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RESUMO 

RESUMO 

Este trabalho teve como objetivos avaliar a cariogenicidade dos leites 

bovino, humano, formulados infantis e o efeito anticariogênico do flúor, quando 

suplementado em uma fórmula infantil, utilizando modelo animal de cárie sujeito a 

um alto desafio cariogênico. Dois experimentos foram realizados para atingir os 

objetivos propostos. No primeiro experimento, foram utilizadas sessenta ratas 

Wistar spf ( specific pathogen free) infectadas com Streptococcus sobrinus e 

dessalivadas, que receberam dieta 2000 e água destilada, deionizada e 

E?Sterilizada (ADE) com 1 0% de sacarose, ad líbítum, por sete dias. Após estes 

procedimentos, os animais foram individualmente aleatorizados e colocados em 

gaiolas suspensas individuais, sendo divididos em seis grupos experimentais: 

Grupo (1) ADE com 5% de sacarose ad líbitum e dieta essencial NCP#2, via 

entubação gástrica, duas vezes ao dia; (2) Leite bovino (Tipo A), ad libitum; Leites 

elaborados em fórmulas infantis: (3) Nan 2® reconstituído com ADE, ad libitum; (4) 

Nestogeno 2® reconstituído com ADE, ad libitum; (5) Ninho® coadjuvante de 

crescimento reconstituído com ADE, ad libítum; (6) ADE ad libitum e dieta 

essencial NCP#2, via entubação gástrica, duas vezes ao dia. No segundo 

experimento, foram testados os leites humano e a formulação industrial mais 

cariogênica obtida do primeiro experimento a qual foi suplementada com flúor. 

Desta forma, cinco grupos de dez ratas dessalivadas infectadas com S. sobrinus 

foram divididas em gaiolas suspensas recebendo: Grupo (1) ADE com 5% de 

sacarose ad libítum e dieta essencial NCP#2, via entubação gástrica, duas vezes 

ao dia; (2) Leite humano, ad /íbítum; Leites elaborados em fórmulas infantis: (3) 

Ninho® coadjuvante de crescimento reconstituído com ADE, ad libitum; (4) Ninho® 

coadjuvante de crescimento reconstituído com ADE suplemetado com 1 O ppm de 

flúor (NaF), após reconstituição e fornecido ad libitum; (5) ADE ad líbítum e dieta 

essencial NCP#2, via entubação gástrica, duas vezes ao dia. Ao final de 21 dias 

experimentais, os animais de ambos experimentos foram sacrificados e avaliados 

quanto à microbiota oral recuperada e ao índice de cárie pelo método de Keyes 
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RESUMO 

(1958) modificado por Larson (1981 ). Os resultados foram tratados 

estatisticamente através dos testes Shapiro-Wilk e Kruskai-Wallis. No experimento 

I, o leite bovino se apresentou como o menos cariogênico entre os leites, enquanto 

o Ninho® foi o que causou maior índice de cárie. Quanto à porcentagem de S. 

sobrinus recuperada da cavidade oral dos animais, não houve diferença 

estatisticamente significante entre os grupos estudados, exceto para o grupo ADE. 

No experimento 11, tanto o leite humano quanto o Ninho® suplementado com flúor, 

se apresentaram com menor cariogenicidade, não diferindo estatisticamente do 

grupo ADE, quanto ao total de cárie de superfície lisa. Quanto à porcentagem de 

S. sobrinus recuperada da cavidade oral, não houve diferença estatisticamente 

significante entre os grupos que receberam solução com sacarose e leites. Pode­

se concluir que os leites bovino e humano não foram cariogênicos e a adição de 

flúor na reconstituição do leite formulado foi capaz de reduzir sua cariogenicidade 

de forma significativa. As fórmulas infantis mostraram significante potencial 

cariogênico, devendo ser utilizadas com cautela. 

PALAVRAS-CHAVE: Cárie, leite, flúor, rata. 
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ABSTRACT 

ABSTRACT 

The aim of this study was to evaluate the cariogenic potential of cow, 

human and infant formula milks, and an infant formula milk supplemented with 

fluoride, using an animal model for caries assessment subjected to a high 

cariogenic challenge. Two separate animal experiments were performed. In the 

first, sixty female Wistar spf (specific pathogen free) rats, infected with 

Streptococcus sobrinus and desalivated, received diet 2000, and sterile dionized 

distilled water (SDW) with 1 0% sucrose ad libitum for seven days. After these 

procedures the animais were randomly placed in individual suspended cages and 

divided into six experimental groups. Group (1) SDW with 5% sucrose ad libitum 

and essential diet NCP#2, by gavage twice a day; (2) cow milk, ad libitum; infant 

formula solutions: (3) Nan 2® reconstituted with SDW, ad Jibitum; (4) Nestogeno 2® 

reconstituted with SDW, ad libitum; (5) Ninho® growth supporting reconstituted with 

SDW, ad libitum; (6) SDW ad libitum and essential diet NCP#2, by gavage twice a 

day. In the second experiment, the human milk and the most cariogenic infant 

formula found in the first experiment, which was supplemented with fluoride, were 

tested. Therefore, five groups of desalivated female rats infected with S. sobrinus 

were assigned to suspended cages and given: Group (1) SDW with 5% sucrose ad 

libitum and essential diet NCP#2, by gavage twice a day; (2) Human milk, ad 

Jibitum; infant formulas: (3) Ninho® growth supporting reconstituted with SDW, ad 

Jibitum; (4) Ninho® growth supporting reconstituted with SDW with 10 ppm fluoride 

(NaF), final concentration ad libitum; (5) SDW ad Jibitum and essential diet NCP#2, 

by gavage twice a day. In the end of 21-experimental days the animais from both 

experiments were killed and evaluated according to recovered oral microbiota and 

caries score by using Keyes (1958) modified by Larson (1981 ). The results were 

statistically assessed through Shapiro-Wilk and Kruskai-Wallis. On experiment I, 

cow milk was the least cariogenic of ali milks examined, whereas Ninho® was the 

most cariogenic. As for the percentage of S. sobrinus obtained from the oral cavity 

of the animais, there were no statistically significant differences between the 
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ABSTRACT 

groups studied, except for SDW group. In experiment 11, both the human milk and 

Ninho® supplemented with fluoride showed less cariogenic potential, showing no 

difference in some scores when compared to the SDW group. As for the 

percentage of S. sobrinus recovered from the oral cavity, there were no statistically 

significant differences among the groups that received sucrose and milk solutions. 

lt can be concluded that cow milk and human milk were not cariogenic, and that 

the addition of fluoride during the reconstitution of infant formula was able to 

decrease its cariogenicity significantly. The infant formulas showed some 

cariogenic potential and should be consumed under caution. 

Keywords: Caries, milk, fluoride, rat. 
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1. INTRODUÇÃO 

Cárie dental é uma doença infecciosa e transmissível, sendo um dos 

problemas mais freqüentes e antigos na humanidade (KEYES, 1960; BOWEN et 

ai., 1997). A etiologia da cárie dental pode ser considerada multifatorial, estando 

relacionada com as interações entre hospedeiro susceptível, dieta cariogênica, 

microrganismo e tempo (TANZER, 1981). 

A cárie de mamadeira tem sido diagnosticada em diversas crianças que 

fazem uso da amamentação, sendo motivo de preocupação em muitos países 

(GARDNER et ai., 1977; KOTLOW, 1977; BRAMS & MALONEY, 1983; 

HACKETT et ai., 1984). A causa deste padrão de cárie se deve ao prolongado e 

excessivo período de amamentação materna, assim como, dos conteúdos 

presentes em mamadeiras (ALALUUSUA et ai., 1996a; BOWEN et ai., 1997; 

ARAUJO et ai., 1998). 

A utilização do leite na alimentação humana é muito antiga e vem 

persistindo até os dias atuais, de tal forma que o leite tem sido considerado um 

dos alimentos mais consumidos pela humanidade (BOWEN & PEARSON, 1993). 

O leite bovino se destaca em produção e consumo e por isso merece 

maior atenção quanto aos efeitos na saúde da população. Este produto contém 

proteínas, glicídeos (lactose), lipídios, protídios (caseína, albumina), sais minerais, 

vitaminas A e D, além de ser rica fonte de vitamina B e diversos outros elementos 

como ferro, iodo, cálcio e enzimas (FL YNN, 1992; ARAUJO et ai., 1998; PETTI et 
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INTRODUÇÃO 

a/., 2000). Restritamente, em relação à saúde dental, deve ser enfatizado quanto 

ao leite bovino o potencial antibacteriano de suas enzimas (KOSIKOWSKI, 1970) 

e anticariogênico de algumas fosfoproteínas (REYNOLDS, 1987), bem como o 

papel da vitamina O, cálcio e flúor1 na estrutura do dente (WESTOVER et a/., 

1989). O leite bovino contém ainda aproximadamente 4% de lactose, que poderia 

contribuir para o desenvolvimento da cárie dental (STEPHAN, 1966; BOWEN et 

a/., 1991 ). Com base nesses fatores, muitos trabalhos procuram esclarecer o 

verdadeiro papel desse tipo de leite na saúde bucal. 

Dos diferentes tipos de leites consumidos pelas crianças, destaca-se o 

leite humano por possuir vantagens nutricionais, imunológicas e psicológicas 

(SUZUKI et a/., 1976; WESTOVER et a/., 1989), além da contribuição no 

crescimento e desenvolvimento da mandíbula (WESTOVER et a/., 1989). O leite 

humano é composto de proteínas, lipídios, carboidratos (7% lactose), vitaminas 

lipo e hidrossolúveis, minerais como cálcio, ferro, flúor, iodo e outros, sendo a 

única fonte de nutrientes nos primeiros meses de vida dos bebês (FL YNN, 1992), 

apresentando grande importância para a saúde geral e bucal da criança 

(WESTOVER et a/., 1989). Portanto, várias campanhas têm sido desenvolvidas 

com objetivos de motivar e orientar a população sobre seus benefícios. 

Uma grande variedade de leites formulados, líquidos ou em pó, tem 

sido encontrada nos supermercados e farmácias e vem ganhando espaço na 

1 Termo genérico para definir as formas iônicas (Fluoreto, ionizável e não ionizável) do elemento 
tlúor (CURY, 1990). 
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INTRODUÇÃO 

suplementação nutricional de bebês e crianças. A composição do leite bovino é 

em geral alterada pela indústria, que acrescenta ou reduz seus componentes, 

originando o leite formulado. Exemplos destes, são os leites fortificados ou 

suplementados, conhecidos pelo teor diferencial de certos componentes, como 

ferro, algumas vitaminas ou pelo baixo teor de lactose e gordura (SHEIKH & 

ERICKSON, 1996). 

Estas fórmulas infantis são reconstituídas a leite geralmente utilizando 

água de abastecimento público. O índice de redução de cárie pelo flúor presente 

na água consumida pelos humanos, varia de 1 0% a 60% (O'MULLANE, 1990; 

HARGREAVES, 1992). Mesmo em baixas concentrações, o flúor atua reduzindo a 

desmineralização e promovendo a remineralização das lesões iniciais 

(SILVERSTONE, 1977; TEN CATE & REMPT, 1986). Esta água, uma vez 

fluoretada, é considerada um método efetivo, seguro, econômico e disponível para 

grandes populações na prevenção da cárie dental (DIRKS et ai., 1978; MURRAY 

et ai., 1991; O'MULLANE, 1994). 

Em decorrência do consumo de leite bovino, humano e formulado, 

especialmente durante a infância e a correlação com a cárie dental segundo 

relatos da literatura, justificam-se os objetivos do presente trabalho de avaliar a 

cariogenicidade dos mesmos e também de verificar o efeito anticárie do flúor, 

quando suplementado ao leite, em animais expostos a um grande desafio 

cariogênico. 

COPPI, L. C. Avaliação da cariogenicidade de diferentes tipos de leites e efeitos da suplementação com flúor. 

21 



2. REVISÃO DA LITERATURA 



REVISÃO DA LITERATURA 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

Por mais de três décadas, assume-se que a cárie dental é uma doença 

infecciosa e transmissível (KEYES, 1960; BOWEN et a/., 1997). Em termos 

gerais, pode-se considerar sua etiologia como multifatorial considerando as 

interações entre hospedeiro susceptível, dieta cariogênica, microrganismo e tempo 

(TANZER, 1981 ). Sua prevalência, em alguns segmentos da população, tem 

diminuído nos últimos 25 anos, porém, ainda continua significando um problema 

de saúde pública para alguns grupos sociais (BOWEN et a/., 1997; PAKHOMOV, 

2000). 

A cárie de mamadeira tem sido diagnosticada em diversas crianças que 

fazem uso da amamentação (GARDNER et a/., 1977; KOTLOW, 1977; BRAMS & 

MALONEY, 1983; HACKETT et a/., 1984). MILNES (1996) reportou 80% de 

prevalência de cárie dental em crianças de até 4 anos de idade, em um grupo de 

nativos da América. Outros autores estimam que 3% a 6% das crianças, nesta 

faixa etária, apresentam cárie de mamadeira, sendo que em algumas populações 

esta relação pode variar de 10% a 13% (MATTOS-GRANER et a/., 1996; 

ERICKSON et a/., 1998). 

O leite humano tem sido considerado por alguns profissionais como o 

agente responsável pelo aparecimento da cárie dental similar à cárie de 

mamadeira. Esta condição geralmente se atribui ao fato das mães amamentarem 

seus filhos por um período prolongado, permitindo que a criança mame e durma 
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em contato com o seio com alta freqüência. Estes fatores determinam a presença 

desta típica cárie dental, que se caracteriza pela progressão rápida, com 

envolvimento pulpar precoce, envolvendo dentes raramente susceptíveis à cárie 

como os incisivos superiores, apresentando maior predominância na superfície 

vestibular dos incisivos e lingual dos molares superiores e posteriormente nos 

molares inferiores {SHELTON et a/., 1977; KOTLOW, 1977; ROBERTS, 1982; 

ALALUUSUA et a/., 1996a). A posição do bico do seio ou da mamadeira, entre o 

palato e a língua, permite um prolongado contato dos dentes superiores com o 

líquido cariogênico {GARDNER et ai., 1977), enquanto a diminuição do fluxo 

salivar durante o sono favorece ainda mais a utilização do substrato pela bactéria 

{KOTLOW, 1977). Por outro lado, os incisivos inferiores são pouco afetados, pois 

estão constantemente envolvidos pela saliva {GARDNER et a/., 1977), além de 

estarem sob a proteção da língua {SHEL TON et a/., 1977; JOHNSEN, 1984), 

sendo, portanto, motivo de discussão da saúde bucal por pediatras, dentistas e 

pesquisadores. 

