus estudos de substituigdo total de agucares
pelo xilitol, a concentragio salivar de lactoperoxidase € alta e a de invertase € baixa no
grupo do xilitol. No entanto, nos estudos de substituigdo parcial com gomas de mascar,
ndo se observa diferenga entre os grupos do xilitol € do sorbitol. A anticariogenicidade
do xilitol, inferida pelos baixos escores de carie no grupo da goma de mascar com

xilitol, pode ser um efeito geral de estimulo salivar ndo-acidogénico.
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O sorbitol e o manitol sdo alcoois-agucares do tipo hexitol, ¢ ambos sio
metabolizados por algumas bactérias orais, incluindo os estreptococos do grupo mutans
(NIKIFORUK, 1985; NEWBRUN, 1988).

O sorbitol ¢ preparado da glicose por hidrogenagio, tendo cerca da metade
da dogura da sacarose e ¢ utilizado sozinho ou com outros adogantes para adocar
alimentos dietéticos e, especialmente, em doces e gomas de mascar (NIKIFORUK,
1985).

O sorbitol, como outros polidis, ¢ lenta e incompletamente absorvido no
intestino, podendo resultar em diarréia osmoética. A dose recomendada pela Food and
Agricultural Organization ¢ da ingestdo de até 150 mg/kg/dia. Apos sua absor¢do, o
sorbitol da dieta € oxidado a frutose pela sorbitol desidrogenase e, apos o metabolismo
¢ 1déntico ao da frutose. Sorbitol também ¢ produzido em mamiferos como um
metabolito intermediario normal (NEWBRUN, 1988).

Raras bactérias da placa sdo capazes de fermentar essas substincias.
Aquelas que podem fermentd-las, como os estreptococos do grupo mutans € o
Lactobacilos casei, os quais fermentam também o manitol, tém as enzimas necessarias
para a sua degradag@o, tais como a sorbitol-6-fosfato desidrogenase, presente em baixos
niveis devido ao fendmeno de repressdo de catabolito da glicose. Se o tempo de
exposigdo desses hexitdis € curto, ndo ha tempo suficiente para essas enzimas serem

sintetizadas, ocorrendo uma fermentagfio minima in vivo (LOESCHE, 1993).

A fermentagdo do sorbitol mesmo por estas bactérias € lenta e pouca queda
do pH da placa ocorre quando comparado com a rapida queda de pH associada ao uso
da sacarose (NIKIFORUK, 1985; MALTZ et al, 1992). Ha evidéncias de que o primeiro
passo do metabolismo do sorbitol pelos microrganismos envolve a fosforilagdo para
sorbitol-6-fosfato e oxidagdo a frutose-6-fosfato, que, entdo, entra pela via glicolitica.
Os estreptococos do grupo mutans adaptados ao sorbitol possuem alta atividade da
alcooldesidrogenase, sugerindo a indugdo do sorbitol para mudar a fermentag¢do do
acido lactico para a produgdo de etanol. Assim, essas bactérias formam, a partir de uma

molécula de sorbitol ou manitol, os seguintes produtos finais: uma molécula de acido
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lactico, uma molécula de etanol ¢ uma molécula de acido formico. Isso &
consideravelmente menos acidico do que quatro moléculas de acido lactico que sdo

produzidas a partir de uma molécula de sacarose (LOESCHE, 1993).

Nos estudos feitos em animais, uma dieta com sorbitol resulta em menos
carie ¢ em menor acumulo de placa que uma dieta com sacarose. Ha poucos estudos
clinicos de longa duragio em humanos avaliando o sorbitol em relagdo a carie,
entretanto o uso de gomas de mascar com sorbitol indicam uma modesta redugiio de
carie (MOLLER e POULSEN, 1973), e a ingestdo de chocolate contendo sorbitol
promoveu uma redugdo de 62% no indice de carie CPO-D, quando comparado com

igual ingestdo de chocolate com sacarose (BANOCZY et al, 1981).

Os alcoois-aguicares sdo muitas vezes utilizados em pastilhas, gomas de
mascar e balas. Pastilhas com substitutos do agucar para pacientes com xerostomia s3o
um exemplo importante de onde a substituicdo do agucar deve ser empregada para

reduzir o risco a cdrie.

O problema com os alcoois-agucares ¢, em primeiro lugar, o prego, em
segundo lugar, os efeitos colaterais (diarréia osmotica) e, em terceiro, o gosto. Eles sdo

todos, com excegdo do xilitol, menos doce que a sacarose.

O grupo dos adogantes caloricos inclu1 também os agucares como a frutose,
glicose, maltose, lactose e agucar invertido. Esses agucares ndo servem como substrato
para a produgdo de PEC, mas todos sdo passiveis de fermentagfio pelas bactérias da
placa. Curvas idénticas de pH da placa sdo obtidas com glicose, frutose, maltose e
sacarose, enquanto a queda de pH com a lactose €, de certo modo, menor (NEFF, 1967;
BIRKHED et al, 1993).

Estudos utilizando aparelhos intra-orais com blocos de esmalte bovino,
comparando nove agucares, demonstraram que alguns desses aclcares tém menor
cariogenicidade do que a sacarose (KOULORIDES et al, 1976). Eles observaram,
através de medigdes de microdureza superficial nas amostras de esmalte, que ndo havia

diferenga entre sacarose, glicose, frutose e rafinose. Lactose, manitol, melibiose ¢
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sorbitol foram significativamente menos cariogénicos que a sacarose, enquanto xilose e

xilitol foram ndo-cariogénicos.

2.2.1.1 Lactose

A lactose € usada em muitos alimentos infantis. Contudo, uma vez que a
lactose nio € muito doce e considerando que algumas pessoas ndo a toleram em grandes
quantidades, ela vem sendo usada em formulagSes, em conjunto com outros adogantes,

por exemplo, o esteviosideo (AURICCHIO et al, 1987/89; MALTZ et al, 1992).

Varios trabalhos mencionam o fato de que a fermentagio da lactose pelos
estreptococos do grupo mutans € outros microrganismos da placa bacteriana depende
da sintese de enzimas indutiveis, fazendo com que o potencial cariogénico da lactose,
em diferentes individuos ou em um individuo em diferentes tempos, possa variar
grandemente, dependendo de exposig¢des recentes a lactose (BRUDEVOLD et al, 1983;
BIRKHED et al, 1993).

Quando a cariogenicidade da lactose ¢ comparada com a de outros aglicares,
como a sacarose, glicose, frutose e rafinose, esta parece ser menor (KOULORIDES et
al, 1976, BRUDEVOLD et al, 1983).

A lactose ¢ um dos componentes do leite humano e bovino. O leite em geral
¢ considerado nfo-cariogénico ou, at¢ mesmo, anticariogénico, apesar do fato de a
lactose ser fermentada pela placa bacteriana. No leite bovino, a concentrago de lactose
¢ baixa (4%), ao passo que no leite humano contém 6-9%. Por outro lado, o leite possui
uma combina¢do de componentes anticariogénicos na forma imediatamente disponivel:
proteina (caseina), calcio e fosfato. No leite humano, essas concentragdes sdo um pouco
mais baixas que no leite bovino (JOHANSSON e BIRKHED, 1995).

As mudangas do pH da placa bacteriana humana, antes e apos bochechos
com lactose e leite bovino, foram estudadas por BIRKHED et al (1993). Eles
observaram que o pH da placa diminuia apds o periodo de adaptagdo, tanto com a

lactose como com o leite bovino. Leite humano, leite bovino e lactose 5% resultaram
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em similares diminui¢des no pH da placa. Esses achados na resposta acidoginica da
placa bacteriana in situ para o leite e a lactose, apés um periodo de adaptagio, sugerem
que o potencial cariogénico do leite pode variar dependendo da exposigdio individual.
Uma indugdo, isto é, um aumento na produgio de enzimas bacterianas envolvidas no
transporte e catabolismo da lactose € a provavel explicagdo para isso em vérias cepas de

estreptococos orais.

Estudos in situ da cariogenicidade do leite bovino e do leite materno em
humanos demonstraram que esses produtos causam menor acimulo de placa bacteriana,
concentragdo de polissacarideos insoluveis e desmineralizagdo do esmalte em
comparagdo ao leite bovino com adi¢@o de sacarose a 10% ou solugfo de sacarose a
20%. Mesmo sob condi¢des de alto desafio cariogénico induzido (actimulo de placa,
alta exposi¢éio ao substrato e limitada agio salivar), o leite bovino € 0 humano nio sio

cariogénicos (CARBONEL et al, 1994; ARAUJO et al, 1994).

S@o necessarios estudos que avaliem a cariogenicidade da lactose utilizada

em conjunto com outros adogantes em produtos comerciais.

2.2.2 Adogantes ndo-caloricos

Sacarina, ciclamato de sodio, aspartame, acesulfame-k e esteviosideo sdo
alguns exemplos de adogantes ndo-caldricos. Eles ndo sdo cariogénicos. Sdo usados em
refrigerantes € adogantes para café e cha. Entretanto muitas pessoas que usam esse tipo
de produto ndo o fazem por razdes cariologicas, mas devido a obesidade e a diabetes
(BIRKHED, 1989).

A sacarina tem sido usada como adogante por quase um século. Ela € um
composto organico aromatico, O-sulfobenzimida, usado principalmente na forma de sal
de sodio. A sacarina € estavel na maioria das condi¢les de preparo e processamento de
alimentos, e nenhuma perda do poder adogante por instabilidade tem sido encontrada.
O amargo da sacarina detectado por 25% da populagdo € intrinseco & molécula de
sacarina € ndo ¢ devido a impurezas ou decomposicio (NEWBRUN, 1988). Ela tem

sido extensivamente utilizada em refrigerantes € em alimentos dietéticos, em
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enxaguatorios, em preparagdes medicinais e também como adogante para uso na mesa
(NIKIFORUK, 1985).

Trabalho sobre o potencial carcinogénico da sacarina foi realizado por
HOWE et al (1977), onde eles compararam pacientes hospitalizados com céncer de
bexiga e grupo controle. O risco de cancer de bexiga foi encontrado ser 60% maior
entre os homens que tinham usado tabletes de sacarina. Em alguns estudos relatados por
WALKER et al (1982), uma associagdo fragil foi encontrada, ¢ em outros nenhuma

associacdo foi detectada.

O ciclamato de sodio ¢ um adogante orgénico cerca de 30 vezes mais doce
que a sacarose. Ele ndo é metabolizado pelos microrganismos orais. Estudos a curto
prazo sobre toxicidade aguda e crdnica do ciclamato em animais ndo mostram efeitos
adversos em doses usualmente consumidas pelo homem. Apesar de ndo existir
evidéncias definitivas quanto a carcinogenicidade, ele foi proibido nos Estados Unidos
(NEWBRUN, 1988; NIKIFORUK, 1985).

