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RESUMO

Este trabalho teve como objetivos avaliar a cariogenicidade dos leites
bovino, humano, formulados infantis e o efeito anticariogénico do flior, quando
suplementado em uma férmula infantil, utilizando modelo animal de carie sujeito a
um alto desafio cariogénico. 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 agua destilada, deionizada e
esterilizada (ADE) com 10% de sacarose, ad libitum, por sete dias. Apds 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 libitum e dieta essencial NCP#2, via
entubacdo gastrica, duas vezes ao dia; (2) Leite bovino (Tipo A), ad libitum; Leites
elaborados em férmulas infantis: (3) Nan 2® reconstituido com ADE, ad libitumn; (4)
Nestogeno 2% reconstituido com ADE, ad libitum; (5) Ninho® coadjuvante de
crescimento reconstituido com ADE, ad libitum; (6) ADE ad libitum e dieta
essencial NCP#2, via entubacdo gastrica, duas vezes ao dia. No segundo
experimento, foram testados os leites humano e a formulagao industrial mais
cariogénica obtida do primeiro experimento a qual foi suplementada com flior.
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 libitum e dieta essencial NCP#2, via entubacao gastrica, duas vezes
ao dia; (2) Leite humano, ad libitum; Leites elaborados em férmulas infantis: (3)
Ninho® coadjuvante de crescimento reconstituido com ADE, ad libitum; (4) Ninho®
coadjuvante de crescimento reconstituido com ADE suplemetado com 10 ppm de
fldor (NaF), apds reconstituicdo e fornecido ad libitum; (5) ADE ad libitum e dieta
essencial NCP#2, via entubacao gastrica, duas vezes ao dia. Ao final de 21 dias
experimentais, os animais de ambos experimentos foram sacrificados e avaliados

quanto a microbiota oral recuperada e ao indice de carie 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 Kruskal-Wallis. No experimento
I, o leite bovino se apresentou como o0 menos cariogénico entre os leites, enquanto
o Ninho® foi o que causou maior indice de cérie. Quanto & porcentagem de S.
sobrinus recuperada da cavidade oral dos animais, nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos estudados, exceto para o grupo ADE.
No experimento I, tanto o leite humano quanto o Ninho® suplementado com fluor,
se apresentaram com menor cariogenicidade, nao diferindo estatisticamente do
grupo ADE, quanto ao total de carie de superficie lisa. Quanto & porcentagem de
S. sobrinus recuperada da cavidade oral, ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos que receberam solugdo com sacarose e leites. Pode-
se concluir que os leites bovino e humano nao foram cariogénicos e a adi¢éo de
fldor na reconstituicao do leite formulado foi capaz de reduzir sua cariogenicidade
de forma significativa. As formulas infantis mostraram significante potencial

cariogénico, devendo ser utilizadas com cautela.

PALAVRAS-CHAVE: Carie, leite, flior, rata.
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Bineso 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 10% sucrose ad libitum for seven days. After these
procedures the animals 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 libitum; (4) Nestogeno 2®
reconstituted with SDW, ad fibitum; (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
libitum; infant formulas: (3) Ninho® growth supporting reconstituted with SDW, ad
libitum; (4) Ninho® growth supporting reconstituted with SDW with 10 ppm fluoride
(NaF), final concentration ad libitumn; (5) SDW ad libitum and essential diet NCP#2,
by gavage twice a day. In the end of 21-experimental days the animals from both
experiments were kKilled 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 Kruskal-Wallis. On experiment |,
cow milk was the least cariogenic of all milks examined, whereas Ninho® was the
most cariogenic. As for the percentage of S. sobrinus obtained from the oral cavity

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

groups studied, except for SDW group. In experiment Il, 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.
It 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. INTRODUGCAO

Carie dental € uma doenca infecciosa e transmissivel, sendo um dos
problemas mais frequentes e antigos na humanidade (KEYES, 1960; BOWEN et
al., 1997). A etiologia da carie dental pode ser considerada multifatorial, estando
relacionada com as intera¢des entre hospedeiro susceptivel, dieta cariogénica,

microrganismo e tempo (TANZER, 1981).

A carie de mamadeira tem sido diagnosticada em diversas criangas que
fazem uso da amamentacédo, sendo motivo de preocupacdo em muitos paises
(GARDNER et al, 1977, KOTLOW, 1977, BRAMS & MALONEY, 1983;
HACKETT et al., 1984). A causa deste padrao de carie se deve ao prolongado e
excessivo periodo de amamentagcdo materna, assim como, dos contetudos
presentes em mamadeiras (ALALUUSUA et al., 1996a; BOWEN et al., 1997;

ARAUJO et al., 1998).

A utilizacdo do leite na alimentagdo 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 produgdo e consumo e por isso merece
maior atencao quanto aos efeitos na saude da populacao. Este produto contém
proteinas, glicideos (lactose), lipidios, protidios (caseina, albumina), sais minerais,
vitaminas A e D, além de ser rica fonte de vitamina B e diversos outros elementos

como ferro, iodo, calcio e enzimas (FLYNN, 1992; ARAUJO et al., 1998; PETTI et
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INTRODUCAO

al., 2000). Restritamente, em relacdo a saude dental, deve ser enfatizado quanto
ao leite bovino o potencial antibacteriano de suas enzimas (KOSIKOWSKI, 1970)
e anticariogénico de algumas fosfoproteinas (REYNOLDS, 1987), bem como o
papel da vitamina D, célcio e fldor' na estrutura do dente (WESTOVER et al.,
1989). O leite bovino contém ainda aproximadamente 4% de lactose, que poderia
contribuir para o desenvolvimento da carie dental (STEPHAN, 1966; BOWEN et
al., 1991). Com base nesses fatores, muitos trabalhos procuram esclarecer o

verdadeiro papel desse tipo de leite na saude bucal.

Dos diferentes tipos de leites consumidos pelas criancas, destaca-se o
leite humano por possuir vantagens nutricionais, imunolégicas e psicolégicas
(SUZUKI et al., 1976; WESTOVER et al., 1989), aléem da contribuicao no
crescimento e desenvolvimento da mandibula (WESTOVER et al., 1989). O leite
humano é composto de proteinas, lipidios, carboidratos (7% lactose), vitaminas
lipo e hidrossoliveis, minerais como calcio, ferro, fltor, iodo e outros, sendo a
unica fonte de nutrientes nos primeiros meses de vida dos bebés (FLYNN, 1992),
apresentando grande importancia para a saude geral e bucal da crianga
(WESTOVER et al., 1989). Portanto, varias campanhas tém sido desenvolvidas

com objetivos de motivar e orientar a populacao sobre seus beneficios.

Uma grande variedade de leites formulados, liquidos ou em po, tem

sido encontrada nos supermercados e farmacias e vem ganhando espaco na

" Termo genérico para definir as formas idnicas (Fluoreto, ionizavel e ndo ionizavel) do elemento
fldor (CURY, 1990).
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INTRODUCAO

suplementacgao nutricional de bebés e criangas. A composi¢do do leite bovino é
em geral alterada pela indistria, que acrescenta ou reduz seus componentes,
originando o leite formulado. Exemplos destes, sdo 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 férmulas infantis sdao reconstituidas a leite geralmente utilizando
agua de abastecimento publico. O indice de redugao de carie pelo flior presente
na agua consumida pelos humanos, varia de 10% a 60% (O’MULLANE, 1990;
HARGREAVES, 1992). Mesmo em baixas concentracoes, o flior atua reduzindo a
desmineralizagdo e promovendo a remineralizagdo das lesdes iniciais
(SILVERSTONE, 1977, TEN CATE & REMPT, 1986). Esta agua, uma vez
fluoretada, € considerada um método efetivo, seguro, econdmico e disponivel para
grandes populagbes na prevencao da carie dental (DIRKS et al., 1978; MURRAY

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

Em decorréncia do consumo de leite bovino, humano e formulado,
especialmente durante a infancia e a correlagdo com a cérie dental segundo
relatos da literatura, justificam-se os objetivos do presente trabalho de avaliar a
cariogenicidade dos mesmos e também de verificar o efeito anticarie do fluor,
quando suplementado ao leite, em animais expostos a um grande desafio

cariogénico.
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Por mais de trés décadas, assume-se que a carie dental € uma doenca
infecciosa e transmissivel (KEYES, 1960; BOWEN et al, 1997). Em termos
gerais, pode-se considerar sua etiologia como multifatorial considerando as
interagoes entre hospedeiro susceptivel, dieta cariogénica, microrganismo e tempo
(TANZER, 1981). Sua prevaléncia, em alguns segmentos da populagédo, tem
diminuido nos Ultimos 25 anos, porém, ainda continua significando um problema
de salde publica para alguns grupos sociais (BOWEN et al., 1997; PAKHOMOV,

2000).

A cérie de mamadeira tem sido diagnosticada em diversas criangas que
fazem uso da amamentacao (GARDNER et al., 1977, KOTLOW, 1977; BRAMS &
MALONEY, 1983; HACKETT et al., 1984). MILNES (1996) reportou 80% de
prevaléncia de carie dental em criangas de até 4 anos de idade, em um grupo de
nativos da América. Outros autores estimam que 3% a 6% das criancas, nesta
faixa etaria, apresentam carie de mamadeira, sendo que em algumas populagées
esta relacdo pode variar de 10% a 13% (MATTOS-GRANER et al., 1996;

ERICKSON et al., 1998).

O leite humano tem sido considerado por alguns profissionais como o
agente responsavel pelo aparecimento da carie dental similar a carie de
mamadeira. Esta condicao geralmente se atribui ao fato das maes amamentarem

seus filhos por um periodo prolongado, permitindo que a crianca mame e durma
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em contato com o seio com alta freqliéncia. Estes fatores determinam a presenca
desta tipica carie dental, que se caracteriza pela progressdo rapida, com
envolvimento pulpar precoce, envolvendo dentes raramente susceptiveis a carie
como os incisivos superiores, apresentando maior predominancia na superficie
vestibular dos incisivos e lingual dos molares superiores e posteriormente nos
molares inferiores (SHELTON et al., 1977, KOTLOW, 1977, ROBERTS, 1982;
ALALUUSUA et al., 1996a). A posicao do bico do seio ou da mamadeira, entre o
palato e a lingua, permite um prolongado contato dos dentes superiores com o
liquido cariogénico (GARDNER et al., 1977), enquanto a diminuicdo do fluxo
salivar durante o sono favorece ainda mais a utilizacdo do substrato pela bactéria
(KOTLOW, 1977). Por outro lado, os incisivos inferiores sdo pouco afetados, pois
estdao constantemente envolvidos pela saliva (GARDNER et al., 1977), aiém de
estarem sob a protecao da lingua (SHELTON et al., 1977, JOHNSEN, 1984),
sendo, portanto, motivo de discussdo da saude bucal por pediatras, dentistas e

pesquisadores.

A céarie de mamadeira aparenta estar fortemente associada com a
infeccao por Streptococcus mutans nas superficies dentais, sendo que
aproximadamente 60% da microbiota da placa dental é composta por S. mutans
(VAN HOUTE et al., 1982, BERKOWITZ et al., 1984). A sacarose é considerada o
carboidrato de maior potencial cariogénico (KRASSE, 1988; NEWBRUN, 1988).
Segundo KRASSE (1988). Com a presenca de sacarose o S. mutans sintetiza

polissacarideos extracelulares, que conferem volume e adesividade a placa dental
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e grandes quantidades de &cido lactico, que promovem diminuicdo do pH da placa
e consequiente desmineralizacdo do esmalte. KOULOURIDES et al., em 1976,
relataram que hda variacdo do pH da placa bacteriana em fungdo de varios
acucares e concluiram que a lactose n&do reduziu o pH tao bruscamente quanto a

sacarose, glicose, frutose e maltose.