A cárie de mamadeira aparenta estar fortemente associada com a 

infecção por Streptococcus mutans nas superfícies dentais, sendo que 

aproximadamente 60% da microbiota da placa dental é composta por S. mutans 

{VAN HOUTE et ai., 1982; BERKOWITZ et ai., 1984). A sacarose é considerada o 

carboidrato de maior potencial cariogênico {KRASSE, 1988; NEWBRUN, 1988). 

Segundo KRASSE {1988). Com a presença de sacarose o S. mutans sintetiza 

polissacarídeos extracelulares, que conferem volume e adesividade à placa dental 
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e grandes quantidades de ácido láctico, que promovem diminuição do pH da placa 

e conseqüente desmineralização do esmalte. KOULOURIDES et a/., em 1976, 

relataram que há variação do pH da placa bacteriana em função de vários 

açúcares e concluíram que a lactose não reduziu o pH tão bruscamente quanto a 

sacarose, glicose, frutose e maltose. 

Outro fator a ser considerado na cárie de mamadeira é a relação entre 

o nível de infecção e a prevalência de cárie dental entre os membros de uma 

mesma família. Estudos em animais concluíram que filhotes provenientes de mães 

com alta atividade de cárie apresentaram também maior infecção por S. mutans e 

índice de cárie, quando comparados com aqueles provenientes de mães com 

baixa atividade de cárie e que, portanto, apresentavam menor infecção por S. 

mutans e índice de cárie, mostrando que a virulência do S. mutans é um dos 

fatores que estabelece alto envolvimento da lesão cariosa (BOWEN et a/., 1997). 

A diminuição do fluxo salivar durante o período noturno, quando 

associada ao uso da mamadeira, estimula o desenvolvimento dos 

microrganismos. Durante o sono, há a diminuição do fluxo salivar e o acesso da 

saliva aos dentes pode ser ainda mais restrito quando o bico da mamadeira se 

interpõe entre os dentes e a língua. Este fato, associado com a estagnação do 

leite açucarado em volta dos dentes, resulta em um meio altamente cariogênico e 

nestas circunstâncias favorece o aparecimento da cárie de mamadeira pelo 

aumento da cariogenicidade dos alimentos, sem a influência fisiológica da saliva 

(BOWEN, 1998). 
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O leite apresenta propriedades físicas similares às da saliva 

(REYNOLDS & STOREY, 1979; BOWEN et ai, 1991). A presença de cálcio, 

fósforo, magnésio e vitamina D em sua constituição, assim como nos seus 

derivados, contribuem na formação e no desenvolvimento dos dentes e ossos 

(WHITE, 1987). Ainda apresenta substâncias antimicrobianas como lisozima, 

peroxidase, lactoferrina, imunoglobulinas e possivelmente fatores de agregação 

bacteriana que podem afetar a microbiota bucal (KOSIKOWSKI, 1970; BOWEN & 

PEARSON, 1993) sendo, portanto, essencial para a saúde bucal, especialmente 

da criança (SHEL TON et ai., 1977), por apresentar propriedades cariostáticas 

(BOWEN & PEARSON, 1993). 

Embora o leite de muitas espécies seja explorado pelo homem, o leite 

bovino se destaca em produção e consumo. De forma geral, este produto contém 

proteínas, glicídeos (lactose), lipídios, protídios (caseína, albumina), sais minerais, 

vitaminas A e D, além de ser rica fonte de vitamina 8 (riboflavina e cálcio- quatro 

vezes mais que o leite materno) e diversos outros elementos como ferro, iodo, 

sódio, potássio, cloro, fósforo e zinco, todos consideravelmente importantes para o 

organismo (FLYNN, 1992; ARAUJO et a/., 1998; PETTI et a/., 2000). 

Restritamente, em relação à saúde dental, deve ser enfatizado o potencial 

antibacteriano de suas enzimas (KOSIKOWSKI, 1970) e anticariogênico de 

algumas fosfoproteínas (REYNOLDS, 1987), bem como o papel da vitamina D, 

cálcio e flúor na estrutura do dente (WESTOVER et a/., 1989). O leite bovino 

contém ainda aproximadamente 4% de lactose, que poderia contribuir para o 
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desenvolvimento de cárie, tornando esse alimento um dos principais responsáveis 

pela destruição dental (STEPHAN, 1966; BOWEN et ai., 1991). Alguns autores 

sugerem que todo o leite possui potencial cariogênico devido à presença de 

lactose que, quando fermentada produz um pH em torno de 5,0 favorecendo à 

desmineralização (ALBEY, 1980; RUGG-GUNN et ai., 1985; BIRKHED, 1990), 

diferindo de outros autores que consideram o leite bovino não cariogênico 

(REYNOLDS & DEL RIO, 1984; BOWEN et ai., 1991; CARBONEL et ai., 1995; 

BOWEN et ai., 1997; ARAUJO et ai., 1998; PETTI et ai., 2000). 

O leite bovino é praticamente o único leite disponível em grande 

quantidade, com abrangência e consumo mundiais, por isso sua relação com a 

saúde dental tem sido por muitos anos um tópico de bastante interesse. MICHAL 

(1969) examinou cuidadosamente informações de seus pacientes com cárie de 

mamadeira e concluiu que o leite bovino pode causar cárie dental. VIANNA 

(1971 ), num estudo in vitro, concluiu que leite sem adição de carboidratos pode 

produzir cárie dental se estagnado sobre o dente por determinado período. Por 

outro lado, pesquisas mais recentes contradizem tais informações colocando em 

evidência as propriedades cariostáticas do leite bovino (PETTI et ai., 2000). 

As fosfoproteínas presentes no leite, em destaque a caseína, são 

fortemente adsorvidas no esmalte dental in vitro e aparentemente apresentam 

capacidade de prevenir, mais de 20%, a dissolução do esmalte dental bovino in 

situ (WEISS & BIBBY, 1966; RUSOFF & KONIKOFF, 1975; REYNOLDS et a/., 

1982; REYNOLDS & WONG, 1983; REYNOLDS, 1987). Um estudo in vitro de 
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1995, desenvolvido por VACCA-SMITH & BOWEN, demostrou que a caseína do 

leite reduz a adsorção e a atividade da enzima glucosiltransferase (GTF), 

produzida pelos estreptococos, sobre a hidroxiapatita revestida por saliva (película 

salivar). Muitos componentes da dieta como carboidratos, lipídios e proteínas 

podem ser incorporados à película adquirida e afetar a atividade da 

glucosiltransferase sobre a superfície do dente. Segundo esse estudo, a kappa­

caseína e o leite bovino são exemplos desses componentes, pois foram capazes 

de reduzir a adsorção da GTF sobre a hidroxiapatita resultando numa menor 

produção de glucano. Toda caseína derivada do leite bovino, comportou-se 

também como um potente inibidor da adesão de Streptococcus sanguis (OMZ 9), 

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

quando comparada às outras proteínas, apesar de não interferir na fixação de 

Actinomyces viscosus Ny1, estando de acordo com os resultados obtidos por 

VACCA-SMITH et ai., 1994; GUGGENHEIM et a/., 1999, nos quais observaram 

redução de 73% a 80% na proporção de S. sobrinus, obtendo ainda, inibição do 

desenvolvimento de cárie dental em superfícies lisas e sulcos. Esses resultados 

sugerem que a caseína tem efeito inibitório sobre os estreptococos orais, pois é 

capaz de interagir com a superfície da bactéria, que está envolvida na adesão 

(NESSER et ai., 1994). 

Quanto às substâncias antibacterianas como a lactoferrina, a lisozima e 

a peroxidase, estas também podem afetar a microflora bucal. ARNOLD et ai., em 

1980, demostraram que a lactoferrina pode atuar contra várias cepas bucais, 
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inclusive S. mutans, em pH 5 a 6. O efeito antibacteriano desta enzima foi 

relacionado à seqüestração do ferro e à conseqüente privação nutricional do 

microrganismo (BOWEN & TABAK, 1995). A lisozima, uma proteína catiônica, é 

bastante conhecida por sua atividade muramidase, clivando a ligação beta-1 ,4 

glicosídica entre o N-acetil ácido murâmico e a N- acetilglicosamina dos 

peptidoglicanos bacterianos. Outros trabalhos indicam que a lisozima pode 

apresentar diversos efeitos antimicrobianos não necessariamente ligados à 

atividade de muramidase. Esses mecanismos antimicrobianos incluem agregação 

ou aderência bacteriana, rompimento de membrana na presença de ânions e 

ativação de autolisinas. Em relação à peroxidase, está bem estabelecido que esta 

catalisa a oxidação do tiocianeto na presença de peróxido de hidrogênio e gera o 

ânion hipotiocianeto e o ácido hipotiocianoso, produtos tóxicos que inibem o 

crescimento e metabolismo bacterianos (BOWEN & PEARSON, 1993). 

O leite bovino apresenta também aproximadamente 3,5% de gordura 

(GARDNER et a/., 1977), que atua formando uma membrana protetora na 

superfície dental e envolve os carboidratos da dieta, facilitando sua remoção da 

cavidade bucal. Esse efeito dos lipídios reduz a atividade bacteriana e 

conseqüentemente colabora para que o leite exerça efeito cariostático (RUSOFF 

& KONIKOFF, 1975). FLYNN, em 1992, relatou que a maioria dos minerais e 

elementos essenciais estão presentes tanto no leite bovino como no humano. 

Outros autores sugerem que o leite bovino possui um potencial 

anticariogênico, devido à presença de cálcio, fosfato e a atividade tamponante da 
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caseína, que possui ação anti-bacteriana contrapondo à cariogenicidade da 

lactose; portanto, estes fatores podem interferir nos fenômenos da 

desmineralização e remineralização dental {JENKINS & FERGUSON, 1966; 

WEISS & BIBBY, 1966; VIANNA, 1971; DEVER et ai., 1987; BOWEN et a/., 

1991). 

Outros trabalhos demonstraram que o leite bovino previne a queda dos 

valores do pH bucal {MOR & McDOUGALL, 1977) e tem capacidade de 

remineralizar o esmalte in vítro {McDOUGALL, 1977). 

Em modelo animal, avaliou-se o leite com 2% de gordura e leite com 

quantidade reduzida de lactose, assim como soluções contendo 1 0% de sacarose 

e 4% de lactose. Os animais que receberam 10% de sacarose e 4% de lactose 

apresentaram uma população de S. sobrinus significantemente maior que outros 

grupos {BOWEN et a/., 1991). O grupo 4% de lactose apresentou potencial para 

promover cárie dental quando comparado com o grupo controle água, sendo que o 

efeito cariogênico do grupo da lactose 4% pode ser resultado da maior 

concentração de S. sobrínus presente neste grupo em relação aos demais grupos 

testados, estando de acordo com GUSTAFSON et ai., 1955. Em contraste, 

STEINMAN et a/. em 1958, não observaram aumento de cárie em animais que 

receberam 20% de lactose três vezes ao dia. Quanto ao grupo que recebeu leite 

com quantidade reduzida de lactose apresentou insignificantes níveis de cáries, 

sendo provável que a lactose foi convertida em glucose e galactose. 
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Com base nesses fatores, muitos trabalhos procuram esclarecer o 

verdadeiro papel deste tipo de leite na saúde bucal, investigando a 

cariogenicidade e propriedades cariostáticas de seus componentes. 

Dos diferentes tipos de leites consumidos por crianças, destaca-se o 

leite humano por possuir vantagens nutricionais, imunológicas e psicológicas, 

além da contribuição no crescimento e desenvolvimento da mandíbula, pois os 

músculos da cavidade oral na criança são fortemente exercitados durante a 

sucção (WESTOVER et ai., 1989). 

Os atos de abertura, protusão, sucção e compressão da gengiva para 

extrair o leite do seio materno exercitam fortemente os músculos e são 

responsáveis pelo crescimento fisiológico e posicionamento correto da mandíbula. 

O músculo digástrico do bebê é duas vezes mais forte que o do adulto, além dos 

movimentos contribuírem para a abertura e drenagem da faringe e tuba auditiva, 

ajudando reduzir os riscos de infecções auditivas e respiratórias. Muitos bicos de 

mamadeiras permitem que o líquido flua muito rapidamente, obrigando o bebê a 

posicionar sua língua para frente para obstruir o fluido de leite enquanto engole. 

Esse fator, associado ao baixo esforço muscular requerido para retirar o leite, 

seria responsável pelo mal posicionamento da língua e pelo pequeno 

desenvolvimento oral (WESTOVER et ai., 1989). 

O leite humano, assim como o bovino, é composto de proteínas, 

lipídios, carboidratos (7% lactose), vitaminas lipo e hidrossolúveis, minerais como 
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cálcio, ferro, flúor, iodo e outros. A composição do leite humano muda 

significantemente durante o período de lactação como um evento fisiológico do 

organismo da mãe, além disso, diversos trabalhos tentam esclarecer se a 

qualidade do leite é afetada por fatores externos como contaminantes e 

malnutrição (LÕNNERDAL, 1986). De maneira geral, o leite humano é um sistema 

nutricional e imunológico com adequados níveis de vitamina D e flúor para a 

saúde geral e bucal da criança (WESTOVER et a/., 1989), sendo considerado um 

alimento não cariogênico (ARAUJO et a/., 1995). 