Cerca de 25% dos individuos podem converter um pouco do ciclamato
ingerido oralmente em cicloexilamina. Tem sido verificado no homem, em ratos € em
porcos que a conversdo ¢ afetada por microrganismos albergados no trato intestinal
inferior. A cicloexilamina tem efeitos simpaticomiméticos, possivelmente mediados
pela liberagdo de catecolaminas. Por isto, a possibilidade de potenciacdo de outras
drogas ou de efeitos adversos devem ser considerados (NEWBRUN, 1988).

O aspartame € composto de dois aminoacidos: L-aspartate e L-
fenilalaninametilester. Seu poder adogante em solucdo aquosa € cerca de 180 vezes
superior ao da sacarose, pouco estavel, manifestando essa instabilidade através da perda
de dogura durante o armazenamento € 0 aquecimento. A preocupagdo quanto a
seguranga do aspartame diz respeito ao seu conteiido de fenilalanina, limitando seu uso
em individuos portadores de fenilcetonaria (NEWBRUN, 1988).

O aspartame vem sendo usado em comprimidos, bebidas e gelatinas. Com o

aspartame nfo sdo produzidos acidos e polissacarideos insoliiveis pelos estreptococos
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do grupo mutans e existem evidéncias in vitro que ele reduz a capacidade de adesdo
desses microrganismos (OLSON, 1977).

2.2.2.1 Esteviosideo

Inimeros produtos naturais, com origem nas plantas, tém sido descobertos
em decorréncia de observagdes laboratoriais e folcloricas (KINGHORN e SOEJARTO,

1989). Um dos melhores exemplos ¢ a planta Stevia rebaudiana Bertoni.

“Stévia”, planta de sabor doce, nativa do Paraguai ¢ de areas limitrofes do
Mato Grosso do Sul, j4 era utilizada pelos indigenas devido ao seu sabor doce, motivo

pelo qual era chamada pelos guaranis de Ka a he ¢ (AURICCHIO et al, 1987/89).

Em 1889, o botanico Bertoni, descreveu essa planta como uma nova espécie
do género Eupatorium, chamando-a de Eupatorium rebaudianum. Em 1901, o Jardim
Botinico de Kew, na Inglaterra recebeu amostras e informagdes do Eupatorium
fornecidas pelo consul inglés em Assungdo (AURICCHIO et al, 1987/89).

O proprio Bertoni, em 1905, ratificou a classifica¢io da planta ¢ a designou
entdo de Stevia rebaudiana Bertoni. Os estudos para se conhecer os componentes
quimicos da planta iniciaram, em 1900, com Rebaudi e, em1931, Bridel e Lavieille, na

Franga, isolaram e purificaram o esteviosideo (AURICCHIO et al, 1987/89).

Dados historicos da utilizagdo da Stévia como adogante na América do Sul
estdo relatados em documentos dos conquistadores espanhdis da época. A Stévia €
cultivada no Japdo, na Coréia, em Taiwan, na Tailandia, na Indonésia, em Laos, no

Paraguai e no Brasil (SAKAGUCHI e KAN, 1982).

Em 1969, Sumita levou algumas sementes da Stévia fornecidas pelo
Instituto de Botinica de Sdo Paulo para o Japdo, onde muitos trabalhos relacionados
com a Stévia estdo sendo realizados. Esses estudos compreendem as areas de aspectos
quimicos, cultivo, extragdo e purificagdo do esteviosideo, aplicagbes ¢ testes de
inocuidade (SAKAGUCHI e KAN, 1982).



54

O esteviosideo € um adogante natural encontrado nas folhas, caule,
inflorescéncia e aquénios (mas ndo ocorre nas raizes) da Stevia rebaudiana, uma planta

perene da familia das Compositae (SAKAGUCHI e KAN, 1982).

O esteviosideo ¢ um esteroide glicosideo. E um 4cido diterpenoico
esterificado a uma unidade de glicose e unido através de ligagdo glicosidica a duas
6utras unidades de glicose (NEWBRUN, 1988). O esteviosideo ¢ uma substancia
higroscopica, levogira, solivel em agua e etanol e insoluvel em éter, cloroférmio e éter

de petroleo. Sua formula quimica € CygHg,O;5 (FELIPPE, 1977).

Através de cromatografia em camada delgada dos extratos de folhas € caule
de Stévia em agua ou em alcool, observam-se manchas de compostos similares ao
esteviosideo. As denominagdes e configuragdes dos mesmos foram descritas por
TANAKA apud SAKAGUCHI e KAN (1982) como sendo rebaudiosideo A,
rebaudiosideo D, rebaudiosideo E, zurcosideo A e zurcosideo B (rebaudiosideo C).
Dessas substincias, o rebaudiosideo C (zurcosideo B) é um produto secundario do

rebaudiosideo A, por conseqii€éncia do processo de extragao.

O esteviosideo puro e extratos de Stevia rebaudiana tem sido utilizados no
Japio como adogante de uma variedade de alimentos e de bebidas. No Brasil, o
esteviosideo também ¢ comercializado em alguns produtos (AURICCHIO et al,
1987/89; MALTZ et al, 1992).
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O interesse no uso potencial do esteviosideo ¢ do rebaudiosideo A como
substituto da sacarose esta aumentando nos Estados Unidos e na Europa Ocidental. No
entanto, enfase maior tem sido dada ao estudo do esteviosideo. O rebaudiosideo A esta

presente na planta em mais baixos niveis que o esteviosideo (DAS et al, 1992).

Todos os glicosideos da Stevia rebaudiana apresentam caracteristicas
doces, mas existe uma grande variag@io quanto a intensidade e a qualidade da dogura.
Desses, os mais doces sdo o esteviosideo e o rebaudiosideo A (SAKAGUCHI e KAN,
1982).

O esteviosideo ¢ 300 vezes mais doce que a sacarose. Segundo
KATAYAMA ¢ YOKOYAMA apud SAKAGUCHI e KAN (1982), essa relagdo é
verdadeira comparando o esteviosideo com a minima concentragdo de sacarose, cuja
dogura ¢ perceptivel ao homem. Na concentragio de 5 a 10 % de sacarose utilizada em
processamento de alimentos, a relagdo passa a ser de 100 a 120 vezes mais doce que a
sacarose; os zurcosideos A e B séio 80 vezes mais doces que a sacarose ¢ para os D ¢ E

ndo existem dados especificos.

A qualidade de dogura dos adogantes oriundos da Stevia rebaudiana é
semelhante ao da sacarose € o seu sabor residual permanece um pouco mais em
evidéncia do que a sacarose, o que o caracteriza como um adogante de 6tima qualidade.
Essa propriedade despertou o interesse do uso tanto da planta Stevia rebaudiana, assim
como de seus componentes purificados em dietas de substituicdo da sacarose
(AURICCHIO et al, 1987/89).

O aperfeicoamento do sabor do esteviosideo para assemelhar-se mais a
qualidade da sacarose estd em fase de pesquisas. ISHIMA ¢ KATAYAMA apud
SAKAGUCHI ¢ KAN (1982) experimentaram misturar diversos agucares com
esteviosideo, observando a qualidade e o sabor residual, e chegaram aos seguintes
resultados: o melhor € acrescentar o esteviosideo a sacarose, seguindo-se a glicose,

frutose, sorbitol € maltitol; a mistura que deixa menor sabor residual € a com frutose.

As empresas que trabalham com a Stevia rebaudiana no Japdo estfio

pesquisando a mistura de esteviosideo com agucares ou com combinagdes de agucares e
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de misturas com substincias pépticas e aminoacidos constataram que o dcido citrico,
4cido acético, acido lactico, acido malico e acido tartarico diminuem o sabor residual
do esteviosideo (SAKAGUCHI e KAN, 1982).

Varios investigadores tém estudado ir viro o efeito do esteviosideo no
metabolismo de bactérias cariogénicas. YABU et al (1977) ndio observaram crescimento
de estreptococos do grupo mutans e lactobacilos nos meios contendo xilitol, sorbitol e
esteviosideo. O esteviosideo influenciou a atividade da glicosiltransferase produzida
pelos estreptococos do grupo mutans, quando o meio era acrescido de glicose;
entretanto, em presenga de sacarose, o esteviosideo ndo diminuiu a atividade da

glicosiltransferase.

Estudo in vitro da utilizagfo do esteviosideo por cepas de estreptococos do
grupo mutans demonstrou que o esteviosideo ndo era metabolizado por esses
microrganismos como fonte de carbono, bem como no permitia a formagio de acidos e
sintese de polissacarideos extracelulares (IKEDA et al, 1978). Redugdo de crescimento
bacteriano e produgdo de acidos pelos estreptococos do grupo mutans em meio
contendo esteviosideo, quando comparado com sacarose, glicose e frutose também foi
observado por BERRY ¢ HENRY (1981).

PINHEIRO et al (1987), estudando o extrato de Stevia rebaudiana,
encontraram que o mesmo estimulou a fermentacdo na placa, mas apresentou grande
efeito inibitorio sobre a sintese de polissacarideos insolveis. Quanto ao esteviosideo,
houve pequena redugio na fermentagdo da placa, a qual ndo foi significante, no entanto
0,25% do esteviosideo foi capaz de inibir em 78% a sintese de polissacarideos

extracelulares insoluveis na placa bacteriana.

Os adogantes esteviosideo, aspartame, xilitol e sacarina foram avaliados in
vitro por CHEDID (1990) quanto ao seu papel dentro de processos bioquimicos de
fermentagio e sintese de polissacarideos extracelulares insoluveis pelos
microrganismos da placa e, em especial, pelo S. mutans GS-5 ¢ LM-7. Nenhum dos
adogantes estudados foi metabolizado por esses microrganismos. Os adogantes ndo

interferiram na fermentagdo e na producdo de 4cidos quando associados com a
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sacarose. Para a sintese de polissacarideos extracelulares, a associagdo do esteviosideo
com sacarose inibiu em 4523% a produgio de polissacarideos insolaveis para S.

mutans LM-7 e 56,35%, para placa bacteriana.