Outro fator a ser considerado na céarie de mamadeira € a relagao entre
o nivel de infecgcao e a prevaléncia de carie dental entre os membros de uma
mesma familia. Estudos em animais concluiram que filhotes provenientes de maes
com alta atividade de carie apresentaram também maior infecgao por S. mutans e
indice de carie, quando comparados com aqueles provenientes de maes com
baixa atividade de carie e que, portanto, apresentavam menor infeccao por S.
mutans e indice de carie, mostrando que a viruléncia do S. mutans € um dos

fatores que estabelece alto envolvimento da lesao cariosa (BOWEN et al., 1997).

A diminuicdo do fluxo salivar durante o periodo noturno, quando
associada ao wuso da mamadeira, estimula o desenvolvimento dos
microrganismos. Durante o sono, ha a diminuigao do fluxo salivar e o acesso da
saliva aos dentes pode ser ainda mais restrito quando o bico da mamadeira se
interpde entre os dentes e a lingua. Este fato, associado com a estagnagéo do
leite agucarado em volta dos dentes, resulta em um meio altamente cariogénico e
nestas circunstancias favorece o aparecimento da carie de mamadeira pelo
aumento da cariogenicidade dos alimentos, sem a influéncia fisiolégica da saliva

(BOWEN, 1998).
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O leite apresenta propriedades fisicas similares as da saliva
(REYNOLDS & STOREY, 1979; BOWEN et al, 1991). A presenca de calcio,
fosforo, magnésio e vitamina D em sua constituicao, assim como nos seus
derivados, contribuem na formacao e no desenvolvimento dos dentes e ossos
(WHITE, 1987). Ainda apresenta substéncias antimicrobianas como lisozima,
peroxidase, lactoferrina, imunoglobulinas e possivelmente fatores de agregacédo
bacteriana que podem afetar a microbiota bucal (KOSIKOWSKI, 1970, BOWEN &
PEARSON, 1993) sendo, portanto, essencial para a saude bucal, especialmente
da crianca (SHELTON et al., 1977), por apresentar propriedades cariostaticas

(BOWEN & PEARSON, 1993).

Embora o leite de muitas espécies seja explorado pelo homem, o leite
bovino se destaca em produgdo e consumo. De forma geral, este produto contém
proteinas, glicideos (lactose), lipidios, protidios (caseina, albumina), sais minerais,
vitaminas A e D, além de ser rica fonte de vitamina B (riboflavina e calcio — quatro
vezes mais que o leite materno) e diversos outros elementos como ferro, iodo,
sédio, potassio, cloro, fésforo e zinco, todos consideravelmente importantes para o
organismo (FLYNN, 1992; ARAUJO et al, 1998, PETTI et al, 2000).
Restritamente, em relacdo a saulde dental, deve ser enfatizado o potencial
antibacteriano de suas enzimas (KOSIKOWSKI, 1970) e anticariogénico de
algumas fosfoproteinas (REYNOLDS, 1987), bem como o papel da vitamina D,
calcio e flior na estrutura do dente (WESTOVER et al., 1989). O leite bovino

contém ainda aproximadamente 4% de lactose, que poderia contribuir para o
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desenvolvimento de carie, tornando esse alimento um dos principais responsaveis
pela destruicao dental (STEPHAN, 1966; BOWEN et al., 1991). Alguns autores
sugerem que todo o leite possui potencial cariogénico devido a presenca de
lactose que, quando fermentada produz um pH em torno de 5,0 favorecendo a
desmineralizacdo (ALBEY, 1980; RUGG-GUNN et al., 1985; BIRKHED, 1990),
diferindo de outros autores que consideram o leite bovino nao cariogénico
(REYNOLDS & DEL RIO, 1984; BOWEN et al., 1991; CARBONEL et al., 1995;

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

O leite bovino é praticamente o Unico leite disponivel em grande
quantidade, com abrangéncia e consumo mundiais, por isso sua relacdo com a
saude dental tem sido por muitos anos um tdpico de bastante interesse. MICHAL
(1969) examinou cuidadosamente informagdes de seus pacientes com carie de
mamadeira e concluiu que o leite bovino pode causar cérie dental. VIANNA
(1971), num estudo in vitro, concluiu que leite sem adi¢éo de carboidratos pode
produzir carie dental se estagnado sobre o dente por determinado periodo. Por
outro lado, pesquisas mais recentes contradizem tais informagdes colocando em

evidéncia as propriedades cariostaticas do leite bovino (PETTI et al., 2000).

As fosfoproteinas presentes no leite, em destaque a caseina, séo
fortemente adsorvidas no esmalte dental in vitro e aparentemente apresentam
capacidade de prevenir, mais de 20%, a dissolugao do esmalte dental bovino in
situ (WEISS & BIBBY, 1966; RUSOFF & KONIKOFF, 1975; REYNOLDS et al.,

1982; REYNOLDS & WONG, 1983; REYNOLDS, 1987). Um estudo in vitro de
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1995, desenvolvido por VACCA-SMITH & BOWEN, demostrou que a caseina do
leite reduz a adsorcao e a atividade da enzima glucosiltransferase (GTF),
produzida pelos estreptococos, sobre a hidroxiapatita revestida por saliva (pelicula
salivar). Muitos componentes da dieta como carboidratos, lipidios e proteinas
podem ser incorporados a pelicula adquirida e afetar a atividade da
glucosiltransferase sobre a superficie do dente. Segundo esse estudo, a kappa-
caseina e o leite bovino sao exemplos desses componentes, pois foram capazes
de reduzir a adsorgcao da GTF sobre a hidroxiapatita resultando numa menor
producdo de glucano. Toda caseina derivada do leite bovino, comportou-se
também como um potente inibidor da adesao de Streptococcus sanguis (OMZ 9),
Streptococcus sobrinus (OMZ 176) e S. mutans (GS-5) sobre a hidroxiapatita,
quando comparada as outras proteinas, apesar de néo interferir na fixagao de
Actinomyces viscosus Ny1, estando de acordo com os resultados obtidos por
VACCA-SMITH et al., 1994; GUGGENHEIM et al., 1999, nos quais observaram
reducdo de 73% a 80% na proporgéo de S. sobrinus, obtendo ainda, inibigdo do
desenvolvimento de carie dental em superficies lisas e sulcos. Esses resultados
sugerem que a caseina tem efeito inibitério sobre os estreptococos orais, pois é
capaz de interagir com a superficie da bactéria, que esta envolvida na ades&o

(NESSER et al., 1994).

Quanto as substancias antibacterianas como a lactoferrina, a lisozima e
a peroxidase, estas também podem afetar a microflora bucal. ARNOLD et al., em

1980, demostraram que a lactoferrina pode atuar contra varias cepas bucais,
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inclusive S. mutans, em pH 5 a 6. O efeito antibacteriano desta enzima foi
relacionado a sequestracdo do ferro e a consequente privacdao nutricional do
microrganismo (BOWEN & TABAK, 1995). A lisozima, uma proteina catibnica, é
bastante conhecida por sua atividade muramidase, clivando a ligacdo beta-1,4
glicosidica entre o N-acetil acido muramico e a N- acetilglicosamina dos
peptidoglicanos bacterianos. Outros trabalhos indicam que a lisozima pode
apresentar diversos efeitos antimicrobianos nao necessariamente ligados a
atividade de muramidase. Esses mecanismos antimicrobianos incluem agregacgéo
ou aderéncia bacteriana, rompimento de membrana na presenca de anions e
ativagdo de autolisinas. Em relac@o & peroxidase, esta bem estabelecido que esta
catalisa a oxidacao do tiocianeto na presenca de peréxido de hidrogénio e gera o
anion hipotiocianeto e o &acido hipotiocianoso, produtos toxicos que inibem o

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

O leite bovino apresenta também aproximadamente 3,5% de gordura
(GARDNER et al., 1977), que atua formando uma membrana protetora na
supetrficie dental e envolve os carboidratos da dieta, facilitando sua remocéo da
cavidade bucal. Esse efeito dos lipidios reduz a atividade bacteriana e
consequentemente colabora para que o leite exerca efeito cariostatico (RUSOFF
& KONIKOFF, 1975). FLYNN, em 1992, relatou que a maioria dos minerais e

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

QOutros autores sugerem que o leite bovino possui um potencial

anticariogénico, devido & presenca de calcio, fosfato e a atividade tamponante da
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caseina, que possui agdo anti-bacteriana contrapondo a cariogenicidade da
lactose; portanto, estes fatores podem interferir nos fendmenos da
desmineralizacdo e remineralizagdo dental (JENKINS & FERGUSON, 1966;
WEISS & BIBBY, 1966; VIANNA, 1971; DEVER et al., 1987; BOWEN et al.,

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 vitro (McDOUGALL, 1977).

Em modelo animal, avaliou-se o leite com 2% de gordura e leite com
quantidade reduzida de lactose, assim como solugdes contendo 10% de sacarose
e 4% de lactose. Os animais que receberam 10% de sacarose e 4% de lactose
apresentaram uma populagdo de S. sobrinus significantemente maior que outros
grupos (BOWEN et al., 1991). O grupo 4% de lactose apresentou potencial para
promover carie dental quando comparado com o grupo controle dgua, sendo que o
efeito cariogénico do grupo da lactose 4% pode ser resultado da maior
concentracao de S. sobrinus presente neste grupo em relagdo aos demais grupos
testados, estando de acordo com GUSTAFSON et al., 1955. Em contraste,
STEINMAN et al. em 1958, nao observaram aumento de carie em animais que
receberam 20% de lactose trés vezes ao dia. Quanto ao grupo que recebeu leite
com quantidade reduzida de lactose apresentou insignificantes niveis de caries,

sendo provavel 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 saude bucal, investigando a

cariogenicidade e propriedades cariostaticas de seus componentes.

Dos diferentes tipos de leites consumidos por criangas, destaca-se o
leite humano por possuir vantagens nutricionais, imunolégicas e psicoldgicas,
além da contribuicdo no crescimento e desenvolvimento da mandibula, pois os
musculos da cavidade oral na crianca sao fortemente exercitados durante a

sucgdo (WESTOVER et al., 1989).

Os atos de abertura, protuséo, sucgao e compressao da gengiva para
extrair o leite do seio materno exercitam fortemente os musculos e sao
responsaveis pelo crescimento fisiolégico e posicionamento correto da mandibula.
O musculo digastrico do bebé é duas vezes mais forte que o do adulto, além dos
movimentos contribuirem para a abertura e drenagem da faringe e tuba auditiva,
ajudando reduzir os riscos de infecgdes auditivas e respiratérias. Muitos bicos de
mamadeiras permitem que o liquido flua muito rapidamente, obrigando o bebé a
posicionar sua lingua para frente para obstruir o fluido de leite enquanto engole.
Esse fator, associado ao baixo esforco muscular requerido para retirar o leite,
seria responsavel pelo mal posicionamento da lingua e pelo pequeno

desenvolvimento oral (WESTOVER et al., 1989).

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

lipidios, carboidratos (7% lactose), vitaminas lipo e hidrossoliveis, minerais como
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céalcio, ferro, fldor, iodo e outros. A composicdo do leite humano muda
significantemente durante o periodo de lactagdo como um evento fisiolégico do
organismo da mae, além disso, diversos trabalhos tentam esclarecer se a
qualidade do leite é afetada por fatores externos como contaminantes e
malnutricio (LONNERDAL, 1986). De maneira geral, o leite humano é um sistema
nutricional e imunolégico com adequados niveis de vitamina D e fldor para a
saude geral e bucal da crianga (WESTOVER et al., 1989), sendo considerado um

alimento nao cariogénico (ARAUJO et al., 1995).