A proporção de vitamina D contida no leite humano e sua relação com a 

nutrição materna ainda é controversa. Trabalhos demonstram que, quando 

comparados às fórmulas infantis, os níveis de vitamina D lipossolúveis tendem a 

serem baixos no leite humano, enquanto a proporção de 25-hidroxi-vitamina D é 

relativamente alta (WESTOVER et a/., 1989). HOLLIS et a/., em 1983, mostraram 

que o nível dessa vitamina no leite pode ser aumentado com suplementos 

oferecidos à mãe, apesar da concentração de hidroxi-vitamina D não ser afetada 

pela suplementação. 

Recentemente, o conteúdo de contaminantes do meio ambiente no leite 

humano e seu efeito na saúde oral têm merecido interesse (FURST et a/., 1992). 

ALALUUSUA et a/., em 1996a, demonstraram que há associação entre a 

exposição de crianças normais à dioxinas, via leite humano, e a de 

hipomineralização do primeiro molar permanente. Analisaram também a 

associação entre a duração da amamentação materna e a ocorrência de defeitos 
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dentais. Os resultados mostraram que os defeitos foram mais extensos em 

crianças que passaram por prolongado contato com o leite humano. Logo, um 

prolongado período de amamentação materna pode aumentar o risco de defeitos 

de mineralização pela interferência de contaminantes, como as dioxinas, no 

desenvolvimento dental ALALUUSUA et a/., 1996b. 

O leite humano possui uma concentração de lactose (7%) superior aos 

demais tipos de leites (GARDNER et ai., 1977). A hidrólise da lactose [0-~-D­

galactopiranosil (1--74)-~-D-glucapiranose], dissacarídeo redutor que possui um 

carbono anomérico livre no resíduo de glucose, produz a D-galactose e a D­

glucose e libera 3,3 kJ/mol de energia. A sacarose, em contraste com a maioria 

dos dissacarídeos, não age como açúcar redutor e não possui átomos de carbono 

anoméricos livres, pois, os átomos das duas hexoses estão ligados entre si 

(LEHENINGER, 1976). A sacarose é mais facilmente hidrolizada que os demais 

dissacarídeos, liberando cerca de 6 kJ/mol de energia, que proporciona a 

produção, pelos microrganismos cariogênicos, de polissacarídeos extracelulares 

de reserva (frutano, glucano) e uma matriz polissacarídea insolúvel (mutano). A 

enzima extracelular responsável pela síntese transfere unidades de glicose ou 

frutose para o polímero em crescimento utilizando a alta energia encontrada na 

ligação glicosídica entre carbonos anoméricos da glicose e frutose no dissacarídeo 

sacarose. Estes polissacarídeos extracelulares favorecem a colonização de S. 

mutans e a adesividade da placa e permitem que ela se agregue aos dentes em 

maior quantidade que os demais açúcares (NEWBRUN, 1982). 
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MATEE et a/., em 1992, investigaram a prevalência de estreptococos 

do grupo mutans e de lactobacilos em crianças com presença e ausência de 

cáries rampantes, e que se alimentavam de leite humano. A contagem de 

microrganismos foi mais acentuada na placa e saliva das crianças portadoras de 

cáries rampantes, com prevalência de lactobacilos. Crianças livres de cáries 

também tiveram alta prevalência dessas bactérias, demonstrando que, na 

população estudada, os resultados microbiológicos explicam parcialmente a 

presença de cáries. A amamentação materna permite a colonização e proliferação 

de estreptococos do grupo mutans e de lactobacilos nos dentes e a cárie 

rampante pode ocorrer nesse período mesmo em crianças que não utilizam 

mamadeiras ou outra forma abusiva de alimentação. 

ERONAT & EDEN, em 1992, indicaram que o bico do seio descansa 

entre o palato duro e mole e que após a sucção, o leite é depositado na região 

posterior da língua e da orofaringe, estimulando o reflexo de deglutição. Através 

da mamadeira, muitas vezes, o infante não extrai leite suficiente para que esse 

reflexo seja estimulado. Os volumes de leites obtidos da mãe e da mamadeira são 

semelhantes, mas o seio ocupa maior volume na boca em comparação ao bico 

artificial da mamadeira. Assim, a amamentação pela mamadeira permite que o 

leite acumule em torno do dente até que o reflexo da deglutição seja estimulado 

por um período de tempo maior que no aleitamento materno. 
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Várias campanhas têm sido desenvolvidas com objetivos de motivar e 

orientar a população sobre a importância da amamentação materna (WESTOVER 

et ai., 1989). 

Apesar das vantagens que a amamentação oferece, muitas vezes o 

leite humano é substituído por leites elaborados em fórmulas infantis. BOWEN et 

ai. em 1997, demostraram que estas fórmulas infantis apresentam potencial 

cariogênico, sustentando a infecção por S. sobrinus. Ainda, as fórmulas que 

contêm sacarose são mais cariogênicas quando comparadas com as de lactose. 

As fórmulas infantis são uma complexa combinação sintética de 

nutrientes, incluindo carboidratos fermentáveis como lactose, sacarose e 

polímeros de glicose. Porém, informações sobre o potencial cariogênico do leite 

formulado são surpreendentemente esparsas (BOWEN et ai., 1997). 

Polímeros de glicose estão sendo acrescentados em fórmulas infantis 

como suplemento energético, mas informações sobre o efeito desses 

componentes na saúde dental são praticamente inexistentes (MOYNIHAN et ai., 

1996). Um estudo recente investigou se os polímeros de glicose a 1 0% em água, 

leite bovino e colágeno são acidogênicos e se têm capacidade de reduzir o pH da 

placa dental para níveis associados à desmineralização do esmalte. Os resultados 

mostraram que os polímeros de glicose podem reduzir o pH da placa e, portanto, 

podem estar associados a um aumento da cariogenicidade dos leites formulados, 

embora sejam menos cariogênicos que a sacarose (MOYNIHAN et ai., 1996). 
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SHEIKH & ERICKSON (1996) avaliaram a redução do pH da placa 

dental com o uso de oito fórmulas infantis e concluíram que todas apresentavam 

capacidade significante de redução do pH, sugerindo, portanto, que os leites 

formulados são acidogênicos e podem ter grande atuação no desenvolvimento da 

cárie de mamadeira, sendo o valor crítico do pH de 5,7. Esse trabalho está de 

acordo com ERICKSON et a/., 1998, que testaram 26 fórmulas infantis, 

analisando o pH da placa dental, a cultura de S. sobrinus e o índice de cárie, em 

humanos, obtendo resultados clínicos e radiográficos em 18 semanas. Concluíram 

que a maioria dos leites formulados reduziu o pH significantemente e alguns 

propiciaram grande crescimento bacteriano. Quanto ao índice de cárie, 

observaram lesão em dentina em aproximadamente 3 a 4 semanas após o uso do 

leite formulado, enquanto que envolvimento pulpar se desenvolveu em 7 semanas. 

Estas fórmulas infantis são reconstituídas a leite, geralmente utilizando 

água de abastecimento público. Esta água, uma vez fluoretada, é considerada um 

método efetivo, seguro, econômico e disponível para grandes populações na 

prevenção da cárie dental (DIRKS et a/., 1978; MURRAY et a/., 1991; 

O'MULLANE, 1994), pois o flúor apresenta efeito anticariogênico significativo 

(BOWEN, 1973), sendo que o índice de redução de cárie pelo flúor presente na 

água consumida pelos humanos varia de 10% a 60% (O'MULLANE, 1990; 

HARGREAVES, 1992). 

A adição de pequenas quantidades de flúor não afeta propriedades de 

aparência, textura e sabor do leite (FRANK & CHRISTEN, 1985) e sua 
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concentração em fórmulas infantis é determinada, comparando a viabilidade deste 

elemento na água usada em sua preparação (LATIFAH & RAZAK, 1989; 

DAMANTE et ai., 2000), além de apresentar o mesmo custo dos leites não 

fluoretados oferecidos às escolas (BORROW DENTAL MILK FOUNDATION, 

1997). 

Muitos estudos têm surgido nas últimas décadas para avaliar a 

biodisponibilidade do flúor no leite (ERICSSON, 1958; EKSTRAND & EHRNEDO, 

1979; DUFF, 1981; SPAK et ai., 1982; EKSTRAND et ai., 1984). 

Uma diminuição significante da biodisponibilidade do flúor ocorre com o 

uso de comprimidos (NaF) quando administrados com leite ou outro produto 

derivado (EKSTRAND & EHRNEBO, 1979), assim como, quando estes são 

adicionados ao leite e fórmulas infantis preparadas com água fluoretada (SPAK et 

a/., 1982). 

Como explicação para diminuição da biodisponibilidade do flúor, é 

proposto interações entre o flúor iônico e componentes do leite, formando 

complexos não solúveis, ou o alto valor do pH gástrico associado com a ingestão 

de leite, que diminui a proporção relativa da permeabilidade do ácido fluorídrico 

(HF). A concentração de flúor na sua forma iônica é reduzida no leite por se ligar 

ao cálcio e outras proteínas, o que pode afetar a atuação efetiva do flúor contra a 

cárie dentária (DIRKS et a/., 1974; REYNOLDS & STOREY, 1979; DUFF, 1981). 
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Por outro lado, estudos clínicos e laboratoriais mostram que o leite 

fluoretado aumenta a resistência do dente contra a cárie, principalmente durante o 

seu desenvolvimento (LIGHTS et a/., 1958; POULSEN et a/., 1976) e após 

erupção (WIRZ, 1964; ZIEGLER, 1964; POULSEN et a/., 1976; REYNOLDS & 

STOREY, 1979; REYNOLDS & JOHNSON, 1981; STEPHEN et a/., 1984; 

BÁNÓCZY et a/., 1985). 

Outros trabalhos (ERICSSON, 1958; POULSEN et a/., 1976; 

EKSTRAND et a/., 1984) confirmaram a validade do leite fluoretado e seu 

envolvimento não apenas no esmalte dentário em desenvolvimento, como também 

nos dentes já erupcionados, pois o flúor age de forma dinâmica (CURY, 1990). 

Acredita-se que a interação do flúor com os componentes do leite, formando 

complexos, ocorre rapidamente e de forma irreversível (CURY, 1990). 

O menor índice de cárie encontrado com o uso do leite fluoretado, 

quando comparado ao da água fluoretada, em experimentos animais, pode ser 

explicado pela proteção adicional que o leite oferece (JENKINS & FERGUSON, 

1966; MOR & McDOUGALL, 1977; HARPER et ai., 1987). A proteção oferecida 

na superfície do esmalte evita a produção de ácido na placa dental, retardando 

assim a dissolução do esmalte e ocorrendo também a remineralização parcial do 

esmalte dissolvido através do efeito antiplaca propiciado pelo leite (JENKINS & 

FERGUSON, 1966; McDOUGALL, 1977; REYNOLDS & JOHNSON, 1981; RAO, 

1984). Estudos clínicos conduzidos por PETERSSON et a/. (2000) concluíram que 

5 ppm F, utilizando leite ou água como veículo, resultavam em semelhantes 
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concentrações na saliva (15 minutos após sua ingestão) e na placa dental (2 horas 

após sua ingestão). 

GYURKOVICS et a/. (1992), relataram que o leite fluoretado (0,4 mg -

0,75 mg F/200 ml leite/dia) administrado às crianças, reduziu em 10% o índice de 

cárie dental em relação ao grupo controle, estando de acordo com BÁNÓCZY et 

ai., 1983, 1985; STEPHEN et a/., 1984; VILLA et a/., 1989, 1990. Neste sentido, 

O'MULLANE (1994) demonstrou que a fluoretação do leite em países como 

Escócia, Hungria e Bulgária foi efetiva na diminuição da cárie dental (PAKHOMOV 

et a/., 1993). Estudos conduzidos pela BORROW DENTAL MILK FOUNDATION 

(1997) e Organização Mundial da Saúde, com grupos de crianças, mostraram que 

a fluoretação do leite (2,65 ppm F) teve resultado satisfatório na redução da cárie 

em países como: Bulgária (5 anos de suplementação, em determinadas 

localizações houve redução de 40% a 53%, outros de 89% a 79%), Chile, China, 

Federação da Rússia, Inglaterra (0,5 mg F/ dia- 200 dias/ano), assim como, em 

Glasgow (STEPHEN et a/., 1984) e em Budapeste (BÁNÓCZY et a/., 1985). 

Segundo DA VIS (1975), o leite fluoretado estaria sendo utilizado já em 

alguns países como forma de prevenir a cárie, como em Saint Poulsen na Áustria, 

em Kiel na Alemanha Ocidental, em lnamura no Japão e em Winterthur na Suíça, 

Peru, Bangkok (Tailândia) e África do Sul (PAKHOMOV, 2000). 

Estudos conduzidos em Codegua (Chile), utilizando leite fluoretado por 

4 anos, em crianças que receberam 0,25 mg F (O a 2 anos de idade), 0,5 mg F (2 
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a 3 anos), 0,75 mg F (3 a 6 anos) apresentaram redução de 41% a 78% na 

incidência de cárie, sendo que a proporção de crianças livres de cárie dental após 

este período foi de 55% a 130% (MARINO et a/., 2000). 

Porém, LARSEN et a/. (1988) sugeriram que a fluorose dental ocorrida 

na infância está relacionada com a alta concentração de flúor usada na diluição do 

leite em pó (LATIFAH & RAZAK, 1989; SILVA & REYNOLDS, 1996). SILVA & 

REYNOLDS (1996) demonstraram ainda, que fórmulas infantis australianas 

preparadas com água não fluoretada não causam risco de fluorose dental, no 

entanto, se preparadas com água de abastecimento contendo este íon em 

concentração adequada (0,7 a 1 ,O ppm F), podem resultar em fluorose, devido ao 

seu excesso durante o desenvolvimento do esmalte dentário. Estando de acordo 

com os resultados de DAMANTE et a/. (2000), que avaliaram a concentração final 

de flúor presente após a preparação de nove fórmulas infantis brasileiras, 

utilizando água de abastecimento público fluoretada (0,99 ppm F) e água mineral 

(0,02 a O, 14 ppm F), ressaltando os cuidados quanto à possível ocorrência de 

fluorose dental. 