O efeito in vitro de produtos comerciais brasileiros a base de esteviosideo ¢
aspartame sobre o metabolismo do S. mutans IB 1600 foi estudado por MALTZ et al
(1992). Os produtos testados foram Stevita®, Steviplus, Vitahervas (baseados no
esteviosideo) € Finn, Zero Cal (basecados no aspartame). Os diferentes compostos
presentes na formula comercial foram usados como controle (sorbitol, lactose ¢
manitol). A produgdo de acido, formagdo de placa e produgdo de polissacarideos nos
produtos comerciais foram similares aos outros compostos presentes na formulagfo
como lactose, manitol e sorbitol € menores do que a sacarose. Entretanto os produtos
comerciais diferiram dos resultados obtidos com esteviosideo e aspartame puros.
Portanto os produtos comerciais tém provavelmente menos efeito cariogénico que a
sacarose, desde que promovem menor produgdo de dacido, formagdo de placa e

produg@o de polissacarideos que a sacarose.

O esteviosideo ndio apresentou agfio cariogénica nos estudos em animais.
OLIVEIRA et al (1985) observaram que, em ratos desmamados, mantidos com dieta
cariogénica, os produtos naturais guarana, Stevia rebaudiana Bertoni, esteviosideo e
associagiio de guarana-esteviosideo reduziram os escores de carie de esmalte e dentina
de dentes molares. Os melhores resultados foram com a associagdo guarana-
esteviosideo. No estudo de DAS et al (1992), o esteviosideo ¢ o rebaudiosideo A nido
foram cariogénicos quando administrados na dieta de ratos albinos colomzados por S.

sobrinus.

Toxicidade do esteviosideo

O esteviosideo apresenta boas qualidades quanto a dogura. Para que seja
utilizado em maior escala em alimentos, € necessario avaliar a inocuidade dessa
substincia. A Stevia rebaudiana é empregada ha centenas de anos pelos indios

paraguaios como adogante.
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Pomaret ¢ Lavieille (1931) observaram que o esteviosideo ndo tem agfio
hemolitica como afirmava Kobert (1977), ndo constatando efeitos téxicos na
administragdo do esteviosideo subcutaneamente em camundongos. O esteviosideo
administrado em galos, via oral, ¢ eliminado pelo trato digestivo sem metabolizagio
(FELIPPE, 1977).

A possibilidade do cha de Stevia ter efeito anticoncepcional foi avaliada por
alguns pesquisadores (AKASHI YOKOYAMA apud SAKAGUCHI e KAN, 1982).
Esteviosideo na quantidade correspondente a 100g/dia de agilicar, administrado em ratos
néo altera a fertilidade tanto dos machos quanto das fémeas. Os fetos ndo apresentavam
anormalidade para os extratos purificados de esteviosideo, enquanto que para o extrato
bruto sdo necessarios mais estudos. Esteviosideo em altas concentragdes niio causa
toxicidade aguda em camundongos, ndo ocorrendo nenhuma anormalidade nos orgios
internos dos animais. Quando a amostra de cristais de extrato bruto ¢ administrada na
forma de suspensdio e em doses excessivas, ocorre entupimento do estdmago e,
portanto, a causa mortis ndo se deve a toxicidade do esteviosideo e sim a forma de

administragfo.

Os efeitos da administrag@o aguda e subaguda de 0,6 ml de extrato aquoso
total de Stevia rebaudiana Bertoni sobre a respiragéo e eletrocardiograma foi estudado
em ratos Wistar por COPETTI et al (1986). Os resultados mostraram que na respiragio
ndo houve alteracdo significativa, concernente ao eletrocardiograma, observa-se que,
nos animais com uso agudo de Stevia rebaudiana, ndo houve alteragdes, no entanto
com administragdo subaguda houve efeito bradicartizante, enquanto que a utilizago

endovenosa em animais com uso subagudo apresentou efeito taquicardizante.

A toxicidade oral cronica e carcinogenicidade do esteviosideo em ratos
Wistar que receberam dietas contendo esteviosideo (85% puro), em concentragdes de
0,2; 0,6 ou 1,2%, foi estudada por XILI et al (1992). Os ratos-testes ndo apresentaram
diferenga estatistica dos controles quanto ao crescimento, utilizagdo de alimentos,
aparéncia geral € mortalidade. A incidéncia e severidade de mudangas ndo neoplasicas

¢ neoplasicas nio foram relacionadas aos niveis de esteviosideo na dieta. Esses autores
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aconselham a ingestdo diaria de esteviosideo de no maximo 7,938 mg/kg peso corporal

dia para humanos.

O estudo da agdo do esteviosideo sobre a fisiologia celular é amplamente
justificado em fungdo da utilizagio desse glicosideo na dieta e nas induastrias
farmacéuticas e de alimentos. ASSIS e RODRIGUES (1988) estudaram in vitro o efeito
que solugdes de esteviosideo em diferentes concentragdes poderiam ter sobre a
estabilidade das membranas dos diversos componentes do compartimento lisossdmico,
isolados de figados de camundongos. Os resultados indicaram que as solug¢des nas
concentragdes de 3,3 x 10 a 10° M t&m efeito estabilizador sobre os complexos de
membranas de lisossomos hepaticos, enquanto que as solugdes 3,3 x 107 a 10° M ndo

determinaram nenhum efeito estatisticamente significante.

Mais recentemente, ASSIS et al (1991) estudaram in vivo o efeito do
esteviosideo sobre a atividade lisossomica do rim e do figado de camundongos. Eles
ndo observaram mudangas estatisticamente significantes na estabilidade das membranas
lisossomicas do rim e do figado, em camundongos tratados com 50 mg/kg peso corporal
por dia. Na dose de 100 mg/kg/dia, foi observado um pequeno efeito labilizador nos

lisossomos hepaticos, mas ndo sobre os renais.

O efeito do esteviosideo sobre a fungio renal tem sido estudado em ratos
(MELIS, 1992a; MELIS, 1992b) ¢ cdes (CHAGAS et al, 1990). O esteviosideo
infusionado intravenosamente em 4 concentragoes (4, 8, 12 e 16 mg/kg) induz diurese,
natriurese € uma queda na reabsor¢io tubular renal de glicose (MELIS, 1992b). Esse
autor também estudou o efeito do esteviosideo sobre a fungfo renal de ratos normais e
hipertensos experimentalmente e observou hipotensdo, diurese, natriurese em ambos,
isto € atribuido ao efeito vasodilatador sistémico do esteviosideo (MELIS, 1992a). Ao
contrario de MELIS (1992), CHAGAS et al (1990) ndo observaram altera¢des sobre os
pardmetros de pressdo arterial, da respiragdo e de dosagens plasmaticas e urinarias
quando a Stevia rebaudiana € o esteviosideo foram administrados, pela via oral e

endovenosa, em cées hidropénicos ou com sobrecarga hidrica.
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O efeito do extrato aquoso de Stevia rebaudiana e do esteviosideo sobre o
sistema nervoso central foi estudado por CHAGAS et al (1985). utilizando 450
camundongos que foram distribuidos em grupos de trés animais no Octografo para
registro de atividade motora. Apos administragdo oral e intraperitoneal de extrato
aquoso total de Stévia e esteviosideo, eles observaram que tanto o extrato aquoso de

Stévia como o esteviosideo ocasionaram diminuigdo da atividade desses animais.

A maioria dos estudos irn vivo e in vitro ndo tem demonstrado toxicidade
aguda ou cronica do esteviosideo nas concentragdes utilizadas para adogar alimentos,

sendo, portanto, uma substancia que pode ser utilizada na dieta de humanos.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial cariogénico do adogante comercial Stevita®, cuja
formulagdo apresenta lactose e esteviosideo, estudando a formagio e composicio da
placa bacteriana ¢ a desmineralizagdo do esmalte dentario, utilizando um modelo in

situ,

3.2 Objetivos especificos

Comparar os efeitos do adogante comercial Stevita® com os edulcorantes
presentes na sua formulagdio lactose e esteviosideo € com a sacarose, em relagdo a

formagfio e & composi¢do da placa bacteriana através de:

® peso umido da placa bacteriana;

® colonizagdo por bactérias cariogénicas (estreptococos do grupo

mutans e lactobacilos);

® concentragdo de polissacarideos soliveis e insoluveis.

Analisar o grau de desmineralizagdo dos blocos de esmalte dentario
submetidos aos tratamentos com o adogante comercial Stevita®, a lactose, o

esteviosideo e a sacarose através de:

e ecxame visual com lupa dos blocos de esmalte dentario;

e medigdes de microdureza de Knoop em profundidade.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostra

Sete individuos adultos, residentes em Porto Alegre (regido de agua
fluoretada), idade entre 19 e 35 anos, participaram do estudo. Eles apresentavam bom
estado de satide bucal, sem lesdo de carie ativa ou doenga periodontal, fluxo salivar
normal (=1 ml/minuto), nio estavam utilizando antibiéticos ou medicamentos com
efeitos colaterais hipossalivatorios no periodo do experimento, € o niimero de unidades
formadoras de colonia (UFC) de estreptococos do grupo mutans e lactobacilos por ml

de saliva variava entre 10% ¢ 10°.

4.2 Desenho experimental

O estudo € do tipo cruzado e duplo-cego, € compreendeu quatro periodos de
28 dias. Os individuos usaram diariamente, inclusive para dormir, aparelhos de acrilico
palatinos removiveis com quatro blocos de esmalte dentario integros. O aparelho era
removido e estocado em ambiente umido toda vez que o individuo ingeria alimentos e
durante a realizag@o da higiene bucal. Os blocos de esmalte do aparelho intra-oral
foram submetidos a imersdo em uma das solugdes-testes, sete vezes ao dia, durante dez

minutos. Em seguida, o aparelho era lavado com agua deionizada e reinserido na boca.

Em cada um dos quatro periodos experimentais, os individuos utilizaram

uma das solugdes, de tal modo que todos foram submetidos a todas solugdes-testes.

Durante o experimento, os individuos foram orientados a nfo utilizar
produtos contendo fluor, exceto agua. A escovagio dos dentes € a limpeza do aparelho

foi feita com dentifricio ndo fluoretado (Anexo 1).
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4.3 Soluc¢des-testes

As solugOes-testes utilizadas foram: sacarose (Difco); lactose (Isofar);
esteviosideo (Inga) e o produto comercial Stevita® (Ingd). O produto comercial
Stevita® foi utilizado na concentragdo de 2%, segundo recomendagdo do fabricante,
que corresponde a um sachet de adogante para uma xicara de cafezinho (1g dissolvido
em 50 ml). Como a Stevita® tem na sua formulagio 90% de lactose e 10% de
esteviosideo, foram também utilizadas as solugdes de lactose a 1,8% e esteviosideo a
0,2%. A solugdo-teste sacarose 17% (equivalente a duas colheres de aglicar em uma
xicara de cafezinho, que corresponde, segundo o fabricante, a um sachet de adogante)
foi usada como controle positivo. As solugdes de sacarose € lactose eram esterilizadas
em autoclave (15 minutos a 121°C), e a de esteviosideo e Stevita®, por filtragdo a

vacuo (filtro de membrana, 0,2 um, Sartorius).