A proporcao de vitamina D contida no leite humano e sua relagao com a
nutricdo materna ainda é controversa. Trabalhos demonstram que, quando
comparados as formulas infantis, os niveis de vitamina D lipossoluveis tendem a
serem baixos no leite humano, enquanto a propor¢cao de 25-hidroxi-vitamina D &
relativamente alta (WESTOVER et al., 1989). HOLLIS et al., em 1983, mostraram
que o nivel dessa vitamina no leite pode ser aumentado com suplementos
oferecidos & mae, apesar da concentracdo de hidroxi-vitamina D néo ser afetada

pela suplementacgao.

Recentemente, o contetdo de contaminantes do meio ambiente no leite
humano e seu efeito na satde oral tém merecido interesse (FURST et al., 1992).
ALALUUSUA et al., em 1996a, demonstraram que ha associacao entre a
exposicdo de criancas normais a dioxinas, via leite humano, e a de
hipomineralizagao do primeiro molar permanente. Analisaram também a

associacao entre a duracado da amamentacdao materna e a ocorréncia de defeitos
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dentais. Os resultados mostraram que os defeitos foram mais extensos em
criangas que passaram por prolongado contato com o leite humano. Logo, um
prolongado periodo de amamentacao materna pode aumentar o risco de defeitos
de mineralizacdo pela interferéncia de contaminantes, como as dioxinas, no

desenvolvimento dental ALALUUSUA et al., 1996b.

O leite humano possui uma concentracdo de lactose (7%) superior aos
demais tipos de leites (GARDNER et al., 1977). A hidrdlise da lactose [O-B-D-
galactopiranosil (1—4)-B-D-glucapiranose], dissacarideo redutor que possui um
carbono anomérico livre no residuo 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 dissacarideos, nao age como acucar redutor e nao possui atomos de carbono
anoméricos livres, pois, os atomos das duas hexoses estao ligados entre si
(LEHENINGER, 1976). A sacarose € mais facilmente hidrolizada que os demais
dissacarideos, liberando cerca de 6 kJ/mol de energia, que proporciona a
producgdo, pelos microrganismos cariogénicos, de polissacarideos extracelulares
de reserva (frutano, glucano) e uma matriz polissacaridea insoluvel (mutano). A
enzima extracelular responsavel pela sintese transfere unidades de glicose ou
frutose para o polimero em crescimento utilizando a alta energia encontrada na
ligagdo glicosidica entre carbonos anoméricos da glicose e frutose no dissacarideo
sacarose. Estes polissacarideos extracelulares favorecem a colonizacdo de S.
mutans e a adesividade da placa e permitem que ela se agregue aos dentes em

maior quantidade que os demais acucares (NEWBRUN, 1982).
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MATEE et al., em 1992, investigaram a prevaléncia de estreptococos
do grupo mutans e de lactobacilos em criancas com presenca e auséncia de
caries rampantes, e que se alimentavam de leite humano. A contagem de
microrganismos foi mais acentuada na placa e saliva das criangas portadoras de
caries rampantes, com prevaléncia de lactobacilos. Criancas livres de caries
também tiveram alta prevaléncia dessas bactérias, demonstrando que, na
populacdo estudada, os resultados microbiolégicos explicam parcialmente a
presenca de caries. A amamentagao materna permite a colonizacgo e proliferagéo
de estreptococos do grupo mutans e de lactobacilos nos dentes e a carie
rampante pode ocorrer nesse periodo mesmo em criangas que nao utilizam

mamadeiras ou outra forma abusiva de alimentacao.

ERONAT & EDEN, em 1992, indicaram que o bico do seio descansa
entre o palato duro e mole e que apds a sucgédo, o leite é depositado na regiao
posterior da lingua e da orofaringe, estimulando o reflexo de degluticéo. Através
da mamadeira, muitas vezes, o infante nao extrai leite suficiente para que esse
reflexo seja estimulado. Os volumes de leites obtidos da mae e da mamadeira sao
semelhantes, mas o seio ocupa maior volume na boca em comparacao ao bico
artificial da mamadeira. Assim, a amamentacdo pela mamadeira permite que o
leite acumule em torno do dente até que o reflexo da degluticao seja estimulado

por um periodo de tempo maior que no aleitamento materno.
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Varias campanhas tém sido desenvolvidas com objetivos de motivar e
orientar a populacéo sobre a importancia da amamentacédo materna (WESTOVER

et al., 1989).

Apesar das vantagens que a amamentacado oferece, muitas vezes o
leite humano é substituido por leites elaborados em férmulas infantis. BOWEN et
al. em 1997, demostraram que estas férmulas infantis apresentam potencial
cariogénico, sustentando a infecgado por S. sobrinus. Ainda, as férmulas que

contém sacarose sao mais cariogénicas quando comparadas com as de lactose.

As formulas infantis sdo uma complexa combinacédo sintética de
nutrientes, incluindo carboidratos fermentaveis como lactose, sacarose e
polimeros de glicose. Porém, informagdes sobre o potencial cariogénico do leite

formulado sao surpreendentemente esparsas (BOWEN et al., 1997).

Polimeros de glicose estdo sendo acrescentados em férmulas infantis
como suplemento energético, mas informagdes sobre o efeito desses
componentes na saude dental sdo praticamente inexistentes (MOYNIHAN et al.,
1996). Um estudo recente investigou se os polimeros de glicose a 10% em agua,
leite bovino e colageno sao acidogénicos e se tém capacidade de reduzir o pH da
placa dental para niveis associados a desmineralizacéo do esmalte. Os resultados
mostraram que os polimeros de glicose podem reduzir o pH da placa e, portanto,
podem estar associados a um aumento da cariogenicidade dos leites formulados,

embora sejam menos cariogénicos que a sacarose (MOYNIHAN et al., 1996).
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SHEIKH & ERICKSON (1996) avaliaram a reducdo do pH da placa
dental com o uso de oito férmulas infantis e concluiram que todas apresentavam
capacidade significante de reducdo do pH, sugerindo, portanto, que os leites
formulados sao acidogénicos e podem ter grande atuacdao no desenvolvimento da
carie de mamadeira, sendo o valor critico do pH de 5,7. Esse trabalho esta de
acordo com ERICKSON et al., 1998, que testaram 26 fdérmulas infantis,
analisando o pH da placa dental, a cultura de S. sobrinus e o indice de carie, em
humanos, obtendo resultados clinicos e radiograficos em 18 semanas. Concluiram
que a maioria dos leites formulados reduziu o pH significantemente e alguns
propiciaram grande crescimento bacteriano. Quanto ao indice de carie,
observaram lesao em dentina em aproximadamente 3 a 4 semanas apds o uso do

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

Estas férmulas infantis sao reconstituidas a leite, geralmente utilizando
agua de abastecimento publico. Esta agua, uma vez fluoretada, é considerada um
método efetivo, seguro, econdmico e disponivel para grandes populagbes na
prevencao da carie dental (DIRKS et al., 1978, MURRAY et al., 1991;
O’MULLANE, 1994), pois o flior apresenta efeito anticariogénico significativo
(BOWEN, 1973), sendo que o indice de reducédo de carie pelo flior presente na
agua consumida pelos humanos varia de 10% a 60% (O’MULLANE, 1990;

HARGREAVES, 1992).

A adicao de pequenas quantidades de flior ndao afeta propriedades de

aparéncia, textura e sabor do leite (FRANK & CHRISTEN, 1985) e sua
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concentracao em férmulas infantis é determinada, comparando a viabilidade deste
elemento na agua usada em sua preparacao (LATIFAH & RAZAK, 1989;
DAMANTE et al., 2000), além de apresentar o mesmo custo dos leites nao
fluoretados oferecidos as escolas (BORROW DENTAL MILK FOUNDATION,

1997).

Muitos estudos tém surgido nas Ultimas décadas para avaliar a
biodisponibilidade do flior no leite (ERICSSON, 1958; EKSTRAND & EHRNEDO,

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

Uma diminuicao significante da biodisponibilidade do flGor ocorre com o
uso de comprimidos (NaF) quando administrados com leite ou outro produto
derivado (EKSTRAND & EHRNEBO, 1979), assim como, quando estes sao
adicionados ao leite e formulas infantis preparadas com agua fluoretada (SPAK et

al., 1982).

Como explicacdo para diminuicdo da biodisponibilidade do fldor, é
proposto interagbes entre o fluor idnico e componentes do leite, formando
complexos néo sollveis, ou o alto valor do pH géstrico associado com a ingestao
de leite, que diminui a proporcao relativa da permeabilidade do acido fluoridrico
(HF). A concentragao de flior na sua forma iénica é reduzida no leite por se ligar
ao caélcio e outras proteinas, o que pode afetar a atuacao efetiva do flior contra a

carie dentaria (DIRKS et al., 1974, REYNOLDS & STOREY, 1979; DUFF, 1981).
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Por outro lado, estudos clinicos e laboratoriais mostram que o leite
fluoretado aumenta a resisténcia do dente contra a carie, principalmente durante o
seu desenvolvimento (LIGHTS et al., 1958; POULSEN et al., 1976) e apds
erupcado (WIRZ, 1964; ZIEGLER, 1964; POULSEN et al., 1976; REYNOLDS &
STOREY, 1979; REYNOLDS & JOHNSON, 1981; STEPHEN et al., 1984;

BANOCZY et al., 1985).

Outros trabalhos (ERICSSON, 1958, POULSEN et al., 1976;
EKSTRAND et al., 1984) confirmaram a validade do leite fluoretado e seu
envolvimento ndao apenas no esmalte dentario em desenvolvimento, como também
nos dentes ja erupcionados, pois o flior age de forma dinamica (CURY, 1990).
Acredita-se que a interacao do fldor com os componentes do leite, formando

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

O menor indice de carie encontrado com o uso do leite fluoretado,
quando comparado ao da agua fluoretada, em experimentos animais, pode ser
explicado pela protecao adicional que o leite oferece (JENKINS & FERGUSON,
1966; MOR & McDOUGALL, 1977; HARPER et al., 1987). A protecédo oferecida
na superficie do esmalte evita a producédo de acido na placa dental, retardando
assim a dissolugéo do esmalte e ocorrendo também a remineralizagao parcial do
esmalte dissolvido através do efeito antiplaca propiciado pelo leite (JENKINS &
FERGUSON, 1966; McDOUGALL, 1977; REYNOLDS & JOHNSON, 1981; RAO,
1984). Estudos clinicos conduzidos por PETERSSON et al. (2000) concluiram que

5 ppm F, utilizando leite ou dgua como veiculo, resultavam em semelhantes
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concentragdes na saliva (15 minutos apds sua ingestao) e na placa dental (2 horas

apos sua ingestao).

GYURKOVICS et al. (1992), relataram que o leite fluoretado (0,4 mg -
0,75 mg F/200 mL leite/dia) administrado as criancas, reduziu em 10% o indice de
cérie dental em relagdo ao grupo controle, estando de acordo com BANOCZY et
al., 1983, 1985; STEPHEN et al., 1984; VILLA et al., 1989, 1990. Neste sentido,
O’MULLANE (1994) demonstrou que a fluoretacdo do leite em paises como
Escdcia, Hungria e Bulgaria foi efetiva na diminuicao da carie dental (PAKHOMOV
et al., 1993). Estudos conduzidos pela BORROW DENTAL MILK FOUNDATION
(1997) e Organizag¢éo Mundial da Saude, com grupos de criangas, mostraram que
a fluoretagao do leite (2,65 ppm F) teve resultado satisfatério na reducéo da carie
em paises como: Bulgaria (5 anos de suplementacdo, em determinadas
localizagdes houve redugao de 40% a 53%, outros de 89% a 79%), Chile, China,
Federacao da Russia, Inglaterra (0,5 mg F/ dia — 200 dias/ano), assim como, em

Glasgow (STEPHEN et al., 1984) e em Budapeste (BANOCZY et al., 1985).