LATIFAH & DUGUID, em 1986, analisaram o nível de flúor presente no 

leite humano e concluíram que quando coletado de áreas fluoretadas, contém 

significantemente maior quantidade de íon flúor (0,065 ppm), do que leite humano 

de mães pertencentes a uma área não fluoretada (0,035 ppm). 
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Os aspectos polêmicos da fluoretação da água e programas de leites 

fluoretados também têm sido revistos por LIGHTS et a/., 1958; SILVA & 

REYNOLDS, 1996, que considerando a situação sócioeconômica dos países em 

desenvolvimento, sugerem que a fluoretação do leite é uma alternativa viável e 

econômica. Entretanto, as desvantagens relativas às preferências alimentares, 

influindo na quantidade de alimento ingerido e a dificuldade no ajuste dos níveis 

ótimos do flúor no alimento são inconvenientes ponderáveis. 

Há evidência que para combater o problema da cárie dental apenas o 

tratamento curativo não é suficiente, mas a adoção de medidas preventivas é a 

única maneira de diminuir a prevalência da enfermidade e com ela a magnitude do 

problema. Desta maneira é importante analisar o melhor aproveitamento dos 

métodos atuais, sendo também necessário aplicar medidas de prevenção em 

grande escala (DEMERS et a/., 1990). 
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PROPOSIÇÃO 

3. PROPOSIÇÃO 

O presente trabalho tem como objetivos avaliar em animais 

dessalivados: 

5.1 O potencial cariogênico dos leites: bovino (Tipo A), humano e em fórmulas 

infantis de consumo mais comum no Brasil, 

5.2 O potencial cariogênico do leite em fórmula infantil, considerado como o mais 

cariogênico, suplementado com flúor. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

4. Material e Métodos 

Foram realizados dois experimentos, utilizando modelo de cárie em 

animal sujeito a um alto desafio cariogênico, com ratas Wistar, spf ( specific 

pathogen free), infectadas com S. sobrinus e dessalivadas, onde testou-se a 

cariogenicidade dos leites bovino, humano e leites em fórmulas infantis. 

4.1 Experimento I 

Este experimento foi delineado para avaliar o potencial cariogênico dos 

leites: bovino (Tipo A) e de três leites elaborados em fórmulas infantis, 

administrados a ratas dessalivadas e infectadas com S. sobrinus, por 21 dias 

experimentais. 

4.1.1 Aquisição dos Animais: 

Foram utilizadas 60 ratas Wistar spf, com 19 dias de idade, agrupadas 

por ninhadas provenientes do Biotério Central da UNICAMP (CEMIB). As ninhadas 

foram mantidas em condições de isolamento padrão e testadas inicialmente 

quanto à presença de estreptococos do grupo mutans (microbiota indígena), 

através de esfregaços nas superfícies dos dentes com cotonetes esterilizados 

(FIGURA 1), que foram inoculados em ágar mitis salivarius- MSA (Difco Lab.) e 

ágar mitis salivarius mais bacitracina - MSB (200 unidades/ml, Difco Lab. e Sigma 

Chem. Co.), GOLD et a/., 1973. As placas foram incubadas em atmosfera de 1 O% 
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de C02, a 37°C, por 48 horas (BOWEN et ai., 1988a). Todos os animais estavam 

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

As ratas foram infectadas oralmente em três dias sucessivos com 

cultura em fase exponencial de crescimento de S. sobrinus 6715, resistente à 

estreptomicina e reisolado de um rato dessalivado (BOWEN et ai., 1980, 1988b), 

sendo o inóculo preparado em caldo de baixo peso molecular (Low Molecular 

segundo descrito por SCHilliNG & BOWEN (1988). A fase 

exponencial da curva de crescimento do foi estabelecida através de 

um espectrofotômetro (Spectronic 20, Bausch & com À = 700 nm. As 

infecções individuais foram realizadas, cotonete esterilizado embebido 

em meio de cultura, seguido nas superfícies dentárias de cada 

receberam com sacarose (Anexo 1) 
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(KEYES & JORDAN, 1964), e água contendo 10% de sacarose ad libitum, 

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

Aos 23 dias de idade, as ratas foram submetidas a esfregaços nas 

superfícies dos dentes para a verificação da infecção por S. sobrinus através de 

inoculação em ágar mitis salivarius mais estreptomicina- MSS (200 unidades/ml, 

Difco Lab. e Sigma Chem. Co.). 

4.1.2 Procedimentos Cirúrgicos: 

Aos 25 dias de idade, os animais foram dessalivados cirurgicamente 

por ligação dos duetos das glândulas parótidas, usando fio de sutura nº 4 (Ethicon, 

Johnson & Johnson) (FIG. 2) e remoção das glândulas sublinguais e 

submandibulares, após dissecção através de incisão mediana (FIG. 3) (BOWEN 

et ai., 1988b). Neste procedimento, os animais foram anastesiados com hidrato de 

cloral, via intraperitoneal, na dose de 400 mg/Kg. Todas as incisões foram 

fechadas com clipes cirúrgicos (Autoclip, Becton & Dickinson), que foram 

removidos três dias após a dessalivação. A cirurgia procedeu-se normalmente, 

sem intercorrências e todos os animais recuperaram-se bem. 
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2 - Ligação do dueto da 
glândula parótida. 

MATERIAL MÉTODOS 

Aos 26 dias de idade, os animais foram aleatoriamente colocados em 

gaiolas suspensas individuais, sendo divididos em 6 grupos experimentais para 

tratamento, a saber: 

Grupo 1: Solução de água destilada, deionizada e esterilizada contendo 5% de 

sacarose ad libítum (controle positivo) e dieta essencial NCP#2 (Anexo 

2), via entubação gástrica (gavage ), duas vezes ao dia (3 ml às 9h e 2 

ml às 14h), para suprir as necessidades nutricionais (BOWEN et ai., 

1997); 

Grupo 2: Leite bovino (leite da Granja® - Tipo A), ad libitum; 

Grupo 3: Leite elaborado em fórmula infantil Nan 2® (Nestlé lnd. e Com. Ltda. ), 

reconstituído com água destilada, deionizada e esterilizada, ad líbitum; 
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Grupo 4: Leite elaborado em fórmula infantil Nestogeno 2(13) (Nestlé lnd. e Com. 

Ltda. ), reconstituído com água destilada, deionizada e esterilizada, ad 

líbitum; 

Grupo 5: Leite elaborado em fórmula infantil Ninho® coadjuvante de crescimento 

(Nestlé lnd. e Com. Ltda.), reconstituído com água destilada, deionizada 

e esterilizada, ad libitum; 

Grupo 6: Água destilada, deionizada e esterilizada ad libitum (controle negativo) e 

dieta essencial NCP#2, via entubação gástrica (gavage), duas vezes ao 

dia (3 ml às 9h e 2 ml às 14h), para suprir as necessidades 

nutricionais (BOWEN et ai., 1997). 

A nutrição essencial NCP#2 foi fornecida através de entubação gástrica 

(FIG. 4), usando uma agulha de alimentação 20G 1x1,5, administrada duas vezes 

ao dia em quantidades de 3 e 2 mL, às 9h e às 14h respectivamente, de segunda 

a sexta-feira, e 3 ml, aos sábados e domingos. O experimento foi conduzido de 

forma cega e o período experimental durou 21 dias. O consumo diário de líquidos 

foi registrado e ao final de cada semana os animais foram pesados (FIG. 5). Após 

este período, os animais foram sacrificados através de asfixia por C02 e 

decapitados. 
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FIGURA 4 - Entubação gástrica para administração de dieta líquida 
NCP#2, duas vezes ao dia (às 9 h e às 14 h). 

FIGURA 5 - Registro do consumo diário de líquidos e pesagem semanal 
animais. 
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4.2 Experimento 112 

Este experimento foi delineado para avaliar o potencial cariogênico dos 

leites: humano e elaborado em fórmula infantil, escolhido como o mais 

cariogênico, no primeiro experimento, e reconstituído ou não com água fluoretada. 

À semelhança do experimento I, foi utilizado o modelo de cárie dental em ratas 

dessalivadas, infectadas com S. sobrinus e avaliado durante 21 dias 

experimentais. 

4.2.1 Aquisição dos Animais: 

Foram utilizadas 50 ratas Wistar spf , com 19 dias de idade, agrupadas 

por ninhadas provenientes do Biotério Central da UNICAMP {CEMIB). Todos os 
procedimentos foram realizados identicamente ao experimento I. 

4.2.2 Procedimentos Cirúrgicos: 

Aos 25 dias de idade, os animais foram dessalivados cirurgicamente, 

onde procedeu-se semelhantemente ao experimento I. A cirurgia ocorreu 

normalmente e todos os animais recuperaram-se bem. 

Aos 26 dias de idade, os animais foram aleatoriamente colocados em 

gaiolas suspensas individuais, sendo divididos em 5 grupos experimentais para 

tratamento, a saber: 

2 Realizado após a avaliação dos resultados do Experimento I. 
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Grupo 1: Solução de água destilada, deionizada e esterilizada contendo 5% de 

sacarose ad libítum (controle positivo) e dieta essencial NCP#2, via 

entubação gástrica (gavage ), duas vezes ao dia (3 ml às 9h e 2 ml às 

14h), para suprir as necessidades nutricionais (BOWEN et ai., 1997); 

Grupo 2: Leite humano3
, ad libítum; 

Grupo 3: Leite elaborado em fórmula infantil Ninho® coadjuvante de crescimento 

(Nestlé lnd. e Com. Ltda. ), reconstituído com água destilada, deionizada 

e esterilizada, ad libitum; 

Grupo 4: Leite elaborado em fórmula infantil Ninho® coadjuvante de crescimento 

(Nestlé lnd. e Com. Ltda. ), reconstituído com água destilada, deionizada 

e esterilizada, contendo 1 O ppm de flúor4 (Na F), após a reconstituição e 

fornecido ad libitum; 

Grupo 5: Água destilada, deionizada e esterilizada ad libitum (controle negativo) e 

dieta essencial NCP#2, via entubação gástrica (gavage), duas vezes ao 

dia (3 ml às 9h e 2 mL às 14h), para suprir as necessidades 

nutricionais (BOWEN et a/., 1997). 

3 Leite humano foi fornecido pelo Banco de Leite Matemo do Hospital das Clínicas da Faculdade de 
Medicina de Ribeirão Preto da USP. 
4 A biodisponibilidade de 1 O ppm F para ratos corresponde a 1 ,O ppm F para humanos (TAVES & 
GUY, 1979) e esta concentração é superior ao limite de solubilidade do fluoreto de cálcio, assim 
todo flúor está solúvel. 
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A nutrição essencial NCP#2 foi fornecida semelhantemente ao 

Experimento I. O consumo diário de líquidos foi registrado e ao final de cada 

semana os animais foram pesados. O experimento foi conduzido de forma cega e 

o período experimental durou 21 dias. Após este período, os animais foram 

sacrificados através de asfixia por co2 e decapitados. 

4.3 Preparo dos Leites 

Os leites em fórmulas infantis foram preparados de acordo com as 

instruções do fabricante. Mamadeiras autoclavadas, contendo 1 00 mL de leite 

preparado, foram oferecidas às ratas, a cada 24 horas, durante o período 

experimental. Com o leite humano, a fim de se evitar a variabilidade dos 

resultados devido ao conteúdo de lactose no leite de diversas mães, optou-se por 

homogeneizar a cada dia várias garrafas de leite, para então distribuí-las em 

mamadeiras e serem oferecidas aos animais. O leite humano foi homogeneizado 

mecanicamente a cada 2 horas, após o oferecimento aos animais, exceto no 

período noturno. Toda medida de volume foi realizada com proveta. 

4.4 Análise Microbiológica 

Imediatamente após o término dos experimentos I e 11, a mandíbula 

esquerda de cada animal foi removida assepticamente (FJG. 6) e suspensa em 5 

mL de solução de NaCI a 0,9% esterilizada (FIG. 7) e sonicada com 3 pulsos de 

COPPI, L. C. Avaliação da caríogenicidade de diferentes tipos de leites e efeitos da suplementação com flúor. 

65 



MATERIAL E METODOS 

1 O segundos, com intervalos de 5 segundos (FIG. 8), a 400 W de potência e 

amplitude de 10% (Sonics & Materiais inc.) (BOWEN eta/., 1986). 

A partir da suspensão obtida, foi feita diluição 1: 1 00 e inoculada em 

duplicata, em ágar sangue contendo 5% de sangue desfibrinado de carneiro (ágar 

base, Difco Lab.) para determinar a microbiota total (Fig. 9), e em MSS para 

determinar a população de S. sobrinus recuperada, através do equipamento 

Spirai-Piater (Whittley Automatíc Spiral Plater da DW Scientific). As placas de MSS 

e ágar sangue foram incubadas em uma atmosfera de 10% de C02, a 37°C, por 

48 horas. As placas de ágar sangue foram incubadas por mais 24 horas, a 37°C, 

aerobicamente. A contagem de microrganismos foi expressa em u.f.c./ml 

(unidades formadoras de colônias por mililitro), sendo contados visualmente, 

utilizando lupa de aumento com luz e estereomicroscópio (BOWEN et a/., 1986). 
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MATERIAL E MÉTODOS 

4.5 Determinação do índice de cárie 

As mandíbulas e maxilas foram colocadas em autoclave, por 30 seg, a 

120°C, dissecadas cuidadosamente e os dentes preparados para determinar 

índice de cárie, utilizando-se o sistema de Keyes modificado por Larson (FIG. 1 O) 

(KEYES, 1958; LARSON, 1981). 

FIGURA 10- Dissecação das mandíbulas e maxilas. 

A determinação do índice de cárie foi realizada em duas etapas 

(utilizando aparelho de captura de imagem acoplado ao microscópio SV- 6 Carl 

Zeiss). Inicialmente foi feita determinação das lesões de superfícies lisas (bucais, 

linguais) e proximais. A segunda etapa correspondeu à avaliação das lesões 

presentes nos sulcos, após coloração e seccionamento dos dentes. 