4.4 Fase preparatoria

4.4.1 Preparagédo dos blocos de esmalte dentario

Foram preparados blocos de esmalte dentéario de terceiros molares inclusos
integros extraidos por razdes clinicas, com mais de dois ter¢os de raiz completa e sem
defeitos de esmalte. Os dentes foram armazenados em agua deionizada com cristais de
timol para prevenir desidratagio e crescimento bacteriano (KOULORIDES, 1976;
CHANDLER, 1990; RUEGGEBERG, 1991).

Os dentes tiveram suas coroas dentdrias seccionadas com disco diamantado
dupla face (Sorensen), montado em micromotor, a fim de se obter blocos de esmalte
3x3x2 mm do tergo médio coronario. A superficie externa dos blocos de esmalte foi
polida com lixa metalografica de 600 gréos sob dgua deionizada para remover 50 um da

camada externa do esmalte (FEATHERSTONE e ZERO, 1992).
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Os blocos de esmalte foram esterilizados em solugfio de glutaraldeido a 2%,
com pH neutro, por dez horas e apos lavados varias vezes com solugo de bissulfito de
sodio a 1% e agua deionizada esterilizada (BLOCK, 1991).

De cada conjunto de blocos de esmalte obtidos do mesmo dente, um era
guardado como controle em agua deionizada ¢ os outros usados como blocos-testes.
Tanto os blocos-testes quanto os controles foram obtidos do tergo médio coronario do
mesmo dente, visto que as medidas de dureza de Knoop sdo semelhantes no mesmo
ter¢o coronario, ocorrendo uma queda no numero de dureza de Knoop (KHN) do tergo
oclusal para cervical no mesmo dente (PURDELL-LEWIS et al, 1976).

4.4.2 Confecgéo dos aparelhos intra-orais

Os quatro blocos de esmalte foram colocados em aparelhos palatinos
confeccionados com resina acrilica autopolimerizavel e inseridos com 1 mm de
recessdo da superficie externa do acrilico. Uma tela plastica foi fixada sobre os blocos
dentais para reter a placa bacteriana formada (CORPRON, 1992; BENFLLI et al, 1993)

conforme Figura 1.

4.5 Coleta de placa bacteriana

Apos 28 dias, as telas plasticas que recobriam os blocos de esmalte foram
removidas com ldmina de bisturi n° 15 e as amostras de placa coletadas, usando um
escavador dental estéril (MACPHERSON et al, 1990), conforme Figura 2.

A placa bacteriana correspondente a dois blocos de esmalte (um de cada
lado do aparelho) foi utilizada para determinagdo do nimero de UFC de estreptococos
do grupo mutans e lactobacilos por mg de placa ¢ a correspondente aos outros dois
blocos de esmalte para a determinagio da concentragdo de polissacarideos

extracelulares.
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Figura 1 - Aparelho de acrilico palatino com os quatro blocos de esmalte dentario ¢ a
tela plastica. '

@@D
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4.6 Cultivo de placa bacteriana

Apés a determinagdo do peso umido das amostras de placa bacteriana
(balanca de precisdo Owa Labor), essas foram homogeinizadas e diluidas em solugio
tampéo de fosfato (pH 7,3), cultivadas nos meios de cultura Agar Mitis Salivarius
(Difco) com Bacitracina (MSB) e Agar Rogosa SL (R-SL)Difco). O MSB, utilizado
para identificagdo dos estreptococos do grupo mutans (SM) e o R-SL para identificagio
dos lactobacilos, foram incubados a 37° C em microanaerobiose por 48 e 72 horas

respectivamente.

As espécies bacterianas foram identificadas com base na morfologia de
colonias. Nos casos de diavida quanto a identificacdo dos estreptococos do grupo
mutans, foram realizados testes bioquimicos para identificagfio desta bactéria através da
fermentagdo dos carboidratos sorbitol e manitol (SHKLAIR e KEENE, 1974;
COLMAN e BALL, 1984).

A contagem da microflora cariogénica foi expressa em UFC/mg de placa

bacteriana.

4.7 Determinaciio da concentrac¢ao de polissacarideos
soluveis e insoliveis

Para realizar a determinagfo da concentragdo de polissacarideos solaveis ¢
insolaveis, amostras de placa coletadas de dois blocos de esmalte e previamente
pesadas, foram tratadas com HCl 0,5 M (na proporg¢do de 0,05 ml/mg de placa). Os
tubos foram mantidos em temperatura ambiente por trés horas, sendo agitados de 20 em
20 minutos. A seguir, o acido foi tamponado com TISAB! no volume correspondente
ao acido. Apos este tratamento, os tubos foram centrifugados (centrifuga Eppendorf

modelo 5410) a 14000 rpm durante 10 minutos. No sobrenadante (sob;), foi

I TISAB: Acido acético glacial (Reagen) (57,0 ml), NaCl (Reagen) (58,0 g), CDTA (Sigma) (4,0 g),
NaOH (Merck) (20,0 g), 1 litro de agua.
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determinada a concentragdo de polissacarideos soluveis(carboidratos soliveis em

acido). No precipitado (ppt;), foi adicionado 0,10 ml de NaOH 1M por mg de placa,

deixando-se trés horas em temperatura ambiente, agitando-se de 20 em 20 minutos em
um agitador de tubos (Vortex). Em seguida, os tubos foram centrifugados (centrifuga
Eppendorf modelo 5410) a 14000 rpm durante 10 minutos. O precipitado (ppt;) foi

desprezado e no sobrenadante (sob,) foi determinada a concentragdo de polissacarideos

insolaveis (carboidratos soliveis em alcali) (MAKINEN et al, 1989; REBELO, 1994).

O fluxograma abaixo resume o método usado para determinagio de

concentragdo de polissacarideos soluveis e insolaveis.

Placa de 2 blocos de esmalte submetidos p/ 28 dias a solugéo-teste

{
HC1 0,5M (0,05 ml/mg placa)
3 horas em temperatura ambiente
2
+ TISAB (NaOH)

\

Centrifugacdo a 14000 rpm (10 min.)
)

\ \
pptl sobl-—>Dosagem de carboidrato
2 \

NaOH 1M 0,1 ml/mg placa  Polissacarideo soluvel em acido
3 horas em temperatura ambiente

2
Centrifugagdo
2 2
ppt2 sob2 —>Dosagem de carboidrato
2 S
Desprezado Polissarideo insolivel (solavel em alcali)

4.7.1 Determinaco de polissacarideos soluveis

A determinagio de polissacarideos soliveis nas amostras (sobl) foi
realizada pelo método de dosagem de carboidratos totais (DUBOIS et al, 1956) que se

baseia na reagfio de um aguicar quando na presenga de um acido forte (H,SO,) formar
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compostos furflricos a partir de uma pentose ou hexose. Os compostos furfuricos na
presenca de fenol obtém uma coloragfo laranja, cuja intensidade é proporcional ao teor
de agucar presente na amostra que foi obtida a partir de: 0,05 ml do sobrenadante, ao
qual foi acrescentado 0,45 ml de agua destilada, 0,5 ml de fenol a 5% e 2,5 ml de acido
sulfurico concentrado (Merk). Decorrido 20 minutos, apos as amostras terem sido
preparadas, a intensidade da cor foi medida em um espectrofotdometro (Spectronic
DV21), no comprimento de onda de 490 nm. O resultado foi obtido através da Formula

1 e expresso em ng/mg de placa:

Formula 1 - Calculo da concentragio de polissacarideos

- DO AM X FxD
Peso de placa em mg

= ug/mg de placa

onde,
C= concentragio de polissacarideos soluveis em acido;
DO,y = absorbancia da amostra em 490 nm;

F = fator obtido através de uma curva de glicose;
D = diluigdo da amostra.

4.7.2 Determinagio de polissacarideos insolaveis

A determinagdo de polissacarideos insoluveis contidos nas amostras (sob2)
foi realizada pelo método de dosagem de carboidratos totais (DUBOIS et al, 1956). A
Férmula 1 foi utilizada para calculo da concentragio de polissacarideos insolaveis,

onde C ¢ igual a concentragio de polissacarideos insoluvelis.
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4.8 Exame visual com lupa dos blocos de esmalte
dentario

Apbs o periodo de 28 dias, os blocos de esmalte foram removidos, limpos ¢
estocados em agua deionizada. A analise macroscopica dos blocos de esmalte foi
realizada por dois examinadores utilizando lupa com aumento de 15,75 vezes, estando

os blocos secos no momento do exame.
Os critérios utilizados para esse exame foram:
1°) Higido (H): superficie sem alteracdo;

2°) Mancha Branca Localizada (MBL): superficie com lesdo delimitada,

de aspecto esbranquigado e sem brilho;

3°) Mancha Branca Generalizada (MBG): lesdo de mancha branca em

toda a superficie do esmalte;
4°) Cavidade (C): superficie com cavitagio.

Cada examinador fez a analise dos blocos de esmalte individualmente,
anotando os resultados em uma ficha apropriada. Em seguida, as fichas foram

confrontadas e os resultados que divergiram foram analisados em conjunto.



71

4.9 Medicoes de microdureza em profundidade nos
blocos de esmalte dentario

Ao término de cada periodo experimental, os blocos de esmalte dentario
testes foram removidos do aparelho intra-oral, limpos € mantidos em agua deionizada

até a confecgdo dos corpos de prova.

Para confecg¢fo dos corpos de prova (Figura 3), os blocos de esmalte testes e
controles foram embebidos em resina acrilica autopolimerizavel incolor e prensados na
embutidora metalografica (Arotec PRE30) com a superficie do esmalte perpendicular a
superficie do bloco de resina. Em seguida, o corpo de prova era cortado (cortadeira
Isomet) com disco diamantado, de modo que o corte passasse pelo meio dos blocos
dentais (FEATHERSTONE et al, 1983; MEYEROWITZ et al, 1991).

A fatia mais grossa foi polida com lixa d’agua 600 grios ¢ com feltro ¢
pasta diamantada de granulagdo 3 um e ap6s com a de 1 um (Buehler, pasta diamantada
Metamedi) em uma politriz (Arotec APL 4). A superficie do corpo de prova deve estar
bem plana e polida para que sejam realizadas as medigdes de microdureza. Os corpos
de prova foram lavados com agua deionizada e detergente, com o auxilio de sonicador ¢

secados com papel absorvente.