Segundo DAVIS (1975), o leite fluoretado estaria sendo utilizado ja em
alguns paises como forma de prevenir a cérie, como em Saint Poulsen na Austria,
em Kiel na Alemanha Ocidental, em Inamura no Japao e em Winterthur na Suica,

Peru, Bangkok (Tailandia) e Africa do Sul (PAKHOMOV, 2000).

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

4 anos, em criangas que receberam 0,25 mg F (0 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 reducé@o de 41% a 78% na
incidéncia de carie, sendo que a proporgao de criangas livres de carie dental apds

este periodo foi de 55% a 130% (MARINO et al., 2000).

Porém, LARSEN et al. (1988) sugeriram que a fluorose dental ocorrida
na infancia esta relacionada com a alta concentragéo de fllor usada na diluicao do
leite em pé (LATIFAH & RAZAK, 1989; SILVA & REYNOLDS, 1996). SILVA &
REYNOLDS (1996) demonstraram ainda, que férmulas infantis australianas
preparadas com agua nao fluoretada nao causam risco de fluorose dental, no
entanto, se preparadas com agua de abastecimento contendo este ion em
concentracao adequada (0,7 a 1,0 ppm F), podem resultar em fluorose, devido ao
seu excesso durante o desenvolvimento do esmalte dentario. Estando de acordo
com os resultados de DAMANTE et al. (2000), que avaliaram a concentracéo final
de flior presente apdés a preparacdo de nove fdérmulas infantis brasileiras,
utilizando agua de abastecimento publico fluoretada (0,99 ppm F) e agua mineral
(0,02 a 0,14 ppm F), ressaltando os cuidados quanto & possivel ocorréncia de

fluorose dental.

LATIFAH & DUGUID, em 1986, analisaram o nivel de fldor presente no
leite humano e concluiram que quando coletado de areas fluoretadas, contém
significantemente maior quantidade de ion fldor (0,065 ppm), do que leite humano

de méaes pertencentes a uma area nao fluoretada (0,035 ppm).
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Os aspectos polémicos da fluoretacdo da agua e programas de leites
fluoretados também tém sido revistos por LIGHTS et al, 1958; SILVA &
REYNOLDS, 1996, que considerando a situagao sécioecondmica dos paises em
desenvolvimento, sugerem que a fluoretagdo do leite € uma alternativa viavel e
econdmica. Entretanto, as desvantagens relativas as preferéncias alimentares,
influindo na quantidade de alimento ingerido e a dificuldade no ajuste dos niveis

6timos do fluor no alimento sao inconvenientes ponderaveis.

Ha evidéncia que para combater o problema da carie dental apenas o
tratamento curativo ndo é suficiente, mas a adogdo de medidas preventivas é a
unica maneira de diminuir a prevaléncia da enfermidade e com ela a magnitude do
problema. Desta maneira é importante analisar o melhor aproveitamento dos
métodos atuais, sendo também necessario aplicar medidas de prevencdo em

grande escala (DEMERS et al., 1990).
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3. PROPOSICAO

O presente trabalho tem como objetivos avaliar em animais

dessalivados:

5.1 O potencial cariogénico dos leites: bovino (Tipo A), humano e em férmulas

infantis de consumo mais comum no Brasil,

5.2 O potencial cariogénico do leite em férmula infantil, considerado como o mais

cariogénico, suplementado com flaor.
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4. Material e Métodos

Foram realizados dois experimentos, utilizando modelo de carie em
animal sujeito a um alto desafio cariogénico, com ratas Wistar, spf (specific
pathogen free), infectadas com 8. sobrinus e dessalivadas, onde testou-se a

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

4.1 Experimento |

Este experimento foi delineado para avaliar o potencial cariogénico dos
leites: bovino (Tipo A) e de trés leites elaborados em férmulas infantis,
administrados a ratas dessalivadas e infectadas com S. sobrinus, por 21 dias

experimentais.

4.1.1 Aquisi¢ao 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 condicbes de isolamento padrdo e testadas inicialmente
quanto & presenca de estreptococos do grupo mutans (microbiota indigena),
através de esfregacos nas superficies dos dentes com cotonetes esterilizados
(FIGURA 1), que foram inoculados em agar mitis salivarius - MSA (Difco Lab.) e
agar mitis salivarius mais bacitracina - MSB (200 unidades/mL, Difco Lab. e Sigma

Chem. Co.), GOLD et al., 1973. As placas foram incubadas em atmosfera de 10%
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de CO,, a 37°C, por 48 horas {(BOWEN ef al., 1988a). Todos os animais estavam

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

FIGURA 1 - Obtencéo de esfregago bucal, na recepcdo dos animais.

As ratas foram infectadas oralmente em trés dias sucessivos com
cultura em fase exponencial de crescimento de S. sobrinus 6715, resistente a
estreptomicina e reisolado de um rato dessalivado (BOWEN et al., 1980, 1988b),
sendo o indculo preparado em caldo de baixo peso molecular (Low Molecular
Weight — LMW), segundo descrito por SCHILLING & BOWEN (1988). A fase
exponencial da curva de crescimento do S. sobrinus foi estabelecida através de
um espectrofotdmetro (Spectronic 20, Bausch & Lomb), com A = 700 nm. As
infecgdes individuais foram realizadas, utilizando cotonete esterilizado embebido
em meio de cultura, seguido de esfregaco nas superficies dentarias de cada

animal. Os animais receberam dieta 2000 com 56% de sacarose (Anexo 1)
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(KEYES & JORDAN, 1964), e agua contendo 10% de sacarose ad libitum,

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

Aos 23 dias de idade, as ratas foram submetidas a esfregacos nas
superficies dos dentes para a verificacdo da infecgdo por S. sobrinus através de
inoculagdo em agar mitis salivarius mais estreptomicina — MSS (200 unidades/mL,

Difco Lab. e Sigma Chem. Co.).

4.1.2 Procedimentos Cinirgicos:

Aos 25 dias de idade, os animais foram dessalivados cirurgicamente
por ligacdo dos ductos das glandulas parétidas, usando fio de sutura n2 4 (Ethicon,
Johnson & Johnson) (FIG. 2) e remocgdo das glandulas sublinguais e
submandibu!ares, apos disseccdo através de incisdo mediana (FIG. 3) (BOWEN
et al., 1988b). Neste procedimento, os animais foram anestesiados com hidrato de
cloral, via intraperitoneal, na dose de 400 mg/Kg. Todas as incisbes foram
fechadas com clipes cirtrgicos (Autoclip, Becton & Dickinson), que foram
removidos trés dias apos a dessalivagao. A cirurgia procedeu-se normalmente,

sem intercorréncias e todos 0s animais recuperaram-se bem.
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FIGURA 2 — Ligacdo do ducto da FIGURA 3 — Remocao das glandulas
glandula parétida. sublinguais e submandibulares.

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. Solugéo de agua destilada, deionizada e esterilizada contendo 5% de
sacarose ad libitum (controle positivo) e dieta essencial NCP#2 (Anexo
2), via entubagao gastrica (gavage), duas vezes ao dia (3 mL as Sh e 2

mL as 14h), para suprir as necessidades nutricionais (BOWEN et al.,

1997);
Grupo 2: Leite bovino (Leite da Granja® — Tipo A), ad libitum;

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

reconstituido com agua destilada, deionizada e esterilizada, ad libitum,
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Grupo 4: Leite elaborado em formula infantil Nestogeno 2® (Nestié Ind. e Com.

Ltda.), reconstituido com agua destilada, deionizada e esterilizada, ad

libitum,

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

(Nestlé Ind. e Com. Ltda.), reconstituido com agua destilada, deionizada

e esterilizada, ad flibitum;

Grupo 6: Agua destilada, deionizada e esterilizada ad fibitum (controle negativo) e
dieta essencial NCP#2, via entubacgdo gastrica (gavage), duas vezes ao
dia (3 mL as 9h e 2 mL as 14h), para suprir as necessidades

nutricionais (BOWEN et al., 1997).

A nutricdo essencial NCP#2 foi fornecida através de entubagéo gastrica
(FIG. 4), usando uma agulha de alimentacdo 20G 1x1,5, administrada duas vezes
ao dia em quantidades de 3 e 2 mL, as Sh e as 14h respectivamente, de segunda
a sexta-feira, e 3 mL, aos sabados e domingos. O experimento foi conduzido de
forma cega e o periodo experimental durou 21 dias. O consumo diario de liquidos
foi registrado e ao final de cada semana os animais foram pesados (FIG. 5). Apos
este periodo, os animais foram sacrificados através de asfixia por CO: e

decapitados.
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FIGURA 4 - Entubagéo géastrica para administracdo de dieta liquida
NCP#2, duas vezes ao dia(as 9he as 14 h).

FIGURA 5 - Registro do consumo diario de liquidos e pesagem semanal dos
animais.
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4.2 Experimento |i2

Este experimento foi delineado para avaliar o potencial cariogénico dos
leites: humano e elaborado em formula infantil, escolhido como o mais
cariogénico, no primeiro experimento, e reconstituido ou ndo com agua fluoretada.
A semelhanca do experimento |, foi utilizado o modelo de carie dental em ratas
dessalivadas, infectadas com S. sobrinus e avaliado durante 21 dias

experimentais.

4.2.1 Aquisicao 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 |.

4.2.2 Procedimentos Cirurgicos:

Aos 25 dias de idade, os animais foram dessalivados cirurgicamente,
onde procedeu-se semelhantemente ao experimento | A cirurgia ocorreu

normalmente e todos 0s 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 ap6s a avaliacao dos resultados do Experimento .
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Grupo 1: Soluc&o de agua destilada, deionizada e esterilizada contendo 5% de
sacarose ad libitum (controle positivo) e dieta essencial NCP#2, via
entubacéo gastrica (gavage), duas vezes ao dia (3 mL as She 2 mL as

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

Grupo 2: Leite humano®, ad libitumn;

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

(Nestlé Ind. e Com. Ltda.), reconstituido com agua destilada, deionizada

e esterilizada, ad libitum;

Grupo 4: Leite elaborado em formula infantil Ninho® coadjuvante de crescimento
(Nestlé Ind. e Com. Ltda.), reconstituido com agua destilada, deionizada

e esterilizada, contendo 10 ppm de fldor® (NaF), apds a reconstituicéo e

fornecido ad libitum;

Grupo 5: Agua destilada, deionizada e esterilizada ad fibitum (controle negativo) e
dieta essencial NCP#2, via entubacio gastrica (gavage), duas vezes ao

dia (3 mL as Sh e 2 mL as 14h), para suprir as necessidades

nutricionais (BOWEN et al., 1997).

3 | eite humano foi fornecido pelo Banco de Leite Materno do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da USP.

4 A biodisponibilidade de 10 ppm F para ratos corresponde a 1,0 ppm F para humanos (TAVES &
GUY, 1979) e esta concentracdo é superior ao limite de solubilidade do fluoreto de céicio, assim
todo fldor esta solivel.
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A nutricgo essencial NCP#2 foi fornecida semelhantemente ao
Experimento |. O consumo didrio de liquidos foi registrado e ao final de cada
semana os animais foram pesados. O experimento foi conduzido de forma cega e
o periodo experimental durou 21 dias. Apds este periodo, os animais foram

sacrificados através de asfixia por CO; e decapitados.