Na primeira etapa, foram feitos dois tipos de avaliações. A primeira 

consistiu na contagem do número de pontos cariados em uma superfície. É uma 
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MATERIAL E MÉTODOS 

avaliação linear feita em unidades ou "áreas", que representam uma porção da 

superfície do dente. O número máximo de unidades que podem ser designadas a 

uma superfície é predeterminado pelo seu tamanho. Na segunda avaliação, foi 

determinada a profundidade da lesão na dentina. Os valores foram designados a 

cada tipo de lesão e registrados no diagrama (Anexo 03). O método de 

designação de valores envolveu julgamento da extensão linear e registro da 

profundidade das lesões. A aparência das lesões cariosas, tendo alcançado 

diferentes profundidades, foi descrita como: 

E - somente esmalte, esmalte branco e opaco; 

Os - lesão leve da dentina, superfície do esmalte seca ou quebradiça; 

Dm - lesão moderada da dentina, a dentina está exposta; 

Dx - tesão extensa da dentina, a dentina está amolecida ou faltando e pode estar 

escura. 

Na segunda etapa, as maxilas e mandíbulas foram coradas com 

murexida 0,024% em etanol/água (7:3) e seccionadas ao meio. As mandíbulas e 

maxilas ficaram em contato com a solução de murexida por 17 horas. A avaliação 

de cárie nos sulcos foi alcançada por uma estimativa linear para um sulco 

teoricamente aberto. A avaliação da profundidade da lesão também foi realizada. 

O número de sulcos examinados no 12, 22 e 32 molares mandibulares foi 3, 2 e 1, 

respectivamente; e no 12, 2º e 3º molares maxilares foi 2, 1 e 1 respectivamente. 

COPPI, L C. Avaliação da cariogenicidade de diferentes tipos de leites e efeitos da suplementação com flúor. 

71 



MATERIAL E MÉTODOS 

4.6 Análise Estatística 

Inicialmente foi realizada análise exploratória, observando-se que os 

dados não apresentavam distribuição normal ou homocedasticidade (Shapiro-

Wilk), além de não encontrar nenhuma transformação adequada aos dados, 

utilizou-se teste de Kruskai-Wallis (Bioestat for Windows versão 1.0) para os 

resultados não paramétricas de índice de cárie. 

4. 7 Determinação de Açúcares Presentes nos Leites5 

Foi realizado um perfil cromatográfico qualitativo e quantitativo dos 

açúcares presentes nos leites estudados, por meio de Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (CLAE), utilizando Cromatógrafo Líquido CG modelo 480 E, 

seguindo a metodologia descrita por ALPENFELS et a/., 1982. 

4.8 Determinação da Quantidade de Flúor Iônico Presente nos 

As amostras dos leites foram centrifugadas e a concentração de íon 

flúor no sobrenadante foi determinada utilizando eletrodo específico de íon flúor da 

Orion (modelo 96-09) e um analisador iônico digital da Orion (modelo EA-940) 

(Orion Research lnc, Boston, MA 02129). Para análise do íon flúor foram 

colocados os mesmos volumes das amostras e de TISAB (tampão de acetato 1 ,O 

5 A determinação de açúcares nos leites estudados foi realizada no laboratório de referência para 
América Latina da Nestlé lnd. e Com. Ltda., São Paulo, SP. 
6 A determinação da quantidade de flúor presente nos leites foi realizada no Laboratório de 
Bioquímica Oral da Faculdade de Odontologia de Piracicaba- UNICAMP. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

M, pH 5,0, contendo NaCL 1 ,O M e 1 ,2-ciclohexanediaminetetraacético 0,4%) 

(CARVALHO & CURY, 199"9). Este método foi utilizado para a determinação de 

flúor iônico presente nas soluções utilizadas no experimento, como: soluções 

controles (solução com 5% de sacarose e AO E); nos leites: bovino, humano, leites 

em fórmulas infantis suplementados ou não com 10 ppm F, em sua concentração 

final. 

4.9 Determinação do Índice de Cariogenicidade Relativa dos Leites 

Este índice foi realizado para comparar os resultados de cárie entre os 

experimentos I e 11, analisando o potencial cariogênico relativo dos leites 

avaliados. Os valores são calculados baseando-se nos trabalhos de BOWEN et 

ai., 1980, 1997. 

A cariogenicidade relativa é calculada somando o total de cárie de sulco 

e total de cárie de superfície lisa produzidos pelo leite a ser analisado, subtraindo­

se pelo total de cárie de sulco e o total de cárie de superfície lisa do grupo ADE 

(controle negativo). Este resultado é dividido pelo resultado obtido da soma do 

total de cárie de sulco e total de cárie de superfície lisa do grupo 5% de sacarose 

(controle positivo), subtraindo a soma do total de cárie de sulco e de superfície lisa 

do grupo ADE. Devem ser considerados os grupos controles positivo e negativo 

de cada experimento, com o leite pertencente ao experimento em análise. Este 

cálculo está expresso na fórmula apresentada, a seguir: 
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MATERIAL E MÉTODOS 

CR = Leite a lisa + T sulco)- ADE (T lisa + T sulco} 
Sac (T lisa + T sulco)- ADE (T lisa + T sulco) 

Legenda 
CR = cariogenicidade relativa 
Leite = leite a ser calculada a CR 
T lisa = total de cárie de superfície lisa 
T sulco = total de cárie de sulco 
ADE = água destilada, deionizada e esterilizada 
Sac = grupo 5% de sacarose 

4.10 Aprovação pela Comissão de Ética na Experimentação Animal 

(CEEA) 

Os experimentos descritos neste trabalho foram aprovados pela CEEA I 

18 I UNICAMP (Anexo 4 ). 
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5. RESULTADOS 



5. RESULTADOS 

Experimento I 

Os o 

experimento. Como esperado, o ganho de peso dos animais entre os 

grupos. Animais que receberam alimentação essencial via gavage (grupos: 5% de 

sacarose e ganharam pouco peso ou 

aos dos ganharam mais peso que os 

controles (TABELA 1 e GRÁFICO 1). TAB. 2 e GRAF. 2 mostram os menores 

consumos de líquidos dos grupos 5% sacarose e e os maiores consumos 

dos demais grupos que receberam leite. 

TABELA 1 .. Média (erro padrão) do ganho de peso (g) das ratas dessalivadas, 
após 21 dias experimentais. (Experimento I) 

GRUPOS 

5% de Leite 
Sacarose* Bovino 

Leite Leite Leite 
Nan2@ Nestogeno2@ Ninho@ ADE* 

Ganho de Peso (g) 7,0 (0,9) 74,4 (2,3) 55,0 (2,2) 72,3 (1 ,7) 61,6 (1 ,5) 0,0 (1 ,5) 

ADE = água destilada, deionizada e esterilizada 
* receberam alimentação essencial via gavage. 
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GRÁFICO 1 .. Média do ganho de peso 
experimentais. (Experimento I) 

das ratas dessalivadas, após 21 dias 

79 



TABELA 2 - Média (erro padrão) quantidade líquidos (ml) consumidos 
diariamente pelas ratas. (Experimento I) 

:r 
! 
f» o c 
5 
a 
':i 
w c 
o 
:i 
::;:) 
0 z o o 

GRUPOS 

5% de Leite 
Sacarose* Bovino 

Leite Leite Leite 
Nan2@ Nestogeno2@ Ninho@ ADE* 

Consumo 
de Líquidos 40,5 (1,9) 76,0 (1,1) 77,7 (3,6) 83,9 (1,0) 84,0 (0,8) 18,5 (1,9) 

/dia 
ADE = água destilada, deionizada e esterilizada 
* receberam alimentação essencial via gavage. 
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GRÁFICO 2 - Média da quantidade de líquidos (ml) consumidos diariamente 
pelas ratas. (Experimento I) 
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Analisando a observa-se com relação à quantidade total de 

o Nestogeno 2® o menor 

microrganismos, que estatisticamente todos os outros grupos, exceto do 

A quantidade, bem como a porcentagem 

de S. sobrinus recuperada cada um dos grupos, não apresentaram diferença 

estatisticamente significante, exceto para o grupo que recebeu ADE, cuja 

quantidade e porcentagem de S. foram as menores (GRAF. 3). 

TABELA 3- Média (Posto Médio)* da microbiota total, S. sobrinus e porcentagem 
de S. sobrinus recuperada. (Experimento I) 

GRUPOS 

Microbiota 
5%de Leite Leite Leite Leite 

ADE Sacarose Bovino Nan2@ Nestogeno2@ Ninho@ 

Total 
14,4 11 ,O 14,2 8,0 12,7 13,9 

(x106
) 

(40,9) a (26,6) ab (29,7) a (14,3) b (37,0) a (31 ,0) a 

S. sobrinus 
7,4 3,9 3,7 7,4 0,05 

(x1o6) 
(41,2) a (34,0) a (27,3) a (30,3) a (41,9) 8 (5,6) b 

S.sobrlnus 
38,5 50,0 

a (32,7) a a (40,3) a (5,7) b 
(%) 
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GRÁFICO 03 - Média da porcentagem de S. sobrinus recuperada da cavidade 
de ratas diferentes tipos I) 

Analisando a pode-se observar com relação aos índices de 

cárie de superfície Usa, que o grupo 5% de sacarose apresentou o maior número 

de cárie, diferindo estatisticamente dos demais (p<0,05), exceto do grupo Ninho® 

em severidade ao de superfície lisa, o leite bovino causou o 

menor 

infantis e não diferiu estatisticamente que recebeu leites em 

apresentaram os maiores índices de os 
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lisas 

GRUPOS 

lndice de 5%de Leite Leite Leite Leite 
Sacarose Bovino Nan2@ Ninho@ 

Total 74,0 4,0 33,8 30,4 30,6 2,3 
Sup. Lisa (53,5) a (10,7) b (36,7) c (33,9) c (33,8) c (9,3) b 

Ds 
b 

Valores estatísticos 

lesão na o grupo 

cárie baixo, não diferindo estatisticamente 

do grupo assim como do Nan e Nestogeno apresentaram 

avaliados, 

na 

com 
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RESULTADOS 

bovino, Nan 2® e Nestogeno 2® não diferiram significativamente entre si e nem do 

grupo ADE. 

A TAB. 5 mostra índices de cárie de sulco e sua severidade. O maior 

índice de cárie total de sulco foi observado novamente nos animais que 

receberam solução contendo 5% de sacarose, o qual diferiu estatisticamente dos 

demais (p<0,05). Os leites em fórmulas infantis não diferiram estatisticamente 

entre si, porém apenas os leites Nan 2® e Nestogeno 2® não diferiram do leite 

bovino, o qual foi o único que não diferiu estatisticamente do grupo ADE. 

TABELA 05 - Média (Posto Médio) do índice de cárie* do total de sulco e 
severidade em ratas dessalivadas. (Experimento I) 

GRUPOS 

lndice de 5%de Leite Leite Leite 

Cárie Sacarose Bovino Nan2@ Nestogeno2@ 

Total 57,9 24,0 35,7 34,1 
Sulco {53,7) a (19,1)bd (31 ,7) bc (31,7)bc 

Ds 35,1 3,4 15,4 15,3 
(51 ,6) a (12,3) b (29,9) c (29,4) c 

Dm 11 ,2 1 '1 2,8 3,0 
(50,5) a (16,9) bd (28,6) bcd (31 ,7) bc 

*Método de KEYES (1958) modificado por LARSON (1981). 

Leite 
Ninho@ 

38,3 
(35,7) c 

32,5 
(46,7) a 

3,8 
(35,8) ac 

ADE 

11,0 
(7,0) d 

2,1 
(8,2) b 

3,1 
(15,0) d 

Análise estatística não paramétrica pelo método Kruskai-Wallis (p<0,05). Valores estatísticos 
diferentes estão seguidos por letras diferentes na horizontal. 
Ds - lesão leve da dentina 
Dm - lesão moderada da dentina 
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RESULTADOS 

Analisando a profundidade da cárie de sulco (Os), os grupos 5% de 

sacarose e leite Ninho®, apresentaram os maiores índices de cáries não diferindo 

estatisticamente entre si. O leite bovino apresentou o menor índice de cárie, não 

diferindo estatisticamente do grupo AOE. Os leites formulados Nan 2® e 

Nestogeno 2® não diferiram estatisticamente entre si, diferindo dos demais 

grupos. Com relação à profundidade da cárie de sulco (Om), os grupos 5% de 

sacarose e Ninho®, novamente apresentaram os maiores índices de cáries, não 

diferindo estatisticamente entre si (p<0,05). O leite bovino apresentou o menor 

índice de cárie não diferindo estatisticamente do grupo AOE. Os leites formulados 

não diferiram entre si estatisticamente, sendo que o grupo Nan 2® também não 

diferiu estatisticamente do grupo ADE. 

Todos os leites em fórmulas infantis foram considerados cariogênicos, 

porém, o Ninho® apresentou maior cariogenicidade que os demais leites, por 

diferir do grupo AOE quanto ao total e severidade (Os, Om) de cárie de superfície 

lisa e sulco, sendo ainda, estatisticamente não diferente do grupo 5% sacarose 

em algumas severidades de cáries (Os de superfície lisa e Os, Om de sulco). 
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5.2 Experimento 11 

semelhança do Experimento I, os animais permaneceram 

aparentemente saudáveis todo período experimental. Como esperado, o 

ganho de peso dos animais variou entre os grupos. Os animais que receberam 

alimentação essencial gavage (grupos: 5% de sacarose e ganharam 

pouco peso em relação aos demais (TAB. 6 e GRÁF. 4). Os animais pertencentes 

aos grupos dos leites em infantis ganharam mais peso que os 

controles. T AB. 7 e GRAF. 5 mostram os menores consumos líquidos dos 

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

grupos. 