As medigbes de microdureza dos blocos de esmalte dentario foram
realizadas em trés posi¢des nas profundidades de 10, 20, 30, 50, 70, 90 € 110 um da
superficie externa do esmalte. A primeira posi¢do escolhida foi a porgdo central do
bloco de esmalte (ponto zero), depois a 100 um para cima e 100 um para baixo do
ponto zero, num total de 21 indentac¢des em cada bloco de esmalte (Figura 4). Nas zonas
de carie com perda mineral severa, onde as leituras das indentagdes ndo puderam ser

feitas, atribuiu-se escore zero.



Figura 3 - Corpo de prova com os blocos de esmalte dentirio submetidos aos
tratamentos com sacarose, lactose, Stevita® e esteviosideo do individuo 1.

Figura 4 - Diagrama representando um bloco de esmalte dentario com as 21 indentacées
nas posigdes A, Be C.

Dentina Esmalte
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As indentagdes foram feitas com o longo eixo do diamante paralelo a
superficie externa do esmalte (ARENDS et al, 1980; FEATHERSTONE et al, 1983)
com um diamante Knoop, peso estatico de 25g, que foi aplicado por 30 segundos
(microdurémetro Shimadzu HMVZ 2000). As leituras do niimero de dureza de Knoop
(KHN) foram obtidas diretamente do aparelho.

Férmula 2 - Calculo do niimero de dureza de Knoop

14230 x P

KHN = >
1

onde,
P = peso aplicado em gramas;

2 . . . :
1I” = comprimento da indentagdo em micrometros.

As medi¢des de microdureza foram realizadas em 134 blocos de
esmalte dentario, assim distribuidos: 26 blocos de esmalte dentario utilizados com a
solugfo-teste sacarose, 25 blocos de esmalte com a lactose, 27 blocos de esmalte com a

Stevita®, 28 blocos de esmalte com o esteviosideo e 28 blocos de esmalte controle.

As medig¢des de microdureza determinam perda ou ganho de mineral.
O comprimento de indentagdo aumenta quanto maior for a perda mineral. Medigdes de
microdureza através de sec¢des do esmalte ddo uma detalhada avaliagdo das condigdes
da lesdo (PURDELL-LEWIS et al, 1976). O volume de ganho ou perda de mineral
dentro do esmalte ¢ quantificado como perfil de microdureza através da converséo do
numero de dureza de Knoop obtido em diferentes profundidades pelo uso da formula
proposta por FEATHERSTONE et al (1983):

Formula 3 - Célculo da percentagem de volume mineral

%Vol. Mineral = 4,3vKHN +11,3 (r =0,919)
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4.10 Analise estatistica

O peso umido de placa bacteriana, o nimero de UFC de estreptococos do
grupo mutans e lactobacilos por mg de placa bacteriana ¢ a concentragdo de
polissacarideos solliveis e insoluveis obtidos com os diferentes tratamentos foram
avaliados através do teste ndo paramétrico de Friedman, complementado por um teste

de comparac¢des multiplas do Teste de Friedman.

Os valores de microdureza de Knoop foram analisados pelo método
parameétrico de Analise de Variancia, para avaliagdo do efeito dos tratamentos dentro de
cada profundidade medida nos blocos de esmalte. Para determinar as diferengas
significativas entre os tratamentos, foi utilizado o Teste de Comparagdes Multiplas de
Tukey. Esses testes foram realizados através do software SPSS (Statistical Package for

Social Science).

O nivel de significincia adotado foi convencionalmente fixado em <5%.



5. RESULTADOS

5.1 Peso imido de placa bacteriana

O peso imido de placa bacteriana coletada de dois blocos de esmalte variou

de acordo com a solugéio adogante utilizada (Tabela 1). Observa-se que, com a solugdo

de sacarose, ocorre formagio de maior quantidade de placa bacteriana do que com as

solugdes de Stevita® e de esteviosideo (p<0,001). Apesar de a lactose formar menor

quantidade de placa bacteriana do que a sacarose, essa diferenga ndo foi

estatisticamente significante. O esteviosideo ocasionou 0 menor acimulo de placa

bacteriana.

Tabela 1 - Peso umido de placa bacteriana (mg) apos o tratamento com as solugdes de
sacarose (SAC), lactose (LACT), Stevita® (STEV) e esteviosideo (ESTEV)

PESO UMIDO DE PLACA
INDIVIDUOS SAC LACT STEV ESTEV
1 48,50 42,80 29.40 14,40
2 40,30 16,00 7,60 9,70
3 13,00 9,30 9,10 5,60
4 14,60 15,30 23,30 6,40
5 42,60 12,30 12,70 8,60
6 15,20 20,80 8,60 12,60
7 27,10 13,80 11,10 7,30
Média 28.80% 18,60 14,50" 920"
Desvio-Padrio 15,00 11,23 8,42 326

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si (p<0,001, Teste de Friedman).
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5.2 Colonizacio por bactérias cariogénicas

As Tabelas 2 e 3 relacionam o nivel de estreptococos do grupo mutans e
lactobacilos de acordo com as solugSes-testes utilizadas. Constata-se que o nivel de SM
por mg de placa na presenga de esteviosideo (2,539 + 2,457 log;o UFC/mg de placa) foi
inferior ao encontrado com os adogantes sacarose (5,279 + 5,690 log;, UFC/mg de
placa), lactose (4,249 + 4,403 log,o UFC/mg de placa) e Stevita® (4,242 + 4,520 log,
UFC/mg de placa), p<0,05. Observou-se uma maior prevaléncia de SM com a sacarose
do que com a lactose e Stevita®, apesar dessa diferenca nfio ser estatisticamente

significante (Tabela 2).

Tabela 2 - Nivel de estreptococos do grupo mutans (log;, UFC/mg de placa) apos o
tratamento com as solu¢des de sacarose (SAC), lactose (LACT), Stevita® (STEV) e
esteviosideo (ESTEV)

SOLUCAO

INDIVIDUOS SAC LACT STEV ESTEV
1 2,778 3,041 3,041 2,301
5 6,114 2,699 3,398 0,000
3 2,778 0,000 0,000 1,845
4 3,863 4,813 4,954 2,748
5 4,079 4,602 3,580 2,869
6 3,362 4,146 4,380 2,778
7 3,869 3,556 2,908 2,398

Média 5279 4,249* 4,242% 2,539

Desvio-Padrio 5,690 4,403 4,520 2,457

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si (p<0,05, Teste de Friedman)

A Figura 5 mostra a distribuicdo dos dados de estreptococos do grupo
mutans de acordo com sua mediana e quartis dentro dos quatro tratamentos utilizados

neste estudo.
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Figura 5 - Mediana e quartis de log;, UFC de streptococos do grupo mutans por mg de
placa ap6s tratamento com as solugdes de sacarose (SAC), lactose (LACT), Stevita®

(STEV) e esteviosideo (ESTEV)
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De acordo com a Tabela 3, foi observado menor crescimento de

lactobacilos com esteviosideo (0,310 + 0,481 log;, UFC/mg de placa) do que com

sacarose (6,147 + 6,312 log), UFC/mg de placa) e com lactose (5,386 + 5,718 log;,

UFC/mg de placa), p<0,001. O nivel de crescimento de lactobacilos com esteviosideo e

Stevita® foi semelhante.

Tabela 3 - Nivel de lactobacilos (log;, UFC/mg de placa) apos o tratamento com as
solugdes de sacarose (SAC), lactose (LACT), Stevita® (STEV) e esteviosideo (ESTEV)

SOLUCAO-TESTE
INDIVIDUOS SAC LACT STEV ESTEV
1 6,748 1,949 1,531 0,000
9 2,556 1,591 0,000 0,000
3 5,602 6,146 3,431 0,556
4 6,176 3,079 3,000 0,000
5 4,380 0,204 1,672 0,000
5 6,362 5,477 2,869 0,903
7 2,477 0,602 1,255 0,431
Média 6,147 5,386" 2,812° 0,310"
Desvio-Padrio 6,312 5,718 2,996 0,481

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si (p<0,001, Teste de Friedman)
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A Figura 6 mostra a distribui¢fio dos dados de lactobacilos de acordo com

sua mediana e quartis dentro dos quatro tratamentos utilizados neste estudo.

Figura 6 - Mediana e quartis de log;y UFC de lactobacilos por mg de placa apos
tratamento com as solugdes de sacarose (SAC), lactose (LACT), Stevita® (STEV) ¢
esteviosideo (ESTEV)

Log, UFC de Lactobacilos

SAC ESTEV STEV LACT

5.3 Concentracio de Polissacarideos Soliveis e
Insoluveis

As Tabelas 4, 5 ¢ 6 mostram a média, o desvio-padriio ¢ a amplitude das
concentragdes de polissacarideos soliiveis e insoluveis encontrados na placa bacteriana

apos o uso das diferentes solugdes-testes, expressos em pg por mg de placa.

A solug@o de sacarose possibilitou a formagdo de placa bacteriana com
concentragdes mais elevadas de polissacarideos soluveis (33,68 + 14,63 ug/mg de
placa) do que com as solugdes de Stevita® (7,53 + 3,66 pg/mg de placa) e de
esteviosideo (5,80 + 4,36 ug/mg de placa) (p<0,01) (Tabela 4). Apesar de a lactose
produzir menores concentragdes de polissacarideos soluveis (9,37 + 3,76 pm/mg de

placa) do que a sacarose, essa diferenga ndo foi estatisticamente significante. A placa
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bacteriana formada na presenga de esteviosideo foi a que apresentou as mais baixas

concentragdes de polissacarideos soluveis.

A média da concentragdo de polissacarideos soluveis produzidos na placa
bacteriana na presenga de sacarose foi seis vezes superior ao esteviosideo, quatro vezes

a da Stevita® e trés vezes a da lactose. Nao houve diferenga significativa em termos de

formagdo de polissacarideos soliveis entre a lactose, a Stevita® e o esteviosideo
(Tabela 4).

Tabela 4 - Concentragdes de polissacarideos soluveis na placa bacteriana , apos o
tratamento com as solugdes de sacarose, lactose, Stevita® e esteviosideo

Tratamentos Média + Desvio-padrio Amplitude
(ng/mg)
Sacarose 33,68 + 1463 a 13,68 - 55,17
Lactose 9,37 +3,76 ab 5,55-16,70
Stevita® 7,53+3,66 b 4,27-15,06
Esteviosideo 5,80+4.36b 0,73 -13,22

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si (p<0,01, Teste de Friedman).