4.3 Preparo dos Leites

Os leites em formulas infantis foram preparados de acordo com as
instrugées do fabricante. Mamadeiras autoclavadas, contendo 100 mL de leite
preparado, foram oferecidas as ratas, a cada 24 horas, durante o periodo
experimental. Com o leite humano, a fim de se evitar a variabilidade dos
resultados devido ao contetido de lactose no leite de diversas méaes, optou-se por
homogeneizar a cada dia varias garrafas de leite, para entdo distribui-las em
mamadeiras e serem oferecidas aos animais. O leite humano foi homogeneizado
mecanicamente a cada 2 horas, apods o oferecimento aos animais, exceto no

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

4.4 Analise Microbiolégica

Imediatamente apds o término dos experimentos | e I, a mandibula
esquerda de cada animal foi removida assepticamente (FIG. 6) e suspensa em 5

mL de solugdo de NaCl a 0,9% esterilizada (FIG. 7) e sonicada com 3 pulsos de
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10 segundos, com intervalos de 5 segundos (FIG. 8), a 400 W de poténcia e

amplitude de 10% (Sonics & Materials inc.) (BOWEN et al., 1986).

A partir da suspensdo obtida, foi feita diluicdo 1:100 e inoculada em
duplicata, em agar sangue contendo 5% de sangue desfibrinado de carneiro (agar
base, Difco Lab.) para determinar a microbiota total (Fig. 9), e em MSS para
determinar a populagdo de S. sobrinus recuperada, através do equipamento
Spiral-Plater (Whittley Automatic Spiral Plater da DW Scientific). As placas de MSS
e agar sangue foram incubadas em uma atmosfera de 10% de CO,, a 37°C, por
48 horas. As placas de agar sangue foram incubadas por mais 24 horas, a 37°C,
aerobicamente. A contagem de microrganismos foi expressa em u.f.c./mL
(unidades formadoras de colonias por mililitro), sendo contados visualmente,

utilizando lupa de aumento com luz e estereomicroscopio (BOWEN ef al., 1986).
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FIGURA 6 — Remocgio da FIGURA 7 — Suspens&o da
hemimandibula esquerda. hemimandibula em NaCl a 0,9%.

FIGURAB-Sonicagéo ‘d‘a‘s‘ IGURA 9 - Inoculagdo da
amostras. suspenséo em meio de cultura,
utilizando maquina Spiral Plater.
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4.5 Determinagao do indice de carie

As mandibulas e maxilas foram colocadas em autoclave, por 30 seg, a
120°C, dissecadas cuidadosamente e os dentes preparados para determinar
indice de carie, utilizando-se o sistema de Keyes modificado por Larson (FIG. 10)

(KEYES, 1958, LARSON, 1981).

FIGURA 10 - Dissecacdo das mandibulas e maxilas.

A determinagcdo do indice de carie foi realizada em duas etapas
(utilizando aparelho de captura de imagem acoplado ao microscopio SV — 6 Carl
Zeiss). Inicialmente foi feita determinacéo das lesGes de superficies lisas (bucais,
linguais) e proximais. A segunda etapa correspondeu a avaliacdo das lesOes

presentes nos sulcos, apés coloragéo e seccionamento dos dentes.

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

consistiu na contagem do nimero de pontos cariados em uma superficie. E uma
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avaliag8o linear feita em unidades ou “éreas”, que representam uma por¢éo da
superficie do dente. O nimero maximo de unidades que podem ser designadas a
uma superficie é predeterminado pelo seu tamanho. Na segunda avaliacdo, foi
determinada a profundidade da les&o na dentina. Os valores foram designados a
cada tipo de les&o e registrados no diagrama (Anexo 03). O método de
designagdo de valores envolveu julgamento da extens@o linear e registro da
profundidade das lesGes. A aparéncia das lesbes cariosas, tendo alcangado

diferentes profundidades, foi descrita como:

E - somente esmalte, esmalte branco e opaco;

Ds - les&o leve da dentina, superficie do esmalte seca ou quebradica;
Dm - leséo moderada da dentina, a dentina esta exposta;

Dx - les@o extensa da dentina, a dentina estd amolecida ou faltando e pode estar

escura.

Na segunda etapa, as maxilas e mandibulas foram coradas com
murexida 0,024% em etanol/agua (7:3) e seccionadas ao meio. As mandibulas e
maxilas ficaram em contato com a soluc&o de murexida por 17 horas. A avaliacédo
de carie nos sulcos foi alcancada por uma estimativa linear para um sulco
teoricamente aberto. A avaliagcdo da profundidade da les@o também foi realizada.
O numero de sulcos examinados no 12, 2% e 3° molares mandibulares foi 3, 2 e 1,

respectivamente; e no 12, 22 e 32 molares maxilares foi 2, 1 e 1 respectivamente.

COPPI, L. C. Avaliagéo da cariogenicidade de diferentes tipos de leites e efeitos da suplementagdo com fltor.

71



MATERIAL E METODOS

4.6 Analise Estatistica

Inicialmente foi realizada analise exploratéria, observando-se que os
dados nao apresentavam distribuicdo normal ou homocedasticidade (Shapiro-
Wilk), além de ndo encontrar nenhuma transformacdo adequada aos dados,
utilizou-se teste de Kruskal-Wallis (Bioestat for Windows versdo 1.0) para os

resultados nao paramétricos de indice de carie.

4.7 Determinagido de Agticares Presentes nos Leites®

Foi realizado um perfil cromatografico qualitativo e quantitativo dos
aclcares presentes nos leites estudados, por meio de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando Cromatografo Liquido CG modelo 480 E,

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

4.8 Determinacdo da Quantidade de Flior Ionico Presente nos

As amostras dos leites foram centrifugadas e a concentragdo de ion
flior no sobrenadante foi determinada utilizando eletrodo especifico de ion fidor da
Orion (modelo 96-09) e um analisador idnico digital da Orion (modelo EA-940)
(Orion Research Inc, Boston, MA 02129). Para andlise do ion flior foram

colocados os mesmas volumes das amostras e de TISAB (tampéo de acetato 1,0

* A determinacao de agucares nos leites estudados foi realizada no laboratério de referéncia para
América Latina da Nestié Ind. e Com. Lida., Sdo Paulo, SP.

5 A determinacao da quantidade de fiior presente nos leites foi realizada no Laboratorio de
Bioquimica Oral da Faculdade de Odontologia de Piracicaba - UNICAMP.
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M, pH 5,0, contendo NaCL 1,0 M e 1,2-ciclohexanediaminetetraacético 0,4%)
(CARVALHO & CURY, 1999). Este método foi utilizado para a determinagéo de
fldor idnico presente nas solucdes utilizadas no experimento, como: solugdes
controles (solugdo com 5% de sacarose e ADE); nos leites: bovino, humano, leites

em férmulas infantis suplementados ou ndo com 10 ppm F, em sua concentragdo

final.
4.9 Determinacéo do indice de Cariogenicidade Relativa dos Leites
Este indice foi realizado para comparar os resultados de carie entre os
experimentos | e Il, analisando o potencial cariogénico relativo dos leites

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

al., 1980, 1997.

A cariogenicidade relativa é calculada somando o total de carie de sulco
e total de carie de superficie lisa produzidos pelo leite a ser analisado, subtraindo-
se pelo total de carie de sulco e o total de carie de superficie lisa do grupo ADE
(controle negativo). Este resultado é dividido pelo resultado obtido da soma do
total de carie de sulco e total de carie de superficie lisa do grupo 5% de sacarose
(controle positivo), subtraindo a soma do total de carie de sulco e de superficie lisa
do grupo ADE. Devem ser considerados os grupos controles positivo e negativo
de cada experimento, com o leite pertencente ao experimento em analise. Este

célculo esta expresso na férmula apresentada, a seguir:
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CR = Leite (T lisa + T sulco) — ADE (T lisa + T sulco)
Sac (Tlisa + T sulco)— ADE (T lisa + T sulco)

Legenda

CR = cariogenicidade relativa

Leite = leite a ser calculada a CR

T lisa = total de carie de superficie lisa

T sulco = total de carie de sulco

ADE = agua destilada, deionizada e esterilizada
8Sac = grupo 5% de sacarose

4.10 Aprovagio pela Comissio de Etica na Experimentagdo Animal

(CEEA)

Os experimentos descritos neste trabalho foram aprovados pela CEEA /

IB / UNICAMP (Anexo 4).
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5. RESULTADOS

5.1 Experimento |

Os animais permaneceram aparentemente saudaveis por todo o
experimento. Como esperado, o ganho de peso dos animais variou entre os
grupos. Animais que receberam alimentacdo essencial via gavage (grupos: 5% de
sacarose e ADE) ganharam pouco peso ou nenhum em relagéo aos demais. Os
animais pertencentes aos grupos dos leites ganharam mais peso que 0s grupos
controles (TABELA 1 e GRAFICO 1). A TAB. 2 e GRAF. 2 mostram os menores
consumos de liquidos dos grupos 5% de sacarose e ADE, e 0s maiores consumos
dos demais grupos que receberam leite.

TABELA 1 - Média (erro padréo) do ganho de peso (g) das ratas dessalivadas,
apos 21 dias experimentais. (Experimento 1)

GRUPOS
5% de Leite Leite Leite Leite ADE*
Sacarose*  Bovino Nan2® Nestogeno2®  Ninho®
Ganho de
Poso (q) 009 T744(23) 550(22) 723(17) 616(15 00(15)

ADE = agua destilada, deionizada e esterilizada
* receberam alimentacdo essencial via gavage.
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RESULTADOS

5% de Leite Bovino Leite Nan 2@ Leite Leite Ninho® ADE
Sacarose Mestogeno 2©

GRUPOS

GRAFICO 1 - Média do ganho de peso (g) das ratas dessalivadas, ap6s 21 dias
experimentais. (Experimento 1)
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TABELA 2 - Média (erro padrdo) da quantidade de liquidos (mL) consumidos
diariamente pelas ratas. (Experimento [)

GRUPOS

5% de Leite Leife Leijte Leite

Sacarose* Bovino  Nan2® Nestogeno2®  Ninho® ADE

Consumo
de Liquidos 40:5(1.9) 76,0(1,1) 77,7(3,6) 839(1,0) 84,0(08) 185(1,9)
/dia

ADE = agua destilada, deionizada e esterilizada
* receberam alimentac&o essencial via gavage.

90+
80-
70-
60
50
401
30
20
10

CONSUMO DE LIQUIDOS (mL)

Leite Nan 2@ Leite Nestogeno Leite Ninho® ADE
2®

GRUPOS

5% de Sacarose Leite Bovino

GRAFICO 2 - Média da quantidade de liquidos (mL) consumidos diariamente
pelas ratas. (Experimento [)
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Analisando a TAB. 3, observa-se com relagédo a quantidade total de
microrganismos, o grupo do leite Nestogeno 2® apresentou o menor nimero de
microrganismos, que diferiu estatisticamente de todos os outros grupos, exceto do
grupo que recebeu leite bovino (p<0,05). A quantidade, bem como a porcentagem
de S. sobrinus recuperada de cada um dos grupos, néo apresentaram diferenca
estatisticamente significante, exceto para o grupo que recebeu ADE, cuja
quantidade e porcentagem de S. sobrinus foram as menores (GRAF. 3).