TABELA 6 .. Média (erro padrão) do ganho de peso (g) das ratas dessalivadas, 
após 21 dias experimentais. (Experimento 11) 

5%de 
Sacarose* 

Ganho de 

Leite 
Humano 

GRUPOS 

Leite 
Ninho@ 

Peso (g) 12,6 (1,2) 15,1 (2,4) 73,7 (2,1) 
ADE = água destilada, deionizada e esterilizada 
* receberam alimentação essencial via gavage. 
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Ninho@ F 

75,0 (2,7) 

ADE* 
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RESULTADOS 

TABELA 7 - Média (erro padrão) da quantidade de líquidos (mL) consumidos 
diariamente pelas ratas. (Experimento 11) 

GRUPOS 

5%de Leite Leite Leite 
Sacarose* Humano Ninho@ F 

Consumo 
de Líquidos 33,8 (1 ,4) 23,4 (1 ,7) 71,6 (1 ,7) 72,8 (1 ,6) 

/dia 
ADE = água destilada, deionizada e esterilizada 
* receberam alimentação essencial via gavage. 
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GRÁFICO 5 - Média da quantidade de líquidos (mL) consumidos diariamente pelas 
ratas. (Experimento 11) 
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a 8, observa-se com relação à 

como a 

cada um dos grupos, apresentaram diferença estatisticamente significante, 

exceto para o grupo que recebeu ADE cuja quantidade e porcentagem de S . 

sobrinus foram as menores . 6). 

08 - Média Médio)* microbiota 
porcentagem de S. sobrinus recuperada. (Experimento 

GRUPOS 
5%de Leite Leite Leite 

Sacarose Humano Ninho@ Ninho@ F 

Total 38,0 36,0 28,2 31,2 
(x106

) (25,6) a (20,0) a (18,3)a (20,6) a 

S. sobrinus 7,0 6,5 6,8 8,6 
(x106

) (29,3) a (28,3) a (28,9) a {31 ,3) a 

99 

S. 

ADE 

78,0 
(42, 1) b 

0,05 
(5,2) b 

e 



35 

5 

o 
5% de Sacarose leite Humano leite Ninho® leite Ninho® ADE 

Fliior 

GRUPOS 

Analisando a 9, podemos observar com relação ao total de cárie 

de superfície lisa, os animais receberam solução contendo 5% de sacarose e 

cáries, diferindo estatisticamente dos 

quando 

com os 

e 
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_...., .......... ,..... 9 - Média (Posto Médio) do índice 

lndice de 

Ds 

em dessalivadas. 

5%de 
Sacarose 

64,4 
(44,1)a 

29,8 

Leite 
Humano 

9,1 
(22,3) b 

GRUPOS 
Leite 

Ninho@ 

38,3 
(36,3) a 

(45,2) a (19,3) bc (31 ,7) b 

*Método de KEYES (1958) modificado por lARSON (1981). 

superfícies lisas 

Leite 
Ninho® F 

6,0 
(16,1)bc 

(15,7) c 

ADE 

1,9 
(8,6) c 

1 
(15,5) c 

Análise estatística não paramétrica pelo método Kruskai-Wallis (p<0,05). Valores estatfstioos 
diferentes estão seguidos por letras diferentes na horizontal. 
Ds -lesão leve da dentina 
Dm -lesão moderada da dentina 

Com relação à severidade da lesão na superfície (Os), o grupo leite 

Ninho® F apresentou um baixo índice de cárie, não diferindo estatisticamente do 

grupo O leite humano apresentou um índice intermediário de cárie diferindo 

estatisticamente da mas não do leite Ninho® grupo , apresentou 

o mais grupo 

mas não diferindo grupo 5% de sacarose. Analisando a severidade da 

na lisa o grupo Ninho® F apresentou o mais 

comparado com os demais avaliados, não 

estatisticamente do grupo o apresentou um 

e 
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RESULTADOS 

com flúor. O grupo Ninho®, apresentou o índice mais alto dentre os leites 

avaliados, diferindo estatisticamente do grupo ADE e do Ninho® F. 

A TAB. 10 mostra índices de cáries de sulco e sua severidade. Os 

maiores índices de cáries de sulco e severidade foram observados novamente 

nos animais que receberam solução contendo 5% de sacarose e leite Ninho®, os 

quais diferiram estatisticamente do grupo ADE. Quanto ao total de cárie de sulco, 

os leites humano e Ninho® F apresentaram os menores índices de cáries diferindo 

estatisticamente do grupo ADE. Quanto à severidade da lesão, o leite humano 

também apresentou o menor índice de cárie quando comparado com os demais 

leites avaliados, não diferindo estatisticamente do grupo ADE. O leite Ninho® F 

apresentou, por sua vez, índice de cárie intermediário diferindo estatisticamente 

do grupo ADE. Quanto à severidade (Dm), os leites humano e Ninho® F não 

diferiram estatisticamente da ADE. 

COPPI, L. C. Avaliação da cariogenicidade de diferentes tipos de leites e efeitos da suplementação com flúor. 

105 



lndice de 

Sulco 

5%de 
Sacarose 

Leite 
Humano 

GRUPOS 

19,8 1 
(45,1)a (14,2)b (35,9)a 

*Método de KEYES (1958) modificado por LARSON (1981). 

Leite 
Ninho@ F 

1 
(21 ,3) b 

e 

ADE 

c 

Análise estatística não paramétrica pelo método Kruskai-Wallis (p<0,05). Valores estatísticos 
seguidos diferentes na rr.n,..;,..nnlr""l 

-lesão leve da dentina 
- lesão moderada riAntin"" 

Os leites humano e em infantis foram 

à presença de açúcares, os expressos na 11. 
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presentes nos leites avaliados em % 

Malto- Lactose Sacarose Glicose Frutose 

LEITES dextrina (%) (%) (%) (%) 

(%) 

Bovino Tipo A - 4,9 - - -

Humano - 8,3 - -

Ninho® - 29 9,3 1,5 2,1 

Nestogeno 2® 8 29 14 - -

Nan 2® 13 44 - - -

- , ' Método usado para deterrmnaçao de Açucares - Cromatografia L1qwda de Alta 
Eficiência (CLAE) baseado no trabalho de ALPENFELS et ai., 1982. 

De com os resultados, observamos os leites bovino e 

e em concentrações 

aos leites o 1,7 vezes lactose 

o 
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RESULTADOS 

Os leites em fórmulas infantis, além da lactose, apresentaram outros 

açúcares em suas formulações, como a malto-dextrina (Nestogeno 2® e Nan 2®), 

sacarose (Ninho® e Nestogeno 2®), glicose (Ninho®) e frutose (Ninho®). O leite 

Ninho® apresentou uma maior variabilidade de açúcares com relação aos demais. 

5.4 Determinação da Quantidade de Flúor Iônico Presente nos 

Leites 

Em seus estados originais os leites bovino, humano e Ninho® 

praticamente não apresentaram flúor em sua composição, entretanto os leites 

Nan 2® e Nestogeno 2® apresentaram concentrações de flúor de 

aproximadamente 0,5 ppm (TAB. 12). O leite Ninho® suplementado com 10 ppm F 

(NaF) em nosso laboratório, demonstrou uma concentração de 10,6 ppm de flúor 

livre, o qual foi utilizado no experimento 11. 
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TABELA 12- Flúor iônico (ppm) presente nos leites avaliados. 

Leites Utilizados Quantidade de Flúor Iônico nos Leites 
(Média) 
ppm F 

Bovino 0,02 

Humano 0,00 

Nan 2® 0,53 

Nestogeno 2® 0,51 

Ninho® 0,02 

Ninho® Suplementado com Flúor 10,6 
(10 ppm) 

, OA o .. 
Método: Fluor tomco utthzando TISAB (1:1), segundo CARVALHO & CURY, 1999. 

5.5 Determinação do Índice de Cariogenicidade Relativa dos Leites 

- Classificação dos Fluidos 

A TAB. 13 mostra a cariogenicidade relativa dos leites avaliados 

(BOWEN et ai., 1980, 1997), na qual é possível observar os menores índices de 

cariogenicidade representados pelos leites bovino e humano, assim como, uma 

cariogenicidade moderada do leite Ninho® suplementado com flúor. Os leites em 

fórmulas infantis Nestogeno 2®, Nan 2® e Ninho® apresentaram índices mais 

significantes quanto ao potencial cariogênico. 
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TABELA 13 - Índice de cariogenicidade relativa dos leites. 

Cariogenicidade Relativa dos Leites 

Líquidos Testados Total Total Total Cariogenicidade Relativa 
Sup. Lisa Sulco Sup. Lisa 

+ 
Total 

Sulco 
Sacarose exp. I 74,0 57,9 131,9 1 

Sacarose exp. 11 91,6 71,6 163,2 1 

Ninho® exp. I 30,6 38,3 68,9 0,50 "\ 

Ninho® exp. 11 54,1 63,3 117,4 0,70 

Nan2® 33,8 35,7 69,5 0,50 

Nestogeno 2® 30,4 34,1 64,5 0,43 

Ninho®+ F 21,3 26,7 48,0 0,24 

Leite Humano 18,7 20,3 39,0 0,19 

Leite Bovino 4,0 24,0 28,0 0,12 

Cálculos baseados segundo BOWEN et ai., 1980, 1997. 
Total Sup. Lisa: total de cárie de superfície lisa. Total Sulco: total de cárie de sulco 
Total Sup. Lisa +Total Sulco: total de cárie de superfície lisa + total de cárie de sulco 

..1 

0.60 
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O modelo de cárie dental em ratas dessalivadas utilizado nos 

experimentos promove um dos mais severos desafios cariogênicos {BOWEN et 

ai., 1988b). Ao mesmo tempo, este método mimetiza o processo que ocorre na 

cavidade bucal durante o sono, caracterizado pela diminuição do fluxo salivar. 

Apesar de diferirem em alguns detalhes dos dentes humanos, o modelo animal 

oferece vantagens por ser capaz de estabelecer o processo de cárie à 

semelhança do humano. Microrganismos cariogênicos isolados de humanos foram 

capazes de induzirem cárie dental em ratos, assim como, o flúor, em várias 

formas, preveniu cárie em roedores {LARSON et ai., 1976) e açúcares 

promoveram cárie dental em animais {BOWEN et ai., 1986). 

BOWEN et ai., 1988b; MADISON et ai., 1989 admitem que animais 

dessalivados tiveram maior estabelecimento da infecção por S. sobrinus que 

aqueles não dessalivados. Estudos conduzidos em ratas {BOWEN et ai., 1986, 

1988a) e em macacos (BOWEN, 1973; EDGAR et ai., 1981) mostraram que a 

redução do fluxo salivar ocasionou aumento da microbiota acidogênica, incluindo a 

colonização por S. mutans, e provocou alta susceptibilidade à cárie dental 

(DREIZEN & BROWN, 1976; BOWEN et ai., 1978; BOWEN et ai., 1986; 

KITAMURA et ai., 1986). 

Enquanto vários métodos têm sido empregados para testar a natureza 

cariogênica dos alimentos (MUHLEMANN & IMFELD, 1981; HARPER et ai., 
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1986), não há ainda um modelo aceitável para investigar o processo de cárie nas 

condições em que ocorre a cárie de mamadeira. O modelo de animal dessalivado 

utilizado neste experimento, pode melhor simular o desenvolvimento de cárie de 

mamadeira e avaliar o papel dos leites em fórmulas infantis (BOWEN et ai., 1997). 

Entretanto, qualquer afirmativa relacionada à associação de 

microrganismos com a cárie dentária em humanos, deve basear-se em análises 

de dados experimentais e epidemiológicos coletados de estudos em humanos 

(THYLSTRUP & FEJERSKOV, 1988). 

Neste experimento, utilizando modelo de cárie em animal dessalivado, 

os animais permaneceram aparentemente saudáveis tendo, em sua maioria, 

ganho de peso especialmente nos grupos que consumiram leite bovino e em 

fórmulas infantis ad líbitum, estando de acordo com BOWEN et ai., 1997. 

Entretanto, os grupos controles apresentaram menor ou nenhum ganho de peso, 

em ambos experimentos, sendo talvez explicado pelo consumo limitado de 

alimentação essencial via gavage, ou seja, 5 mL ao dia, quando comparado aos 

demais grupos que receberam leite de forma ad libitum. Este modelo também 

comprovou sua eficácia quanto à produção de cárie dental nos animais, 

apresentando resultados distintos e estatisticamente diferentes quanto aos grupos 

caracterizados como controle positivo e negativo, bem como os grupos dos leites 

em testes (BOWEN et ai., 1997). 
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Ao comparar o consumo dos líquidos ingeridos, deve-se ressaltar que 

diferentes quantidades puderam ser adquiridas nos grupos experimentais, uma 

vez que a freqüência e a ingestão de líquidos foram ad libitum e não se 

estabeleceu controle sobre estes parâmetros. Entretanto, BOWEN et a/. {1990a} 

explicam que para experimentos com este tipo de delineamento, se houver 

consumo da quantidade de líquidos testados igual ou superior quando 

comparados ao grupo sacarose (controle positivo), as comparações são 

consideradas válidas; por outro lado, se mais solução de sacarose é consumida 

quando comparada aos líquidos testados, faz-se necessária a utilização de 

alimentação programada para atingir dados significativos. No presente 

experimento, que teve o consumo de líquidos medido diariamente, somente o 

grupo do leite humano apresentou menor consumo que o grupo da sacarose, ao 

contrário de outros relatos em que o consumo de leite foi significantemente maior 

do que qualquer outra solução (BOWEN et a/., 1991; BOWEN & PEARSON, 

1993} devendo, porém, registrar que estes autores não avaliaram o leite humano. 

Neste experimento, observou-se que as ratas não consumiram o leite humano da 

mesma forma que a solução de sacarose e os demais leites, provavelmente 

devido à diferença na composição dos leites, uma vez que os leites em fórmulas 

infantis apresentaram diferentes tipos de açúcares (TAB. 11 ), sendo possível que 

o paladar diferenciado tenha determinado ingestões distintas, além do que, a 

ingestão do leite humano pode ter satisfeito mais os animais desse grupo de forma 

a não consumir demasiadamente este líquido, determinando um padrão de 

ingestão inferior aos demais grupos. Esta diferença no consumo do leite humano, 
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no entanto, não põe em dúvida os presentes resultados, pois existe pouca relação 

entre a quantidade de líquido consumido e a capacidade de indução de cárie, 

sendo importante considerar a freqüência de ingestão dos alimentos avaliados 

(BOWEN et ai., 1991, BOWEN & PEARSON, 1993). 