Em relagdo a produgdo de polissacarideos insoluveis (Tabela 5) formados
na placa bacteriana ap6s o uso das diferentes solugdes-testes, o que se pode observar €
que a placa bacteriana formada na presenga de alta freqiiéncia de sacarose apresenta
concentragdes mais elevadas de polissacarideos insolaveis (124,81 + 101,56 ng/mg de
placa) do que as outras trés solugdes-testes lactose (7,35 * 6,96 pg/mg de placa),
Stevita® (8,08 * 5,28 ug/mg de placa) e esteviosideo (5,32 + 5,03 pg/mg de placa). A
placa bacteriana formada na presenga de esteviosideo foi a que apresentou as menores

concentragdes de polissacarideos insoluveis.
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Tabela 5 - Concentragdes de polissacarideos insoliveis na placa bacteriana, apds o
tratamento com as soluges de sacarose, lactose, Stevita® e esteviosideo

Tratamentos Média * Desvio-padrio Amplitude
(ug/mg)
Sacarose 124,81 £ 101,56 a 25,80 —-315.39
Lactose 7,35+6,96 b 0,48 — 17,41
Stevita® 8,08+528b 2,70-18,17
Esteviosideo 532+503b 0,50 -15,54

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si (P<0,01, Teste de Friedman).

Como mostra a Tabela 6, o uso da solucdo-teste sacarose a 17% na
freqiéncia de sete vezes ao dia favoreceu a formacdo de placa bacteriana com
concentragdes de polissacarideos totais (soliveis + insolaveis) dez vezes superior ao
uso da lactose a 1,8% e da Stevita® a 2% e quatorze vezes superior ao do esteviosideo a
0,2% na mesma frequi€ncia diaria. Portanto, a placa bacteriana formada na presenca de
sacarose apresentou concentragdes de polissacarideos totais (158,68 + 106,54 ug/mg de
placa), diferente estatisticamente (p<0,01) dos adogantes lactose (16,78 + 5,52 ng/mg
de placa), Stevita® (15,68 + 5,72 ug/mg de placa) e esteviosideo (11,16 + 6,24 ug/mg
de placa). Nenhuma diferenga estatistica entre os adogantes Stevita®, lactose e

esteviosideo foi observada.

Tabela 6 - Concentragles de polissacarideos (soliveis+insoluveis) na placa bacteriana,
, ~ . ® . , g
apos o tratamento com as solugdes de sacarose, lactose, Stevita™ e esteviosideo (média,

desvio-padrdo e amplitude)

Tratamentos Média + Desvio-padréo Amplitude
(ug/mg)
Sacarose 158,68 106,54 a 51,14 — 363,64
Lactose 16,78 £ 5,52 b 8,07 — 23,97
Stevita® 15,68 +5,72 b 6,97 — 24,08
Esteviosideo 11,16 £624 b 1,23 - 18,95

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si (P<0,01, Teste de Friedman)
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5.4 Exame visual com lupa dos blocos de esmalte
dentario

A distribuigdio dos individuos com alteragio na superficie dos blocos de

esmalte apos a utilizagdo de diferentes solugdes adogantes € mostrada na Tabela 7.

Tabela 7 - Distribuigdo dos individuos (numero e percentagem) com presenga de
alteragdes no esmalte apos utilizagdo de sacarose a 17% (SAC), lactose a 1,8% (LACT),
Stevita® a 2% (STEV) e esteviosideo a 0,2% (ESTEV)

SOLUCOES ADOCANTES

INDIVIDUOS SAC LACT STEV ESTEV
Sem alteraggo 0 (0,0) 2 (28,6) 4 (57,1) 7 (100)
Com alteragdo 7 (100) 5(714) 3 (42,9) 0 (0,0)

Os numeros entre parénteses representam a percentagem

Observa-se que 100% dos individuos que utilizaram sacarose apresentaram
alteragbes macroscopicas no esmalte. Essa proporgéo diminuiu com a lactose (71,4%) e
com a Stevita® (42,9%). Nenhum individuo apresentou alteragdo nos blocos de esmalte

quando utilizou o esteviosideo.

A Tabela 8 apresenta a severidade do desenvolvimento da lesfo de caric na
superficie dos blocos de esmalte ap6és o tratamento com as respectivas solugdes

adogantes.

Tabela 8 - Caracteristicas macroscopicas dos blocos de esmalte (nimero e
percentagem) submetidos a diferentes solu¢des adogantes

EXAME SOLUCAO- TESTE _
VISUAL SAC LACT STEV ESTEV
Higido 0(0) 15 (53,6) 22 (78,6) 28 (100,0)
MB Loc 0 (0) 5(17,8) 2(7,1) 0 (0)
MB Gen 4 (14,3) 4 (14,3) 1(3,6) 0 (0)
Cavidade 24 (85,7) 4 (14,3) 3(10,7) 0(0)
TOTAL 28 (100,0) 28 (100,0) 28 (100,0) 28 (100,0)

Os numeros entre parénteses representam a percentagem

A sacarose causou desmineralizagdo em todos os blocos de esmalte, sendo
que, na maioria dos casos (85,7%), ocorreu formagio de cavidades. Nenhum caso de

desmineralizaggo clinica foi observado com o esteviosideo. A lactose apresentou 46,4%
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dos blocos com alteragdo macroscépica no esmalte (17,8% MBL, 14,3% MBG e 14,3%
C). Em relagfio a Stevita®, constatou-se desmineralizagdo em 21,4% dos blocos (7,1%
MBL, 3,6% MBG e 10,7% C).

Nos casos em que ocorreu formagdo de cavidades, observa-se que a
sacarose causou alteragdes mais severas, sendo as cavidades maiores e melhor definidas

em relagdo as cavidades encontradas com as solugdes de lactose e Stevita®.

A Tabela 9 apresenta o resultado da analise estatistica entre as diferentes
solugdes adocantes, segundo as alteragdes macroscopicas encontradas nos blocos de

esmalte.

Tabela 9 - Anélise estatistica entre os diferentes adogantes em relagdio ao numero de
blocos com alteragio no esmalte e severidade de lesdo

GRUPOS SIGNIFICANCIA
SAC X LACT S*
SAC X STEV S

SAC X ESTEV S
LACT X STEV NS
LACTXESTEV S
STEVXESTEV NS

*Teste de Friedman, p<0,001

Houve diferencga estatisticamente significante no niimero e severidade de
lesdo dos blocos de esmalte entre a sacarose e os demais adocantes. Essa diferenga foi
observada também entre a lactose e o esteviosideo. Apesar de a lactose apresentar no
exame visual com lupa 46,4% dos blocos com alteragdo e a Stevita® 21,4% (Tabela 8),
essa diferenca ndo foi estatisticamente significante. N#o se observou diférenga

significante entre a Stevita® e o esteviosideo.



83

3.5 Medicdes de microdureza em profundidade no
esmalte dentario

As médias e os desvios-padrdes dos dados de microdureza de Knoop (KHN)
nas profundidades estudadas para os diferentes tratamentos a que os blocos de esmalte
dentario foram submetidos in situ estio apresentados na Tabela 10. As médias de
microdureza nas diferentes profundidades mostram que o tratamento com sacarose foi
aquele que apresentou os menores valores em todas as profundidades, demonstrando,
assim, que o uso da solugdo-teste sacarose 17% foi capaz de provocar perda mineral
no tecido dentario de todos os blocos de esmalte utilizados neste estudo (Figura 7). Até
a profundidade de 70 um, o tratamento com sacarose apresentou diferenga
estatisticamente significante dos outros tratamentos, a partir de 90 um de profundidade,
esse tratamento atingiu um valor médio de KHN acima de 300. A sacarose ocasionou

extensa area de desmineralizagdo nos blocos de esmalte dentario de todos os individuos

(Figura 8).

Os tratamentos com as solugdes-testes lactose e Stevita® ndo mostraram
diferenga estatisticamente significante entre as médias de microdureza nas
profundidades de 10 a 70 um. No entanto, a média de microdureza do esmalte com
lactose foi menor até 20 pm de profundidade diferindo estatisticamente do esteviosideo
e do controle. Isso demonstra que a lactose promove perda mineral no esmalte dentario
quando utilizada nas concentrages e frequiéncias diarias deste estudo (Figura 9).
Observou-se uma grande variagdo entre os individuos quanto ao grau de severidade da
lesdo quando utilizou-se lactose; no entanto, nem todos os blocos de esmalte exibiram

perda mineral (Figuras 10a ¢ 10b).

Na profundidade de 30 um, a lactose apresenta a média de KHN menor do
que o esteviosideo e o controle, apesar de a diferenga com o controle ndo ser
estatisticamente significante. Ja na profundidade de 50 um ndo € observada diferenga

estatistica entre a lactose e os outros tratamentos estudados, com excecdo da sacarose.



Tabela 10 - Microdureza em profundidade (KHN) dos blocos de esmalte dentario com os tratamentos Sacarose, Lactose, Stevita®,

Esteviosideo e Controle (média, desvio-padréio € amplitude).

Profundidades
Tratamentos n 10um 20um 30um 50um 70um 90um 110pum
Sacarose 26 30,92 +50,27* 50,15 +70,14* 90,75 +£90,84* 201,47 +£109,61* 266,38 +84,48" 301,86 +55,74" 316,27 +36,21*
(0,0-185,0) (0,0 - 208,0) 0,0-2743)  (0,0-408,7)  (0,0-402,7)  (1350-389,0) (222,7-384,3)

Lactose 25

Stevita® 27

Esteviosideo 28

Controle 28

194,58 + 115,49"
(0,0 - 369,0)

228,30 + 80,38
(35,9 - 361,0)

254,79 + 58,55
(137,7-371,0)

286,00 + 53,62°
(174,0 - 372,0)

235,99 + 76,89"
(0,0 - 336,0)

255,05 + 62,77
(58,3 - 340,0)

295,63 + 41,43¢
(203,7 - 381,0)

290,91 + 29,55¢
(231,0 - 348,0)

263,09 + 65,00
(0,0 - 329,0)

286,85 + 55,77
(68,9 - 358,0)

312,54 +40,55°
(247,7 - 391,0)

307,80 + 32,09
(254,0 - 392,3)

306,68 + 71,61"
(0,0 - 403,7)

328,94 + 44,87
(161,7 - 404,0)

346,82 + 18,56°
(316,7 - 407,0)

344,70 +26,22"
(305,0 - 399,3)

311,68 + 51,81"
(85,2 - 373,3)

333,56 + 33,94"
(235,3 - 385,0)

345,91 + 24,68
(279,7 - 390,0)

345,14 +28,95"
(270,3 - 389,0)

314,89 + 34,86
(232,7 - 393,0)

342,28 +30,21°
(280,7 - 395,0)

349,07 +21,48"
(300,3 - 388,3)

344,43 +19,76"
(306,0 - 384,0)

323,96 + 28,58
(270,0 - 381,0)

349,91 +27,32"
(268,7 - 409,7)

348,82 +26 47"
(278,3 - 407,0)

343,37 £ 20,23
(297,3 - 375.,0)

* Médias seguidas de letras distintas diferem entre si na mesma coluna - Teste de Tukey (p<0,05).