TABELA 3 — Média (Posto Médio)* da microbiota total, S. sobrinus e porcentagem
de S. sobrinus recuperada. (Experimento 1)

GRUPOS
. . 5% de Leite Leite Leite Leite
Microbiota Sacarose Bovino Nan2® _ Nestogeno2®  Ninho® ADE
Total 14,4 11,0 14,2 8,0 12,7 13,9
g  “09)° (266 (297 (143)°  (37.0° (310)°
S. sobrinus 7.4 4.2 3,9 3,7 7.4 0,05
o (4127 (3407 27.3° (303)°  419° (56)°
S. sobrinus 47,3 38,5 32,5 50,0 54,5 0,5

(%) (36,9)° (32,1n% (27,2)° (37,4  403°% (57)°

*Andlise ndo paramétrica por Kruskal-Wallis (p<0,05). Valores estatisticos diferentes est@o
seguidos por letras diferentes na horizontal.
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60

PORCENTAGEM DE S. sobrinus

5% de Leite Bovino Leite Nan 2@ Leite Leite Ninho® ADE
Sacarose Nestogeno 2@

GRUPOS

GRAFICO 03 — Média da porcentagem de S. sobrinus recuperada da cavidade
bucal de ratas que receberam diferentes tipos de leites. (Experimento 1)
Analisando a TAB. 4, pode-se observar com relacdo aos indices de
carie de superficie lisa, que o grupo 5% de sacarose apresentou o maior nimero
de cérie, diferindo estatisticamente dos demais (p<0,05), exceto do grupo Ninho®
em severidade Ds. Quanto ao total de superficie lisa, o leite bovino causou o
menor indice de carie quando comparado com os grupos dos leites em férmulas
infantis e nao diferiu estatisticamente do grupo que recebeu ADE. Os leites em
formulas infantis apresentaram os maiores indices de carie entre os leites

testados, néo diferindo entre si.
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TABELA 4 — Média (Posto Médio) do indice de carie* do total de superficies lisas
e severidade em ratas dessalivadas. (Experimento I)

GRUPOS
indicede 5% de Leite Leite Leite Leite ADE
Carie Sacarose Bovino Nan2®  Nestogeno2® Ninho®
s T°‘Z!sa 74.0 40 33,8 30,4 30,6 23
up- (635°%  (100°  (36,7)°  (339°  (338° (93"
Ds 50,9 1,5 3.6 75 11,8 0,7
(543)°  (190° @62 (269 400* (11,7°
Dm 16,9 0,5 24 14 3,3 0,2

(509)° (21,1 (304 (260 (345)° (155)°
* Método de KEYES (1958) modificado por LARSON {1981).
Andlise estatistica n8o paramétrica pelo método Kruskal-Wallis (p<0,05). Valores estatisticos
diferentes estfo seguidos por letras diferentes na horizontal.
Ds — lesdo leve da dentina
Dm — lesfo moderada da dentina

Com relagéo a severidade da lesdo na superficie lisa (Ds), o grupo do
leite bovino apresentou um indice de carie baixo, ndo diferindo estatisticamente
do grupo ADE, assim como do leite Nan 2® e Nestogeno 2°, que apresentaram
indices intermediarios de céries, nao diferindo do grupo ADE e Ninho®. O grupo
Ninho®, entretanto, apresentou o indice mais aito dentre os leites avaliados, ndo
diferindo estatisticamente do grupo 5% de sacarose, mas diferindo
estatisticamente do grupo ADE. Analisando a severidade da lesdo na superficie
lisa (Dm), o grupo Ninho® apresentou alto indice de cérie quando comparado com

os demais leites testados, diferindo estatisticamente do grupo ADE. Os grupos
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bovino, Nan 2® e Nestogeno 2° no diferiram significativamente entre si e nem do

grupo ADE.

A TAB. 5 mostra indices de carie de sulco e sua severidade. O maior
indice de carie total de sulco foi observado novamente nos animais que
receberam solucao contendo 5% de sacarose, o qual diferiu estatisticamente dos
demais (p<0,05). Os leites em férmulas infantis ndo diferiram estatisticamente
entre si, porém apenas os leites Nan 2° e Nestogeno 2° nao diferiram do leite
bovino, o qual foi o Unico que nao diferiu estatisticamente do grupo ADE.

TABELA 05 — Media (Posto Médio) do indice de carie* do total de sulco e
severidade em ratas dessalivadas. (Experimento I)

GRUPOS
Indice de 5% de Leite Leite Leite Leite ADE
Carie Sacarose  Bovino Nan2®  Nestogeno2® Ninho®
Total 57,9 24,0 35,7 341 38,3 11,0

Sulco 63,72 (9N™ @170 @1,n*  357° (7,0)°

Ds 35,1 3.4 15,4 15.3 32,5 2.1
(516)2 (12,3)® (29,9)° 29.4)¢  46,7)% (82)°

Dm 11,2 1.1 2,8 3,0 3,8 3.1
(50,52 (16,9)%¢ (28,6)*  (31,7)™ (358)* (15,0)¢
* Método de KEYES (1958) modificado por LARSON (1981).
Anadlise estatistica ndo paramétrica pelo método Kruskal-Wallis (p<0,05). Valores estatisticos
diferentes estao seguidos por letras diferentes na horizontal.
Ds — lesdo leve da dentina
Dm — lesdo moderada da dentina
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Analisando a profundidade da carie de sulco (Ds), os grupos 5% de
sacarose e leite Ninho®, apresentaram os maiores indices de caries nao diferindo
estatisticamente entre si. O leite bovino apresentou o menor indice de carie, néao
diferindo estatisticamente do grupo ADE. Os leites formulados Nan 2° e
Nestogeno 2° nao diferiram estatisticamente entre si, diferindo dos demais
grupos. Com relagéo a profundidade da cérie de sulco (Dm), os grupos 5% de
sacarose e Ninho®, novamente apresentaram os maiores indices de caries, ndo
diferindo estatisticamente entre si (p<0,05). O leite bovino apresentou o menor
indice de carie nao diferindo estatisticamente do grupo ADE. Os leites formulados
nao diferiram entre si estatisticamente, sendo que o grupo Nan 2° também néo

diferiu estatisticamente do grupo ADE.

Todos os leites em férmulas infantis foram considerados cariogénicos,
porém, O Ninho® apresentou maior cariogenicidade que os demais leites, por
diferir do grupo ADE quanto ao total e severidade (Ds, Dm) de cérie de superficie
lisa e sulco, sendo ainda, estatisticamente nao diferente do grupo 5% sacarose

em algumas severidades de caries (Ds de superficie lisa e Ds, Dm de sulco).
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5.2 Experimento il

A semelhanca do Experimento |, os animais permaneceram
aparentemente saudaveis por todo periodo experimental. Como esperado, o
ganho de peso dos animais variou entre os grupos. Os animais que receberam
alimentagéo essencial via gavage (grupos: 5% de sacarose e ADE), ganharam
pouco peso em relagdo aos demais (TAB. 6 e GRAF. 4). Os animais pertencentes
aos grupos dos leites em formulas infantis ganharam mais peso que os grupos
controles. A TAB. 7 e GRAF. 5 mostram os menores consumos de liquidos dos
grupos 5% de sacarose, ADE e leite humano, e os maiores consumos dos demais
grupos.

TABELA 6 - Média (erro padréo) do ganho de peso (g) das ratas dessalivadas,
ap6s 21 dias experimentais. (Experimento i)

GRUPOS
5% de Leite Leite Leite ADE*
Sacarose* Humano Ninho® Ninho® F

Ganho de

Peso (g) 12,6 (1,2) 15124 73,7(21) 750(2,7) 26114
ADE = agua destilada, deionizada e esterilizada
* receberam alimentacdo essencial via gavage.
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GANHO DE PESO (g)

5% de Leite Humano Leite Ninho® Leite Ninho® ADE
Sacarose Fidor

GRUPOS

GRAFICO 4 - Média do ganho de peso (g) das ratas dessalivadas, ap6s 21 dias
experimentais. (Experimento )
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TABELA 7 - Média (erro padrdao) da quantidade de liquidos (mL) consumidos
diariamente pelas ratas. (Experimento 11)

GRUPOS
5% de Leite Leite Leite ADE*
Sacarose* Humano Ninho® Ninho® F
Consumo
de f;é%”’d"s 33,8(1,4) 234(1,7) 716(1,7) 728(1,6) 141(0,7)

ADE = agua destilada, deionizada e esterilizada
* receberam alimentaco essencial via gavage.
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40
30
20
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CONSUMO DE LiQUIDOS (mL)

5% de Leite Leite Ninho® Leite Ninho® ADE
Sacarose Humano Fidor

GRUPOS

GRAFICO 5 - Média da quantidade de liquidos (mL) consumidos diariamente pelas
ratas. (Experimento Il)
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Analisando a TAB. 8, observa-se com relagdo a quantidade total de
microrganismos que os grupos dos leites e solucdo contendo 5% de sacarose nao
diferiram estatisticamente entre si, porém diferiram estatisticamente do grupo ADE
(p<0,05). A quantidade, bem como a porcentagem de S. sobrinus recuperada de
cada um dos grupos, ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante,
exceto para o grupo que recebeu ADE cuja quantidade e porcentagem de S.
sobrinus foram as menores (GRAF. 6).

TABELA 08 — Média (Posto Meédio)* da microbiota total, S. sobrinus e
porcentagem de S. sobrinus recuperada. (Experimento i)

GRUPOS
5% de Leite Leite Leite ADE
Microbiota  Sacarose  Humano Ninho® Ninho® F

Tot:%l 38,0 36,0 28,2 31,2 78,0
(x10) (256)% (20,00  (183)° (20,6) 42,1)"

S. sobrgnus 7.0 6.5 6.8 8,6 0,05
(x107) (293)° (2837  (289)° (31,3) ® (5,2)°

8. sobrinus 22,3 27 .1 26,7 30,1 0,04
(%) @71 (29,3)®  (30,1)° (31,5) 2 (5,0)

*Analise ndo parameétrica por Kruskal-Wallis (p<0,05). Valores estatisticos diferentes estdo
seguidos por letras diferentes na horizontal.
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35

PORCENTAGEM DE 8. sobrinus

8% de Sacarose Leite Humano Leite Ninho® Leite Ninho® ADE
FlGor

GRUPOS

GRAFICO 6 — Média da porcentagem de S. sobrinus recuperada da cavidade
bucal de ratas que receberam diferentes tipos de leites. (Experimento Ii)
Analisando a TAB. 9, podemos observar com relagéo ao total de carie
de superficie lisa, os animais que receberam solugéo contendo 5% de sacarose e
Ninho® apresentaram os maiores indices de caries, diferindo estatisticamente dos
demais grupos (p<0,05). O leite humano obteve o menor indice de céarie quando
comparado com os grupos dos leites em foérmulas infantis, ndo diferindo

estatisticamente dos grupos que receberam ADE e Ninho® suplementado com

fldor.
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TABELA 9 — Média (Posto Médio) do indice de carie* do total de superficies lisas
e severidade em ratas dessalivadas. (Experimento Il)

GRUPOS
indice de 5% de Leite Leite Leite ADE
Carie Sacarose Humano Ninho® Ninho® F
Tota{ 91,6 18,7 54 1 21,3 7,5
Sup. Lisa 448)°  (17.8)°® (3542  (202)° 92)°
Ds 64,4 9,1 38,3 6,0 1,9

(44,1) 2 (22,3)®  (36,3)° (16,1) °° (8,6) ¢

Dm 29,8 0,9 6,7 0,2 0.1
452)% (19,3)®° (317" (15,7) © (15,5) ©
* Método de KEYES (1958) modificado por LARSON (1981).
Andlise estatistica n8o paramétrica pelo método Kruskal-Wallis (p<0,05). Valores estatisticos
diferentes est8o seguidos por letras diferentes na horizontal.