Evidências em humanos (ZINNER & JABLON, 1969) e em animais 

(CORNICK & BOWEN, 1971) mostram que o S. sobrinus necessita da presença 

de uma superfície sólida para colonizar a cavidade bucal. 

Todos os leites utilizados, no presente experimento permitiram a 

manutenção da infecção por S. sobrinus, o que está de acordo com trabalhos 

anteriores que mostraram que a sacarose não é o único açúcar que pode manter 

infecção (BOWEN & PEARSON, 1993; BOWEN et ai., 1997). Ao observar o perfil 

de açúcares (TAB. 11), salienta-se que o leite bovino e humano apresentaram 

qualitativa e quantitativamente menos açúcares fermentáveis por microrganismos 

que os leites em fórmulas infantis, cerca de 6,0 e 3,5 vezes menos lactose, 

respectivamente, que os leites Ninho® e Nestogeno 2®. No entanto, quanto às 

análises microbiológicas, verificou-se que esta diferença apresentada na tabela de 

açúcares não influenciou em um menor crescimento bacteriano. Em geral, os mais 

altos índices de infecção foram observados nos animais que receberam solução 

contendo 5% de sacarose, estando de acordo com os encontrados da literatura, 

segundo os autores BOWEN & PEARSON, 1993. A colonização por S. sobrinus 

do grupo contendo 5% de sacarose não diferenciou dos demais grupos testes, à 
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exceção do grupo ADE, indicando que o número de S. sobrinus foi importante 

para o aparecimento da cárie dental nos grupos testados, mas não foi 

determinante, sendo que outros fatores, como os componentes do leite, 

interferiram de forma que o potencial cariogênico dos leites tenha sido diferente. 

Entretanto, os dados enfatizam a importância da interação entre bactéria e dieta 

na patogênese da cárie, porque os níveis de infecção por S. sobrinus nos animais 

que receberam ADE foram insignificantes (TANZER, 1981). 

Resultados de estudos prévios (BOWEN et ai., 1991 ), mostraram que 

ratos dessalivados que receberam leite bovino com 4% de lactose, ad libitum, 

apresentaram alta população de S. sobrinus na cavidade bucal, não diferindo do 

grupo controle que recebeu apenas sacarose como dieta. Este resultado está de 

acordo com o encontrado em nosso experimento, onde o leite bovino não afetou a 

população de S. sobrinus. 

Ao relacionar os resultados microbiológicos com os índices de cáries 

apresentados neste trabalho, analisou-se que não houve uma relação direta com 

os grupos que apresentaram menores índices de cáries em relação à quantidade 

e porcentagem de S. sobrinus, sendo que todos os grupos em testes não diferiram 

entre si, exceto o grupo que recebeu ADE. 

Estudos relataram que o leite bovino teria algum efeito sobre a 

população bacteriana devido ao conteúdo de substâncias antibacterianas 

(KOSIKOWSKI, 1970). Entretanto, neste experimento, não foi observada 
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diferença estatisticamente significante na microbiota total ou na população de S. 

sobrínus em relação a este tipo de leite. 

As fórmulas infantis permitem um significante crescimento bacteriano 

(ERICKSON et ai., 1998), tendo importância no estabelecimento de 

microrganismos cariogênicos dentro da cavidade oral, os quais, podem 

metabolizar os açúcares disponíveis nos leites (SHEIKH e ERYCKSON, 1996; 

ERICKSON et ai., 1998). 

Os leites Ninho® e Nestogeno 2® apresentaram maior quantidade de 

sacarose em suas fórmulas {T AB. 11) que o grupo controle positivo, não se 

diferenciando estatisticamente, quanto à quantidade e porcentagem de S. 

sobrínus, do grupo controle positivo, comprovando que outros fatores presentes no 

leite, que não apenas a sacarose, estão mantendo o controle da população de S. 

sobrinus. 

O leite é um complexo de fluidos orgânicos e inorgânicos, podendo 

oferecer proteção ao esmalte (LARSEN et ai., 1988, GEDALIA et ai., 1991; 

KASHKER & TASKELL, 1992; NYVAD & JOHANSEN, 1995). O leite bovino 

geralmente é reconhecido pelo seu potencial anticariogênico (WEISS & BIBBY, 

1966; JENKINS & FERGUSON, 1966; FROSTELL, 1970; VIANNA, 1971; MOR & 

McDOUGALL, 1977; SHELTON et ai., 1977; BIBBY et ai., 1980; REYNOLDS & 

DEL RIO, 1984; DEVER et ai., 1987; BOWEN & PEARSON, 1993; BOWEN et ai., 

1991; CARBONEL et a/., 1995; BOWEN et ai., 1997) devido ao conteúdo de 
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cálcio, fósforo e a atividade de tamponamento da caseína (VACCA-SMITH & 

BOWEN, 1995; ARAUJO et ai., 1998). Os resultados deste trabalho confirmam os 

achados com relação ao potencial anticariogênico do leite bovino, no que se refere 

à sua constituição, confirmando os dados de outros trabalhos realizados por 

SHAW et ai., 1959. A presença de proteínas e gorduras pode exercer papel 

cariostático neste tipo de leite (RUSOFF & KONIKOFF, 1975; REYNOLDS & 

WONG, 1983; REYNOLDS, 1987). A caseína reduz a solubilidade do esmalte pela 

adsorção na sua superfície e a gordura forma um filme protetor na superfície 

dentária, prevenindo a ação microbiológica. O efeito anticariogênico não é 

atribuído ao menor consumo do leite bovino, pois o consumo foi semelhante aos 

demais leites utilizados e superior ao do controle positivo (BOWEN et ai., 1990a). 

Assim, não existe razão para acreditar que a diferença no crescimento do animal, 

por si só, entre os animais que consumiram leite e ADE ou 5% de sacarose, 

poderia estar associada com uma grande diferença na incidência de cárie 

observada, pois fatores como a composição do leite bovino podem interferir no 

processo de cárie dental (REYNOLDS & JOHNSON, 1981 ). 

KOULOURIDES et a/. (1976) estudaram a cariogenicidade de nove 

tipos de açúcares e concluíram que a lactose, manitol e sorbitol são 

significativamente menos cariogênicos que a sacarose, estando de acordo com os 

trabalhos de TAMURA et ai., 1980; SCHEMMEL et ai., 1982; BOWEN et ai., 

1990b. Porém, estes resultados diferem dos achados de BIRKHED et ai. (1981 ), 

que mostraram que em humanos a produção de ácido na placa dental aumentou 
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após freqüente ingestão de leite ou lactose. Outros estudos laboratoriais em 

animais mostraram que a lactose aumenta a implantação da bactéria oral, 

produzindo cárie e ocasionando a desmineralização do esmalte (KRASSE, 1965; 

RIPA, 1978; SCHEMMEL et ai., 1982). 

A lactose é metabolizada lentamente pelos microrganismos orais, não 

sendo observada sua metabolização em pH de 5,5. Em contraste, a sacarose é 

rapidamente metabolizada, quando o valor do pH se aproxima de 4, formando 

polímeros de glucano e frutano que aumentam a aderência dos microrganismos 

(WOOD & CRITCHLEY, 1966). 

BOWEN & PEARSON, 1993 relataram que a adição de sacarose ao 

leite bovino aumentou a severidade da cárie. No entanto, o leite bovino com 

sacarose foi significantemente menos cariogênico que solução de água contendo 

sacarose, sugerindo modesta propriedade anticariogênica do leite. Em nosso 

experimento, não é possível concluir se o leite bovino apresenta propriedade 

anticárie, mas sim que ele demonstrou insignificante cariogenicidade quando 

submetido a um modelo de alto desafio cariogênico, estando de acordo com o 

trabalho de BOWEN et ai., 1997. 

O leite humano tem sido relatado como responsável pelo aparecimento 

da cárie dental similar à cárie de mamadeira (KOTLOW, 1977; ROBERTS, 1982; 

ALALUUSUA et ai., 1996a). MATEE et ai., 1992 observaram, nas crianças da 

Tanzânia, com cárie rampante, que a microbiota oral apresentava 100 vezes mais 
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S. mutans e Lactobacilos, quando comparada com placa dental de crianças livres 

de cárie. 

Pelos resultados de cárie obtidos neste experimento, o leite humano 

apresentou pequeno potencial cariogênico, estando de acordo com TANK & 

STORVICK, 1965; ARAUJO et ai., 1995, porém, diferindo dos achados de RUGG­

GUNN et a/., 1985; ALALUUSUA et ai., 1996a. 

ERICKSON & MAZHARI, 1999 concluíram, através de estudos em 

crianças, que o leite humano não proporcionou uma queda significante do pH da 

placa dental, quando comparado com o grupo da água, suportando um 

crescimento bacteriano moderado além de apresentar ativos depósitos de cálcio e 

fosfato, considerando que o leite humano sozinho não causa a descalcificação do 

esmalte, pelo menos, até 12 semanas de exposição, não sendo portanto 

considerado cariogênico. 

Porém, quando o leite humano é comparado com o leite bovino, 

observa-se que este último exibiu menor cariogenicidade (TAS. 13), estando de 

acordo com HACKETT et a/., 1984; THOMSON et a/., 1996, que testaram o 

potencial cariogênico e acidogenicidade dos leites. Teoricamente, o potencial 

cariogênico do leite humano é maior que o do leite bovino, devido ao fato do leite 

humano apresentar maior quantidade de lactose e menor quantidade de cálcio e 

fósforo que o leite bovino (PAUL & SOUTHGATE, 1978). & , , 
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Os resultados deste trabalho mostram que, mesmo na presença de um 

alto desafio cariogênico, o leite humano apresentou um baixo índice de cárie 

quando comparado às demais formulações testadas, sendo semelhante ao grupo 

ADE, contribuindo paralelamente com os benefícios conhecidos na literatura para 

estimular o seu uso (WESTOVER et ai., 1989; ARAUJO et ai., 1995). 

Observa-se, na tabela de perfil de açúcares dos leites (TAB. 11 ), que os 

leites bovino e humano não apresentam diversidades de açúcares, enquanto que 

os demais leites diferem destes tanto na diversidade quanto na quantidade de 

açúcares, o que poderia explicar os baixos índices de cáries observados nos 

grupos que receberam leite bovino e humano e elevados níveis de cáries nos 

grupos que receberam leites em fórmulas infantis, à exceção do grupo 

suplementado com flúor, pois segundo os autores KRASSE, 1988; NEWBRUN, 

1988, a presença de outros açúcares, como a sacarose, pode conferir maior 

cariogenicidade ao produto avaliado. 

Vários pesquisadores têm encontrado uma maior quantidade de lesões 

cariosas especialmente em superfícies lisas de esmalte, em ratos infectados com 

S. mutans e sob uma dieta à base de sacarose, do que com dietas contendo 

glicose, frutose, açúcares invertidos (glicose e frutose produzidos pela hidrólise da 

sacarose), maltose ou lactose (BIRKHED et ai., 1980, 1981). COLE et ai., em 

1980, relataram que a sacarose e a frutose foram igualmente causadoras de cárie, 

enquanto que a frutose em solução pode aumentar o desenvolvimento de cárie de 
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superfície lisa em animais (BOWEN et a/., 1990b). Estudos mostraram que a 

lactose do leite é menos cariogênica que a sacarose (RUSOFF, 1975; BIRKHED 

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

Independentemente da possível diferença no potencial causador de 

cárie da sacarose e outros açúcares da alimentação, THYLSTRUP & 

FEJERSKOV (1988) concluíram que todos os monossacarídeos e dissacarídeos 

em nossa dieta são altamente cariogênicos, pois todos são rapidamente 

fermentados pela placa dental. 

A utilização de fórmulas infantis na mamadeira tem sido relacionada 

com o desenvolvimento de cárie de mamadeira (ERICKSON et a/., 1998). As 

fórmulas infantis são uma combinação sintética complexa de nutrientes, incluindo 

carboidratos fermentáveis (BOWEN et a/., 1997). 

Existem muitas fórmulas com diferentes origens de carboidratos como: 

lactose, xaropes de milho, sacarose e polímeros de glicose que podem ser 

utilizados pelos microrganismos orais, especialmente estreptococos do grupo 

mutans, para formar uma placa aderida ao esmalte que possibilite a adesão dos 

microrganismos aos dentes, além de servir como metabólitos na produção de 

ácidos orgânicos que podem desmineralizar o esmalte dental (SHEIKH & 

ERICKSON, 1996). O leite em fórmula infantil contendo sacarose na formulação, 

amplamente disponível, tem o potencial cariogênico aumentado (DEVER et ai., 

1987). 
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Quanto aos leites em fórmulas infantis testados, todos induziram cárie, 

estando de acordo com os trabalhos de BROWN et ai., 1977; BIRKHED et ai., 

1981. Entre estes leites testados, o Ninho® foi considerado o mais cariogênico por 

diferir do grupo ADE (controle negativo) em todos os índices analisados e por não 

diferir estatisticamente em Ds (superfície lisa), Ds e Dm (sulco) do grupo que 

recebeu solução contendo 5% de sacarose. A cariogenicidade dos leites em 

fórmulas infantis não pode ser baseada apenas no conteúdo de açúcares, pois, 

minerais como cálcio, fósforo, flúor, ferro e peptídeos presentes nestes leites 

podem modificar a cariogenicidade dos açúcares (BOWEN et ai., 1980). 

Estudos demonstraram que a maioria das fórmulas infantis promove 

desenvolvimento de cárie dental in vitro (SHEIKH & ERICKSON, 1996; 

ERICKSON et ai., 1998) e in vivo (SHEIKH & ERICKSON, 1996). Estes 

resultados são similares àqueles relatados, utilizando modelo de rata dessalivada 

(SHIH et ai., 1995; BOWEN et ai., 1996). 