8
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Figura 9 - Zona de lesdo de carie com indentagdes em um dos blocos de esmalte
dentario submetido ao tratamento com lactose 1,8%, sete vezes ao dia, no individuo 1
(200 x). 1 - resina, 2 - esmalte dentério, 3 - lesdo de carie em esmalte, < = indentagdo.

Figura 10 - Percentual de volume mineral versus profundidade da superficie dos blocos
de esmalte dentario submetidos ao tratamento com lactose do individuo | (a) e do
individuo 2 (b).
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A Stevita® apresentou médias de microdureza maiores do que a sacarose,
e, portanto, foi diferente estatisticamente dessa em todas as profundidades. A Stevita®
obteve valores de média de KHN menores (228,70) que o controle (286,00) somente na
profundidade de 10 um, sendo diferente estatisticamente desse nessa profundidade. A
Stevita® mostra valores de KHN intermediarios entre a lactose e o esteviosideo, ndo

apresentando diferenca estatistica desses dois adogantes.

As Figuras 11 e 12 mostram respectivamente a lesdo de carie subsuperficial
e a area de perda mineral nos blocos de esmalte dentario tratados com Stevita®
provocadas por esse tratamento nos individuos 1 e 3. O individuo 1 apresentou
desmineralizagdo em dois blocos de esmalte, o individuo 3 em todos os blocos ¢ o
individuo 2 em apenas um dos quatro blocos, os demais individuos néo apresentaram

blocos de esmalte com perda mineral.

O esteviosideo ndo ocasionou desmineralizagio nos blocos de esmalte
dentario de todos os individuos (Figura 13). Analisando as médias de microdureza
referente as profundidades dentro de cada tratamento, verifica-se que somente o
controle ¢ o esteviosideo ndo apresentaram diferengas significativas entre si em
nenhuma profundidade, isto €, os blocos de esmalte dentario tratados com esteviosideo
mostraram um perfil de microdureza semelhante aos blocos de esmalte controle, que

néo foram colocados na cavidade bucal ( Figura 14).
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Figura 11 - Zona de lesdo de carie com indentagdes em um dos blocos de esmalte
dentario submetido ao tratamento com Stevita® do individuo 1 (200 X). 1 - resina, 2 -
esmalte dentario, 3 - lesdo de carie em esmalte, «— = indentagfo. '

Figura 12 - Percentual de volume mineral versus profundidade da superficie dos blocos
de esmalte dentario submetidos ao tratamento com Stevita® dos individuos 1 (a) e 3
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Figura 13 - Bloco de esmalte dentario sem lesdo de carie submetido ao tratamento com
esteviosideo do individuo 4 (200 x). 1 - resina, 2 - esmalte dentario, < = indentacdo.

Figura 14 - Percentual de volume mineral versus profundidade da superficie dos blocos
de esmalte dentario submetidos ao tratamento com esteviosideo do individuo 4.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliado o potencial cariogénico do adogante comercial
Stevita®, que tem na sua formulagdo 90% de lactose € 10% de esteviosideo,

comparando com solugdes de lactose, esteviosideo e sacarose utilizando um modelo in

Situ.

Os resultados encontrados mostram que a sacarose ¢ o tratamento mais
cariogénico, o que coincide com outros trabalhos existentes na literatura
(GUSTAFSSON et al, 1954, KOULORIDES et al, 1976; TEHRANI et al, 1983;
BRUDEVOLD et al, 1983; REBELO, 1994). O tratamento com esteviosideo mostrou-se
ndo cariogénico como indicam os estudos ir vitro (YABU et al, 1977; IKEDA et al,
1978; BERRY ¢ HENRY, 1981; PINHEIRO et al,1987; CHEDID, 1990; MALTZ et al,
1992) e em animais (OLIVEIRA et al, 1985; DAS et al, 1992). A lactose apresentou
uma cariogenicidade menor do que a sacarose, como nos estudos em modelos intra-
orais de  KOULORIDES et al (1976); BRUDEVOLD et al (1983); BIRKHED et al
(1993). MALTZ et al (1992), estudando o efeito in vitro da sacarose, lactose, Stevita® e
esteviosideo no metabolismo de bactérias cariogénicas, observou que a produgio de
acido e polissacarideos € maior na presenga de sacarose do que de lactose. A Stevita®
apresentou resultados semelhantes a lactose. No presente estudo, a Stevita® apresentou
uma cariogenicidade menor que a lactose e maior do que o esteviosideo. Os resultados
indicam que o produto comercial Stevita®, a base de lactose e esteviosideo, € um

substituto adequado para a sacarose.

As analises de microdureza em profundidade e do exame visual com lupa
mostraram perda mineral em todos os blocos de esmalte dentario de todos os individuos
quando a sacarose foi utilizada na freqii€ncia de sete vezes ao dia. Os blocos de esmalte
dentario exibiam na maioria das vezes cavitagdo evidente, inclusive quando do exame
visual com lupa. KOULORIDES et al (1976) testando solugdo de sacarose em
concentragdo e freqiiéncia menores do que a do presente estudo (solugfio de sacarose a
3%, quatro vezes ao dia), observaram desmineralizagdo nos blocos de esmalte dentario.

Uma relagdo positiva entre freqiiéncia de ingestdo de sacarose € desmineralizagdo do
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esmalte dentirio também foi observada em outros trabalhos. REBELO (1994),
utilizando in situ solugdo de sacarose a 20%, nas freqiiéncias de zero, duas, quatro e
oito vezes ao dia, observou que a partir de quatro vezes, os blocos de esmalte ji exibiam
desmineralizagdio, sendo que na freqiiéncia de oito vezes ao dia, todos os blocos de
esmalte apresentavam desmineralizagdo. TEHRANI et al (1983) verificaram que
solucdo de sacarose a 1%, seis vezes ao dia, provoca desmineralizagdo dos blocos de

esmalte em todos os individuos.

O tratamento com esteviosideo ndo ocasiona perda mineral nos blocos de
esmalte dentario, conforme mostram os dados de microdureza em profundidade e do
exame visual com lupa, coincidindo com os estudos realizados em animais (ratos) por
OLIVEIRA et al (1985) e DAS et al (1992).

O uso da solugdo de lactose a 1,8% provocou perda mineral no esmalte
dentario em média até a profundidade de 30 pm. Quase a metade (47%) dos blocos de
esmalte testados com lactose apresentavam algum grau de lesdo de cérie, quando do
exame visual com lupa, sendo que 14,3 % dos blocos de esmalte exibiram cavitagio.
Estudos em humanos, usando modelos intra-orais, onde o efeito cariogénico da lactose
foi avaliada junto com outros agucares, mostraram resultados semelhantes ao deste
estudo em termos de desmineralizagdo dos blocos de esmalte dentario (KOULORIDES
et al, 1976, BRUDEVOLD et al, 1983). Observou-se, neste estudo, uma certa
variabilidade na severidade das lesdes de carie entre os individuos (Tabela 10). Isso
pode ser observado nas Figuras 10 a e b, onde os dados de percentual de volume
mineral nos blocos testes e controle nas diferentes profundidades sio apresentados.
Nota-se na Figura 10a, correspondente ao uso da lactose pelo individuo um, a extensa
area de desmineralizagdo, enquanto que no individuo dois, essa area praticamente nio
existe, pois as medidas de microdureza dos blocos testes sdo muito semelhantes aos

seus respectivos controles (Figura 10b).

BRUDEVOLD et al (1983) e BIRKHED et al (1993), ao discutirem os
resultados encontrados com a lactose em termos de desmineralizagdo dos blocos de
esmalte dentario e efeito sobre o pH da placa bacteriana in vivo, mencionam o fato de

que a fermentagdo da lactose pelos microrganismos da placa depende da sintese de
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enzimas indutiveis, fazendo com que o potencial cariogénico da lactose em diferentes
humanos ou em um sujeito em diferentes tempos possa variar grandemente,
dependendo de exposigdes recentes a lactose. Essa ¢ uma das provaveis explicagdes
para a variagdo na severidade da desmineralizagdo dos blocos de esmalte dentario
observada neste estudo entre os individuos que utilizaram lactose. KOULORIDES et al
(1976), MACPHERSON et al (1990) e FEATHERSTONE e ZERO (1992) observaram,
em estudos in situ, com esse e outros substratos, grande variag¢do entre individuos. No
presente estudo foi observada também variagdo entre individuos nos tratamentos com
sacarose ¢ Stevita®, portanto outras variaveis como composi¢do da saliva, fluxo salivar,
capacidade tampdo da saliva, dieta dos individuos, etc. podem estar influenciando essa

variagdo.

Os resultados de desmineralizagdo dos blocos de esmalte dentario foram
diferentes entre lactose e esteviosideo, mas n3o houve diferenga estatistica entre
Stevita® e lactose € Stevita® e esteviosideo, conseqiientemente o tratamento com a

Stevita® mostrou perdas minerais no esmalte dentario menores do que a lactose e
maiores do que o esteviosideo, mostrando um comportamento intermedidrio a esses

dois adogantes.