Ds - les3o leve da dentina
Dm ~ les8o moderada da dentina

Com relacéo a severidade da lesdo na superficie lisa (Ds), o grupo leite
Ninho® F apresentou um baixo indice de carie, ndo diferindo estatisticamente do
grupo ADE. O leite humano apresentou um indice intermediario de carie diferindo
estatisticamente da ADE, mas ndo do leite Ninho® F. O grupo Ninho®, apresentou
o indice mais alto dentre os leites avaliados, diferindo estatisticamente do grupo
ADE, mas néo diferindo do grupo 5% de sacarose. Analisando a severidade da
les@o na superficie lisa (Dm), o grupo Ninho® F apresentou o indice de carie mais
baixo quando comparado com os demais leites avaliados, ndo diferindo
estatisticamente do grupo ADE. O leite humano apresentou um indice

intermediario de cérie néo diferindo estatisticamente da ADE e do grupo Ninho®
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com fldor. O grupo Ninho® apresentou o indice mais alto dentre os leites

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

A TAB. 10 mostra indices de caries de sulco e sua severidade. Os
maiores indices de caries de sulco e severidade foram observados novamente
nos animais que receberam solucao contendo 5% de sacarose e leite Ninho®, os
quais diferiram estatisticamente do grupo ADE. Quanto ao total de carie de sulco,
os leites humano e Ninho® F apresentaram os menores indices de caries diferindo
estatisticamente do grupo ADE. Quanto a severidade da lesdo, o leite humano
também apresentou o menor indice de carie quando comparado com os demais
leites avaliados, nao diferindo estatisticamente do grupo ADE. O leite Ninho® F
apresentou, por sua vez, indice de carie intermediario diferindo estatisticamente
do grupo ADE. Quanto a severidade (Dm), os leites humano e Ninho® F nao

diferiram estatisticamente da ADE.
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TABELA 10 — Média (Posto médio) do indice de carie* do total de sulco e
severidade em ratas dessalivadas. (Experimento Ii)

GRUPOS
indice de 5% de Leite Leite Leite ADE
Carie Sacarose = Humano Ninho® Ninho® F

Total 71,6 20,3 63,3 26,7 2.3
Sulco 438° (18,6)° (372° 22,3)° (5,6) °

Ds 36,5 6.9 27,1 8,2 1,0
432% (188> @77n°? (22,0)° 6,0)°

Dm 19,8 0.5 10,4 1,0 0,0

4512  (14,2)®  (359)° (21,3)° (11,0) ®
* Método de KEYES (1958) modificado por LARSON (1981).
Andlise estatistica ndo paramétrica pelo método Kruskal-Wallis (p<0,05). Valores estatisticos
diferentes estdo seguidos por letras diferentes na horizontal.
Ds - lesio leve da dentina
Dm ~ lesBo moderada da dentina

5.3 Determinacdo de Actlicares Presentes nos Leites

Os leites bovino, humano e em férmulas infantis foram analisados

guanto a presenca de acglcares, sendo os resultados expressos na TABELA 11.
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TABELA 11 - Aclcares (%) presentes nos leites avaliados em % (p/v).

Malto- Lactose Sacarose | Glicose | Frutose
LEITES dextrina (%) (%) (%) (%)
(%)

Bovino Tipo A - 4.9 - - -
Humano - 8,3 - - -

Ninho® - 29 9,3 1,6 2.1
Nestogeno 2° 8 29 14 - -
Nan 2° 13 44 - - -

Método usado para determinacéo de Acticares - Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) baseado no trabalho de ALPENFELS et al., 1982.

De acordo com os resultados, observamos que os leites bovino e
humano possuem apenas lactose, como acglicar, e em concentracbes inferiores
aos leites formulados. Entretanto, o leite humano possui 1,7 vezes mais lactose

que o bovino.
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Os leites em férmulas infantis, além da lactose, apresentaram outros
acucares em suas formulagdes, 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 acticares com relagdo aos demais.

5.4 Determinacio da Quantidade de Flior I6nico Presente nos

Leites

Em seus estados originais os leites bovino, humano e Ninho®
praticamente n&o apresentaram flior em sua composicdo, entretanto os leites
Nan 2° e Nestogeno 2° apresentaram concentragbes de filior de
aproximadamente 0,5 ppm (TAB. 12). O leite Ninho® suplementado com 10 ppm F
(NaF) em nosso laboratério, demonstrou uma concentragéo de 10,6 ppm de fldor

livre, o qual foi utilizado no experimento 1.
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TABELA 12 - Fluor idnico (ppm) presente nos leites avaliados.

Leites Utilizados Quantidade de Fluor I6nico nos Leites
(Media)
ppm F
Bovino 0,02
Humano 0,00
Nan 2° 0,53
Nestogeno 2° 0,51
Ninho® 0,02
Ninho® Suplementado com Flior 10,6
(10 ppm)

Método: Fllor idnico utilizando TISAB (1:1), segundo CARVALHO & CURY, 1999,

5.5 Determinagio do indice de Cariogenicidade Relativa dos Leites

- Classificacao dos Fluidos

A TAB. 13 mostra a cariogenicidade relativa dos leites avaliados
(BOWEN et al., 1980, 1997), na qual é possivel observar os menores indices de
cariogenicidade representados pelos leites bovino e humano, assim como, uma
cariogenicidade moderada do leite Ninho® suplementado com fldor. Os leites em
formulas infantis Nestogeno 2®, Nan 2® e Ninho® apresentaram indices mais

significantes quanto ao potencial cariogénico.
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TABELA 13 - indice de cariogenicidade relativa dos leites.

Cariogenicidade Relativa dos Leites

Liquidos Testados Total Total Total Cariogenicidade Relativa
Sup. Lisa| Sulco | Sup. Lisa
+
Total
Sulco
Sacarose exp. | 74,0 57.9 131,9 1
Sacarose exp. |l 91,6 71,6 163,2 1
Ninho® exp. | 30,6 38,3 68,9 0,50 1
0.60
Ninho® exp. I 54,1 63,3 1174 0,70 J
Nan 2° 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

Calculos baseados segundo BOWEN ef al., 1980, 1997,
Total Sup. Lisa: total de carie de superficie lisa. Total Sulco: total de carie de sulco
Total Sup. Lisa + Total Sulco: total de carie de superficie lisa + total de cérie de sulco
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O modelo de carie dental em ratas dessalivadas utilizado nos
experimentos promove um dos mais severos desafios cariogénicos (BOWEN et
al., 1988b). Ao mesmo tempo, este método mimetiza o processo que ocorre na
cavidade bucal durante o sono, caracterizado pela diminuicao 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 carie a
semelhanca do humano. Microrganismos cariogénicos isolados de humanos foram
capazes de induzirem carie dental em ratos, assim como, o flior, em varias
formas, preveniu carie em roedores (LARSON et al, 1976) e acucares

promoveram carie dental em animais (BOWEN et al., 1986).

BOWEN et al., 1988b; MADISON et al., 1989 admitem que animais
dessalivados tiveram maior estabelecimento da infeccdo por S. sobrinus que
aqueles nao dessalivados. Estudos conduzidos em ratas (BOWEN et al., 1986,
1988a) e em macacos (BOWEN, 1973; EDGAR et al., 1981) mostraram que a
reducao do fluxo salivar ocasionou aumento da microbiota acidogénica, incluindo a
colonizacao por S. mutans, e provocou alta susceptibilidade a carie dental
(DREIZEN & BROWN, 1976; BOWEN et al., 1978, BOWEN et al., 1986;

KITAMURA et al., 1986).

Enquanto varios métodos tém sido empregados para testar a natureza

cariogénica dos alimentos (MUHLEMANN & IMFELD, 1981; HARPER et al.,
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1986), nao ha ainda um modelo aceitavel para investigar o processo de carie nas
condicbes em que ocorre a carie de mamadeira. O modelo de animal dessalivado
utilizado neste experimento, pode melhor simular o desenvolvimento de carie de

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

Entretanto, qualquer afirmativa relacionada a associacdo de
microrganismos com a carie dentaria em humanos, deve basear-se em analises
de dados experimentais e epidemioldgicos coletados de estudos em humanos

(THYLSTRUP & FEJERSKOV, 1988).

Neste experimento, utilizando modelo de carie em animal dessalivado,
os animais permaneceram aparentemente saudaveis tendo, em sua maioria,
ganho de peso especialmente nos grupos que consumiram leite bovino e em
férmulas infantis ad libitum, estando de acordo com BOWEN et al., 1997.
Entretanto, os grupos controles apresentaram menor ou nenhum ganho de peso,
em ambos experimentos, sendo talvez explicado pelo consumo limitado de
alimentacdo 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 eficdcia quanto a produgdo de carie dental nos animais,
apresentando resultados distintos e estatisticamente diferentes quanto aos grupos
caracterizados como controle positivo e negativo, bem como 0s grupos dos leites

em testes (BOWEN et al., 1997).
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Ao comparar o consumo dos liquidos ingeridos, deve-se ressaltar que
diferentes quantidades puderam ser adquiridas nos grupos experimentais, uma
vez que a freqliéncia e a ingestdo de liquidos foram ad libitum e nao se
estabeleceu controle sobre estes pardmetros. Entretanto, BOWEN et al. (1990a)
explicam que para experimentos com este tipo de delineamento, se houver
consumo da quantidade de liquidos testados igual ou superior quando
comparados ao grupo sacarose (controle positivo), as comparagcdes sao
consideradas validas; por outro lado, se mais solucdo de sacarose é consumida
quando comparada aos liquidos testados, faz-se necessaria a utilizagao de
alimentacdo programada para atingir dados significativos. No presente
experimento, que teve o consumo de liquidos medido diariamente, somente o
grupo do leite humano apresentou menor consumo que o grupo da sacarose, ao
contrario de outros relatos em que o consumo de leite foi significantemente maior
do que qualquer outra solucdo (BOWEN et al, 1991; BOWEN & PEARSON,
1993) devendo, porém, registrar que estes autores nao avaliaram o leite humano.
Neste experimento, observou-se que as ratas ndo consumiram o leite humano da
mesma forma que a solucao de sacarose e os demais leites, provavelmente
devido a diferenga na composicao dos leites, uma vez que os leites em férmulas
infantis apresentaram diferentes tipos de acucares (TAB. 11), sendo possivel que
o paladar diferenciado tenha determinado ingestbes distintas, além do que, a
ingestao do leite humano pode ter satisfeito mais os animais desse grupo de forma
a nao consumir demasiadamente este liquido, determinando um padrdo de

ingestao inferior aos demais grupos. Esta diferenca no consumo do leite humano,
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no entanto, ndo pde em duvida os presentes resultados, pois existe pouca relagcao
entre a quantidade de liquido consumido e a capacidade de indugéo de carie,
sendo importante considerar a frequéncia de ingestdo dos alimentos avaliados

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

Evidéncias em humanos (ZINNER & JABLON, 1969) e em animais
(CORNICK & BOWEN, 1971) mostram que o S. sobrinus necessita da presenga

de uma superficie sdlida para colonizar a cavidade bucal.