Embora os leites em fórmulas infantis testados nos experimentos sejam 

menos cariogênicos que a solução contendo 5% de sacarose, eles apresentam 

algum potencial cariogênico e por isso merecem cuidado na sua utilização. 

Os leites Ninho® e Nestogeno 2®, apesar de apresentarem em sua 

constituição de açúcares uma maior porcentagem de sacarose que o controle 

positivo (5% de sacarose) (TAB. 11), 9,3% e 14% respectivamente, 

desenvolveram menor incidência de cárie dental. Isto provavelmente se deve ao 
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fato dos leites apresentarem outros componentes em sua formulação, como 

caseína, cálcio, flúor (somente para o Nestogeno 2®), que lhes conferem 

propriedades cariostáticas (WHITE, 1987; BOWEN & PEARSON, 1993), 

reduzindo assim, o índice de cárie em relação ao controle positivo. 

Ainda, observa-se que o leite Nestogeno 2® apresentou quantidades de 

açúcares superiores ao Ninho®; no entanto, no que se refere à cárie dental houve 

menor índice no grupo do Nestogeno 2®, indicando possivelmente a diferença 

entre os açúcares, assim como, a presença de flúor (TAB. 12) observada em sua 

constituição. 

Os leites Nestogeno 2® e Nan 2®, apresentaram aproximadamente 0,5 

ppm de flúor em sua constituição, que pode contribuir na diminuição do potencial 

cariogênico dos leites, estando de acordo com o trabalho de BÁNÓCZY et ai., 

1985, no qual a presença de flúor no leite contribuiu para a diminuição de sua 

cariogenicidade. 

A fluoretação do leite foi primeiramente mencionada por ZIEGLER 

(1956), sendo que o flúor adicionado ao leite não altera o sabor ou outras 

características do mesmo. O leite se apresenta como o primeiro alimento a ser 

oferecido para os bebês devido ao seu valor nutricional, portanto, sua fluoretação 

para crianças pré-escolares vem sendo defendida por muitos pesquisadores 

(STEPHEN et ai., 1984; BÁNÓCZY et ai., 1985, VILLA et ai., 1989). 
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Os resultados do experimento 11 confirmam e acrescentam que flúor, 

quando presente em ótimos níveis no ambiente bucal, é um agente 

anticariogênico eficaz, mesmo na presença de um desafio cariogênico severo. 

LARSON et ai., 1974; BOWEN, 1973, mostraram maior proteção quando 

pequenas concentrações de flúor foram administradas constantemente na 

cavidade bucal. De acordo com os resultados dos índices de cáries do 

experimento I, determinou-se que o leite Ninho® foi o produto mais cariogênico 

dentre os leites testados, no qual seria feita a suplementação com flúor para se 

avaliar a possível diminuição de sua cariogenicidade. Conforme os achados do 

experimento 11, o grupo do leite Ninho® suplementado com flúor foi semelhante ao 

grupo ADE e ao leite humano, apresentando menor cariogenicidade, estando de 

acordo com os relatos de RUSOFF et ai., 1962; ZIEGLER, 1964; WIRZ, 1964; 

STEPHEN et ai., 1981; BÁNÓCZY et ai., 1983; STÕSSER et ai., 1995. 

POULSEN et ai., 1976, mostraram que a administração pós-eruptiva do 

flúor resultou em redução significante dos níveis de cárie bucal e lingual, porém, 

com menores efeitos nas superfícies proximais e sulco, estando de acordo com os 

nossos resultados. As superfícies de fossas e fissuras são as menos protegidas 

pelo flúor devido ao maior acúmulo de placa e maior quantidade de apatita 

carbonatada nestas regiões, sendo consistente com outros estudos (POULSEN et 

a/., 1976; DIRKS et a/., 1978; HOROWITZ, 1980; MIRTH et ai., 1985; CAHEN et 

ai., 1993; TABCHOURY, 1997). 
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A cárie dentária resulta de um processo de desmineralização e inicia-se 

com a dissolução dos minerais mais solúveis como, por exemplo, apatita 

carbonatada (GRÕN et ai., 1963; HALLSWORTH et ai., 1973). Carbonato é 

encontrado em maiores quantidades, em certas regiões dos dentes, como os 

sulcos (ROBINSON et ai., 1982). Quando o dente se forma na presença de flúor, 

isto é, através da ingestão de água fluoretada ou suplementos, há a formação 

dental contendo uma menor quantidade de minerais solúveis, como o carbonato 

(WEATHERELL, 1975). Este fato pode explicar o menor efeito do flúor nas cáries 

de sulco neste estudo, já que o flúor somente foi oferecido aos animais após a 

erupção dos dentes. Além disso, nas regiões de sulco, existe um maior acúmulo 

de placa do que nas outras regiões do dente, devido à própria anatomia desta 

superfície (ÕGAARD, 1990). Desta forma, apesar da presença de flúor, não 

haveria um efeito protetor nas regiões de sulco, à semelhança do observado na 

região de superfície lisa (LARSEN, 1990). 

O efeito preventivo da cárie pelo leite fluoretado tem sido reportado em 

vários estudos, assim como em modelos experimentais (BORROW DENTAL 

MILK FOUNDATION, 1997). Foi provada sua eficácia recentemente em estudos in 

vitro por PHILLIPS, 1991, e in vivo por CUTRESS et ai., 1995. MARINO, em 

1996, sugeriu a fluoretação do leite como uma alternativa quando a da água não 

é possível, sendo a eficácia do flúor comprovada quando administrado junto com 

alimentos contendo alta concentração de cálcio. A adição de NaF ao leite resulta, 

quanto ao índice de cárie, numa diminuição de 50% a 70% em relação ao grupo 
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controle água; e diminuição das lesões cariosas de 30% a 40%, em relação ao 

grupo do leite sem suplementação de flúor (STÕSSER et a/., 1995). Em nosso 

experimento ao suplementar flúor ao leite houve redução de 60,6% em relação ao 

total de superfície lisa e 57,8% em relação ao total de cárie de sulco quando 

comparado ao leite não suplementado. 

BÁNÓCZY et a/., 1990 testaram em modelo animal o efeito 

anticariogênico do NaF quando administrado em leite e em água. O grupo que 

recebeu NaF (15 ppm) em água não mostrou redução de cárie significante quando 

comparado ao grupo controle, enquanto que o grupo que recebeu leite com a 

mesma concentração de flúor apresentou o menor índice de cárie quando 

comparado com todos os outros grupos. Portanto, os resultados sugerem que o 

efeito anticariogênico do NaF é mais pronunciado quando o veículo é leite do que 

água. 

Em 1958, ERICSSON demonstrou que embora a absorção do flúor em 

leite por ratos seja mais lenta que quando em água, as quantidades totais 

finalmente absorvidas são praticamente iguais. Segundo o autor, a absorção mais 

lenta seria devido a uma menor difusibilidade do flúor, provavelmente ocasionada 

pela coagulação do leite, podendo ser vantajoso por manter uma concentração 

elevada de flúor no sangue por mais tempo. KONIKOFF, em 1974, sugeriu que 

mesmo na presença de grande quantidade de cálcio no leite, ainda ocorre 

absorção do flúor. 
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Embora o alto conteúdo de cálcio no leite (geralmente 1200 ppm) possa 

interagir com o flúor, no leite fluoretado, resultando na precipitação do cálcio e 

flúor, isto não acontece com o leite fluoretado contendo 2-5 ppm de F como usado 

na prática. A razão para isto é que boa parte do cálcio no leite está complexado 

com constituintes na matriz do leite (como citrato e caseína). Apenas uma 

pequena fração de cálcio no leite 80 ppm (2,0 mM) está na forma livre de íon 

(HOLT et ai., 1981; TÓTH et ai., 1997), sendo insuficiente para causar 

precipitação do cálcio e do flúor. Podemos concluir assim, que a disponibilidade do 

F (Na F), com leite ou água, apresenta metabolismo similar, tendo 20% a 30% de 

ionização no leite e 1 00% de ionização na água, estando de acordo com 

CUTRESS et ai., 1996. 

ROSALEN et a/., em 1997, concluíram que o flúor reduz a 

susceptibilidade do esmalte à dissolução ácida e promove a remineralização de 

pequenas lesões de cárie. O flúor na sua forma HF (que ocorre em baixo pH), se 

incorpora ao esmalte na forma de fluorapatita, podendo promover a 

remineralização e estas lesões remineralizadas, na presença de flúor, apresentam 

maior resistência ao ataque subseqüente de cárie (BOWEN, 1991). A diminuição 

da solubilidade pelo ácido deve ser pela redução de carbonato no esmalte, e/ou 

pelo acúmulo de flúor em volta da lesão, sendo alto suficiente para reduzir a 

solubilidade (TÓTH et ai., 1989; MURRAY et a/., 1991). 

Porém, estudo clínico realizado por LOPES et ai., 1984, em que 

testaram a capacidade anticariogênica do leite fluoretado (200 ml de leite com 

COPPI, L. C. Avaliação da cariogenicidade de diferentes tipos de leites e efeitos da suplementação com flúor. 

135 



DISCUSSÃO 

2,21 mg de NaF) servido a escolares na faixa etária de 6 a 12 anos de idade, em 

duas escolas públicas estaduais da cidade de Agudos, estado de São Paulo, não 

verificou eficácia do flúor na suplementação do leite; no entanto, os autores 

acreditam que 16 meses de estudo não foram suficientes para demonstrar a 

eficácia do método. 

Ainda vários conceitos indicam que o leite não serviria como veículo 

para o flúor, em termos de comunidade, pelo fato do seu consumo ser bastante 

irregular. A variação individual na ingestão do leite é muito grande, mas 

praticamente todas as crianças pequenas ingerem alguma quantidade dele, 

embora o seu consumo diminua com o aumento da idade. Trata-se de um 

alimento relativamente caro, inacessível às camadas mais pobres da população. 

Para programas escolares, este problema fica eliminado, pois uma quantidade 

predeterminada pode ser distribuída diariamente para as crianças (MARINO, 

1995). 

Outro fator que deve ser observado com cautela são os relatos de 

fluorose com o consumo de leite formulado reconstituído com água fluoretada, 

estudado por vários autores (FORSMAN, 1974; MYERS, 1978; SINGER & 

OPHAUG, 1979; BECKER & BRUCE, 1981; LARSEN et ai., 1988; EKSTRAND, 

1989; LATIFAH & RAZAK, 1989; LEVY et ai., 1995). SILVA & REYNOLDS 

(1996) demonstraram que fórmulas infantis australianas preparadas com água não 

fluoretada não causam risco de fluorose dental, no entanto, se preparadas com 

água de abastecimento contendo este íon em concentração adequada (0,7 a 1 ,O 
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ppm F) pode resultar em fluorose, devido ao seu excesso durante o 

desenvolvimento do esmalte dentário, estando de acordo com os resultados de 

DAMANTE et ai., 2000. 

Os resultados do presente trabalho contribuem positivamente no 

processo de conhecimento e informação para prevenção da doença cárie dental, 

principalmente quanto à orientação dos profissionais e familiares quando da 

utilização de mamadeira noturna contendo carboidratos fermentáveis. 
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7.CONCLUSÃO 

Nas condições experimentais, utilizando o modelo de cárie em animal 

dessalivado é possível concluir que: 

9.1 Não é observado efeito antibacteriano dos leites bovino, humano e também 

das fórmulas infantis sobre a microbiota bucal; 

9.2 Os leites bovino e humano não são cariogênicos quando utilizados de forma 

racional ou mesmo sob um elevado desafio cariogênico; 

9.3 Os leites Ninho® e Nestogeno 2® são cariogênicos, exibindo, porém algum 

efeito cariostático protetor pois, embora possuindo mais sacarose em suas 

formulações originais que o controle (5% de sacarose), provocaram menor índice 

de cárie que o próprio controle positivo; 

9.4 A adição de flúor na reconstituição do leite formulado é capaz de reduzir 

satisfatoriamente sua cariogenicidade, sendo eficaz na redução da progressão das 

lesões cariosas; 

9.5 Os leites em fórmulas infantis apresentam maior potencial cariogênico, 

quando comparados com os leites bovino e humano, devendo ser utilizados com 

cautela. 
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ANEXO 

ANEXO 1 - Formulação da dieta 2000 

Componentes da Fórmula g/Kg 

Leite em pó desnatado 280,0 

Alfafa (17% proteína) 30,0 

Fígado dessecado 10,0 

Extrato de levedura (pó) 40,0 

Farinha de trigo integral 60,0 

Sacarose pó (Giaçúcar®) 560,0 

Sal iodado 20,0 

Segundo KEYES & JORDAN, 1964. 
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ANEXO 2 - Dieta líquida NCP#2 

Componentes da Dieta 

Agua destilada deionizada esterilizada 

Suplemento proteico ProMod® 

Quantidade 

60,0 ml 

67,6 g 

Similac Special Care® com baixa 232,0 ml 
concentração de ferro 

Similac® (com ferro) 232,0 ml 

Óleo de milho - Mazola® 276,0 ml 

Volume final (aproximado) 900,0 ml 

Segundo BOWEN et a/., 1997. 

ANEXO 

Todos os componentes foram colocados em um copo de liquidificador e, usando 

baixa velocidade, bata até que todos os componentes estejam homogeneizados. 

Coloque a mistura em uma vasilha plástica e uma barra magnética. Mantenha 

refrigerado. Homogeneizar a fórmula antes de usar. Esta fórmula é geralmente 

suficiente para fornecer alimento através de intubação gástrica para 48 animais 

por 2 dias. 

Notas: 

ProMod® é uma marca registrada de Ross Product Division - Abbot Laboratories 
(Columbus, Ohio). 
Similac® é uma marca registrada de Ross Product Division - Abbot Laboratories 
(Columbus, Ohio). 
Mazola ® foi a marca de óleo de milho utilizada, sendo marca registrada das Refinações 
de Milho, Brasil Ltda. (Pouso Alegre, Minas Gerais). 
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ANEXO 

ANEXO 4 - Aprovação pela Comissão de Ética na Experimentação Animal (CEEA) 
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