Estudos mostram uma certa correlagdo entre freqi€ncia de consumo de
sacarose ¢ aumento no nimero de estreptococos do grupo mutans na placa e na saliva
(VAN HOUTE, 1980; ZICKERT et al, 1982; ZERO et al, 1986; MACPHERSON et al,
1990). Neste estudo, a colonizag@io dos blocos de esmalte dentério por estreptococos do
grupo mutans ocorreu em todos os individuos que tinham entre 10* ¢ 10° UFC de
estreptococos do grupo mutans por ml de saliva. Os blocos de esmalte dentario,
submetidos a solugio-teste sacarose a 17%, sete vezes ao dia, apresentaram niveis mais
elevados de estreptococos do grupo mutans quando comparados aos outros tratamentos.
No entanto, o nivel de estreptococos do grupo mutans entre a sacarose, lactose e
Stevita® ndo apresentaram diferenga estatisticamente significante. O tratamento com
esteviosideo foi o que apresentou os mais baixos niveis de colonizagdo por
estreptococos do grupo mutans, diferindo estatisticamente da sacarose, lactose e

Stevita® .
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Os dados obtidos neste estudo, em termos de colonizagio dos blocos de
esmalte dentario por estreptococos do grupo mutans com os tratamentos sacarose,
lactose e Stevita®, sdo compativeis com a presenga de desmineralizagio encontrada
nesses blocos de esmalte, bem como os baixos niveis de SM encontrados no tratamento
com esteviosideo sdo igualmente compativeis com a auséncia de perda mineral
observada nos blocos de esmalte utilizados nesse tratamento. Resultados semelhantes
foram observados por MACPHERSON et al (1990), que encontraram niveis mais
elevados de SM nos sitios de esmalte que apresentavam maior perda mineral. No
presente estudo, assim como no de MACPHERSON et al (1990), observou-se a
presenga de SM em sitios de esmalte, onde minima ou nenhuma desmineralizagio
ocorreu. Esses resultados situam-se dentro da variagdo encontrada por outros trabalhos
(DUCHIN e VAN HOUTE, 1978; MARSH et al, 1989).

Os niveis de lactobacilos na placa bacteriana sfo geralmente muito baixos,
tanto nas placas sobre a superficie higida como sobre lesdes de “mancha
branca”(IKEDA et al, 1973). MACPHERSON et al (1990) observaram que ocorre
niveis mais elevados de lactobacilos em sitios de esmalte onde hd perdas minerais
extensas. No presente trabalho, nos tratamentos com sacarose e lactose, cujos blocos de
esmalte dentario apresentam além de lesdes de mancha branca também cavitagio,
observou-se niveis mais elevados de lactobacilos. A Stevita® apresentou graus leves de
desmineralizagdo dos blocos de esmalte dentario € apenas um individuo apresentou
cavidades quando do exame visual com lupa. No entanto, essas cavidades ndo foram
observadas no microdurémetro devido a localizagdo do corte realizado nos blocos de
esmalte para realizagdo das medigdes de microdureza em profundidade. Os blocos de
esmalte usados com Stevita® s6 diferiram estatisticamente dos blocos controle em
microdureza na profundidade de 10 um, e¢ os niveis de lactobacilos foram
extremamente baixos. O tratamento com esteviosideo ndo ocasionou desmineralizagio
dos blocos de esmalte, apresentando niveis baixos de lactobacilos em trés individuos e
ndo sendo detectado nos demais. Os niveis de lactobacilos com esteviosideo foram
menores que com os outros adogantes, mas ndo diferiram estatisticamente da Stevita®.
Os achados mostram que os niveis de lactobacilos na placa aumentam na presenga de

desmineralizagdo estabelecida € que as mudancas no ambiente local favorecem esses
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microrganismos. Os resultados estdo de acordo com as observagdes de EDWARDSSON
(1974) ¢ MACPHERSON et al (1990), que indicam que os lactobacilos estdo

associados com a progressdo da lesdo através do esmalte para dentro da dentina.

Varios estudos com modelos intra-orais foram conduzidos em periodos de
duas semanas (ZERO et al, 1991) ou até menos (KOULORIDES et al, 1976;
BRUDEVOLD et al, 1983). Como os individuos que participaram do presente estudo
residem em local com agua fluoretada, optou-se por periodos experimentais de quatro
semanas, para que os tratamentos pudessem provocar desmineralizagdo nos blocos de

esmalte dentario.

Nos aparelhos de acrilico intra-orais utilizados pelos individuos, uma tela
plastica foi colocada Imm acima dos blocos de esmalte para maior retengio de placa
sobre os mesmos e induzindo, dessa maneira, condigdes de alto desafio cariogénico. No
estudo-piloto, observou-se que o ndo uso da tela plastica sobre os blocos de esmalte faz

com que parte da placa bacteriana se desprenda com o decorrer do experimento.

A presenga de placa volumosa também estd associada a frequéncia de
ingestdo de sacarose. Observou-se que o tratamento com sacarose promove a formagdo
de uma quantidade maior de placa bacteriana sobre os blocos de esmalte dentario. No
presente estudo, o peso umido de placa bacteriana foi semelhante estatisticamente entre
a lactose e a sacarose ¢ entre a lactose, a Stevita® e o esteviosideo. Essa semelhanga
entre sacarose e lactose pode ser explicada pelo fato de que, embora tenha sido
permitido um actimulo de placa por 28 dias, a espessura final foi limitada pela altura
entre as superficies dos blocos e a tela plastica que os protegia. Caso a espessura de
placa ndo tivesse sido limitada, provavelmente as diferengas seriam mais evidentes,
pois a sacarose aumenta a quantidade de placa formada (MANDEL, 1974; REBELO,
1994).

Os achados em relagdo ao peso umido de placa bacteriana sdo compativeis
com as concentragdes de polissacarideos insoliveis encontrados na placa bacteriana

formada sobre os blocos de esmalte dentario com os diferentes tratamentos.



95

Os resultados mostram que houve uma maior concentragio de
polissacarideos insoliveis (carboidratos soliveis em alcali) e total de polissacarideos
na placa bacteriana formada na presenga de sacarose. Resultados semelhantes foram
encontrados também por MANDEL (1974), GAWRONSKI et al (1975), GEDDES et al
(1978) e REBELO (1994). O tratamento com sacarose diferiu estatisticamente da
lactose, isto também foi demonstrado in vivo por ARAUJO et al (1994); da Stevita®
como observado in vitro por MALTZ et al (1992); e do esteviosideo como foi avaliado
in vitro por CHEDID (1990) e MALTZ et al (1992).0s resultados obtidos neste estudo
sdo coerentes com o conhecimento cientifico sobre o papel dos polissacarideos na
cariogenicidade da placa bacteriana. Desse modo, a maior concentragio de
polissacarideos insolaveis (mutanos), formada na presenga de sacarose, levaria a uma
placa mais cariogénica. O PEC ¢ uma substincia que propicia a formagfo de uma placa
espessa na medida em que aumenta a aderéncia entre as bactérias € dessas as
superficies lisas dos dentes (NEWBRUN, 1988; ROLLA, 1989; MACPHERSON et al,
1990). Os polissacarideos extracelulares, além de serem importantes para a adesdo
bacteriana, também contribuem para as propriedades de difusdo na matriz da placa e
para a cariogenicidade dos estreptococos do grupo mutans (GIBBONS ¢ VAN HOUTE,
1973; ZERO et al, 1986). Uma explicagdo para isto € que a matriz influencia a difusdo
de agucares na placa bacteriana e aumenta a concentragdo de acido na interface
esmalte-placa (ROLLA, 1989), onde quedas mais acentuadas de pH ocorrem (FU e
ZERO, 1991).

Os tratamentos com lactose, Stevita® e esteviosideo acarretam baixas
concentragdes de polissacarideos insoluveis e total de polissacarideos quando
comparados com o tratamento com sacarose. Essas baixas concentragles de
polissacarideos insoliveis ndo sdo atribuidas as substincias testadas, pois as mesmas
ndo ddo origem a polissacarideos extracelulares. Os polissacarideos extracelulares so se
formam na presenga de sacarose. Portanto, as concentragdes de polissacarideos
insolaveis, encontradas na placa bacteriana formada na presenga de lactose, Stevita® e
esteviosideo, devem ser decorrentes da dieta desses individuos, visto que mesmo que
esses individuos tenham ingerido alimentos sem o aparelho de acrilico intra-oral, os

alimentos ingeridos demoram um certo tempo para serem eliminados da cavidade bucal
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€, consequientemente, podem ter sido aproveitados pelas bactérias das placas dos blocos

experimentais, que voltaram a boca logo apds a alimentago.

Apesar da variagdo entre os individuos dentro de cada tratamento, este
estudo consegue mostrar as diferengas em termos de potencial cariogénico entre os
adogantes testados. A sacarose ¢ o tratamento mais cariogénico, isto ficou demonstrado
através das variaveis estudadas: peso umido de placa bacteriana, niveis de bactérias
cariogénicas, concentragdo de polissacarideos insoltveis € total de polissacarideos, bem
como pelas perdas minerais provocadas em 100 % dos blocos de esmalte dentario. O
tratamento com esteviosideo pode ser considerado ndo cariogénico, pois diferiu
estatisticamente da sacarose em relagdo aos valores encontrados para peso umido de
placa bacteriana, concentragdo de polissacarideos soluveis, insoluveis e total de
polissacarideos e pela auséncia de perda mineral nos blocos de esmalte compativeis
com os baixos niveis de estreptococos do grupo mutans e lactobacilos encontrados na

placa bacteriana formada sobre esses blocos.

A lactose promoveu uma perda mineral menor do que a sacarose, apesar de

que as variaveis peso umido de placa e niveis de estreptococos do grupo mutans ¢

lactobacilos mostrarem-se semelhantes com os dois tratamentos. No entanto, em

relagdio as concentragdes de polissacarideos insoluveis e total de polissacarideos, esses
adogantes diferiram estatisticamente, reforcando os dados ja existentes na literatura de

que a concentragdo de polissacarideos na placa influencia seu potencial cariogénico.

A Stevita® mostrou-se semelhante a lactose, quanto as varidveis peso
umido de placa, nivel de estreptococos do grupo mutans, concentragio de
polissacarideos e microdureza em profundidade. Ela também apresentou um
comportamento semelhante ao esteviosideo quanto as varidveis niveis de lactobacilos,
concentragio de polissacarideos e microdureza em profundidade. Portanto, a Stevita® €
um adogante com cariogenicidade intermediaria & lactose € ao esteviosideo, podendo

ser utilizado como substituto da sacarose em pacientes com alta atividade cariogénica.



7. CONCLUSOES

1) A sacarose ¢ um tratamento altamente cariogénico, pois provocou

desmineralizagdo em todos os blocos de esmalte dentario de todos os individuos.

2) O tratamento com esteviosideo € ndo cariogénico. Nio ocasionou perda
mineral nos blocos de esmalte dentario e apresentou valores inferiores ao tratamento
com Stevita®, para peso imido de placa bacteriana e nivel de estreptococos do grupo

mutans. O esteviosideo diferiu da sacarose em todas as variaveis.

3) A lactose apresentou menor grau de cariogenicidade do que a sacarose, o
que pode ser observado pelos resultados de perda mineral nos blocos de esmalte

dentario e concentragio de polissacarideos insoluveis.

4) A Stevita® é um adogante com cariogenicidade intermediaria a lactose e
ao esteviosideo, podendo ser utilizado como substituto da sacarose no tratamento de

pacientes com alta atividade cariogénica.
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