Todos os leites utilizados, no presente experimento permitiram a
manutencao da infeccao por S. sobrinus, o que esta de acordo com trabalhos
anteriores que mostraram que a sacarose nao é o unico agucar que pode manter
infeccao (BOWEN & PEARSON, 1993; BOWEN et al., 1997). Ao observar o perfil
de acglcares (TAB. 11), salienta-se que o leite bovino e humano apresentaram
qualitativa e quantitativamente menos agucares fermentaveis por microrganismos
que os leites em férmulas infantis, cerca de 6,0 e 3,5 vezes menos lactose,
respectivamente, que os leites Ninho® e Nestogeno 2°. No entanto, quanto as
analises microbioldgicas, verificou-se que esta diferenca apresentada na tabela de
acucares nao influenciou em um menor crescimento bacteriano. Em geral, os mais
altos indices de infeccdo foram observados nos animais que receberam solugéo
contendo 5% de sacarose, estando de acordo com os encontrados da literatura,
segundo os autores BOWEN & PEARSON, 1993. A colonizagao por S. sobrinus

do grupo contendo 5% de sacarose nao diferenciou dos demais grupos testes, a
grup grup
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excegdo do grupo ADE, indicando que o numero de S. sobrinus foi importante
para o aparecimento da carie dental nos grupos testados, mas néo foi
determinante, sendo que outros fatores, como os componentes do leite,
interferiram de forma que o potencial cariogénico dos leites tenha sido diferente.
Entretanto, os dados enfatizam a importancia da interacao entre bactéria e dieta
na patogénese da carie, porgue os niveis de infecgdo por S. sobrinus nos animais

que receberam ADE foram insignificantes (TANZER, 1981).

Resultados de estudos prévios (BOWEN et al., 1991), mostraram que
ratos dessalivados que receberam leite bovino com 4% de lactose, ad libitum,
apresentaram alta populagéo de S. sobrinus na cavidade bucal, nao diferindo do
grupo controle que recebeu apenas sacarose como dieta. Este resultado esta de
acordo com o encontrado em nosso experimento, onde o leite bovino ndo afetou a

populacdo de S. sobrinus.

Ao relacionar os resultados microbiolégicos com os indices de caries
apresentados neste trabalho, analisou-se que ndo houve uma relagao direta com
os grupos que apresentaram menores indices de caries em relag@o a quantidade
e porcentagem de S. sobrinus, sendo que todos os grupos em testes néo diferiram

entre si, exceto o grupo que recebeu ADE.

Estudos relataram que o leite bovino teria algum efeito sobre a
populacdo bacteriana devido ao conteudo de substéncias antibacterianas

(KOSIKOWSKI, 1970). Entretanto, neste experimento, nao foi observada
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diferenca estatisticamente significante na microbiota total ou na populacdo de S.

sobrinus em relacéo a este tipo de leite.

As férmulas infantis permitem um significante crescimento bacteriano
(ERICKSON et al, 1998), tendo importancia no estabelecimento de
microrganismos cariogénicos dentro da cavidade oral, os quais, podem
metabolizar os agucares disponiveis nos leites (SHEIKH e ERYCKSON, 1996;

ERICKSON et al., 1998).

Os leites Ninho® e Nestogeno 2° apresentaram maior quantidade de
sacarose em suas férmulas (TAB. 11) que o grupo controle positivo, nao se
diferenciando estatisticamente, quanto a quantidade e porcentagem de S.
sobrinus, do grupo controle positivo, comprovando que outros fatores presentes no
leite, que n&o apenas a sacarose, estdo mantendo o controle da populagéo de S.

sobrinus.

O leite é um complexo de fluidos organicos e inorganicos, podendo
oferecer protecdo ao esmalte (LARSEN et al., 1988, GEDALIA et al., 1991;
KASHKER & TASKELL, 1992; NYVAD & JOHANSEN, 1995). O leite bovino
geralmente é reconhecido pelo seu potencial anticariogénico (WEISS & BIBBY,
1966; JENKINS & FERGUSON, 1966; FROSTELL, 1970; VIANNA, 1971; MOR &
McDOUGALL, 1977; SHELTON et al., 1977; BIBBY et al., 1980; REYNOLDS &
DEL RIO, 1984; DEVER et al., 1987; BOWEN & PEARSON, 1993; BOWEN et al.,

1991; CARBONEL et al., 1995; BOWEN et al., 1997) devido ao contetido de
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célcio, fosforo e a atividade de tamponamento da caseina (VACCA-SMITH &
BOWEN, 1995; ARAUJO et al., 1998). Os resultados deste trabalho confirmam os
achados com relacdo ao potencial anticariogénico do leite bovino, no que se refere
a sua constituicao, confirmando os dados de outros trabalhos realizados por
SHAW et al., 1959. A presenca de proteinas e gorduras pode exercer papel
cariostatico neste tipo de leite (RUSOFF & KONIKOFF, 1975; REYNOLDS &
WONG, 1983; REYNOLDS, 1987). A caseina reduz a solubilidade do esmalte pela
adsorgcao na sua superficie e a gordura forma um filme protetor na superficie
dentéaria, prevenindo a acao microbiolégica. O efeito anticariogénico nao é
atribuido ao menor consumo do leite bovino, pois 0 consumo foi semelhante aos
demais leites utilizados e superior ao do controle positivo (BOWEN et al., 1990a).
Assim, ndo existe razdo para acreditar que a diferenca no crescimento do animal,
por si s6, entre os animais que consumiram leite e ADE ou 5% de sacarose,
poderia estar associada com uma grande diferenga na incidéncia de carie
observada, pois fatores como a composicdo do leite bovino podem interferir no

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

KOULOURIDES et al. (1976) estudaram a cariogenicidade de nove
tipos de aclcares e concluiram que a lactose, manitol e sorbitol s&o
significativamente menos cariogénicos que a sacarose, estando de acordo com os
trabalhos de TAMURA et al., 1980; SCHEMMEL et al., 1982, BOWEN et al.,
1990b. Porém, estes resultados diferem dos achados de BIRKHED et al. (1981),

qgue mostraram que em humanos a producdo de &cido na placa dental aumentou
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apés freqiente ingestdo de leite ou lactose. Outros estudos laboratoriais em
animais mostraram que a lactose aumenta a implantacdo da bactéria oral,
produzindo cérie e ocasionando a desmineralizagdo do esmalte (KRASSE, 1965;

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

A lactose é metabolizada lentamente pelos microrganismos orais, nao
sendo observada sua metabolizacdo em pH de 5,5. Em contraste, a sacarose é
rapidamente metabolizada, quando o valor do pH se aproxima de 4, formando
polimeros de glucano e frutano que aumentam a aderéncia dos microrganismos

(WOOD & CRITCHLEY, 1966).

BOWEN & PEARSON, 1993 relataram que a adicdo de sacarose ao
leite bovino aumentou a severidade da carie. No entanto, o leite bovino com
sacarose foi significantemente menos cariogénico que solu¢do de dgua contendo
sacarose, sugerindo modesta propriedade anticariogénica do leite. Em nosso
experimento, ndo é possivel concluir se o leite bovino apresenta propriedade
anticarie, mas sim que ele demonstrou insignificante cariogenicidade quando
submetido a um modelo de alto desafio cariogénico, estando de acordo com o

trabalho de BOWEN et al., 1997.

O leite humano tem sido relatado como responsavel pelo aparecimento
da carie dental similar a carie de mamadeira (KOTLOW, 1977, ROBERTS, 1982;
ALALUUSUA et al., 1996a). MATEE et al., 1992 observaram, nas criancas da

Tanzania, com carie rampante, que a microbiota oral apresentava 100 vezes mais
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S. mutans e Lactobacilos, quando comparada com placa dental de criancas livres

de carie.

Pelos resultados de carie obtidos neste experimento, o leite humano
apresentou pequeno potencial cariogénico, estando de acordo com TANK &
STORVICK, 1965; ARAUJO et al., 1995, porém, diferindo dos achados de RUGG-

GUNN et al., 1985; ALALUUSUA et al., 1996a.

ERICKSON & MAZHARI, 1999 concluiram, através de estudos em
criangas, que o leite humano ndo proporcionou uma queda significante do pH da
placa dental, quando comparado com o grupo da agua, suportando um
crescimento bacteriano moderado além de apresentar ativos depdsitos de calcio e
fosfato, considerando que o leite humano sozinho nédo causa a descaicificagao do
esmalte, pelo menos, até 12 semanas de exposicdo, ndo sendo portanto

considerado cariogénico.

Porém, quando o leite humano é comparado com o leite bovino,
observa-se que este ultimo exibiu menor cariogenicidade (TAB. 13), estando de
acordo com HACKETT et al., 1984; THOMSON et al, 1996, que testaram o
potencial cariogénico e acidogenicidade dos leites. Teoricamente, o potencial
cariogénico do leite humano é maior que o do leite bovino, devido ao fato do leite
humano apresentar maior quantidade de lactose e menor quantidade de céicio e

fosforo que o leite bovino (PAUL & SOUTHGATE, 1978).

-
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Os resultados deste trabalho mostram que, mesmo na presenca de um
alto desafio cariogénico, o leite humano apresentou um baixo indice de carie
quando comparado as demais formulagdes testadas, sendo semelhante ao grupo
ADE, contribuindo paralelamente com os beneficios conhecidos na literatura para

estimular o seu uso (WESTOVER et al., 1989; ARAUJO et al., 1995).

Observa-se, na tabela de perfil de aglcares dos leites (TAB. 11), que os
leites bovino e humano nao apresentam diversidades de agucares, enquanto que
os demais leites diferem destes tanto na diversidade quanto na quantidade de
acucares, o que poderia explicar os baixos indices de caries observados nos
grupos que receberam leite bovino e humano e elevados niveis de caries nos
grupos que receberam leites em fdérmulas infantis, a excegcdo do grupo
suplementado com fitGor, pois segundo os autores KRASSE, 1988, NEWBRUN,
1988, a presenca de outros agucares, como a sacarose, pode conferir maior

cariogenicidade ao produto avaliado.

Varios pesquisadores tém encontrado uma maior quantidade de lesdes
cariosas especialmente em supetficies lisas de esmalte, em ratos infectados com
S. mutans e sob uma dieta & base de sacarose, do que com dietas contendo
glicose, frutose, agucares invertidos (glicose e frutose produzidos pela hidrdlise da
sacarose), maltose ou lactose (BIRKHED et al., 1980, 1981). COLE et al., em
1980, relataram que a sacarose e a frutose foram igualmente causadoras de cérie,

enquanto que a frutose em solugéo pode aumentar o desenvolvimento de cérie de

COPPI, L. C. Avaliagéo da cariogenicidade de diferentes tipos de leites e efeitos da suplementagéo com fidor.

128



DISCUSSAO

superficie lisa em animais (BOWEN et al., 1990b). Estudos mostraram que a
lactose do leite é menos cariogénica que a sacarose (RUSOFF, 1975; BIRKHED

et al., 1981; SCHEMMEL et al., 1982; BOWEN et al., 1990b, 1997).

Independentemente da possivel diferenca no potencial causador de
carie da sacarose e outros acgucares da alimentagdo, THYLSTRUP &
FEJERSKOV (1988) concluiram que todos os monossacarideos e dissacarideos
em nossa dieta s@o altamente cariogénicos, pois todos sao rapidamente

fermentados pela placa dental.

A utilizacao de formulas infantis na mamadeira tem sido relacionada
com o desenvolvimento de carie de mamadeira (ERICKSON et al,, 1998). As
férmulas infantis sdo uma combinacgao sintética complexa de nutrientes, incluindo

carboidratos fermentaveis (BOWEN et al., 1997).

Existem muitas féormulas com diferentes origens de carboidratos como:
lactose, xaropes de milho, sacarose e polimeros de glicose que podem ser
utilizados pelos microrganismos orais, especialmente estreptococos do grupo
mutans, para formar uma placa aderida ao esmalte que possibilite a adesao dos
microrganismos aos dentes, além de servir como metabdlitos na produgao de
acidos organicos que podem desmineralizar o esmalte dental (SHEIKH &
ERICKSON, 1996). O leite em férmula infantil contendo sacarose na formulagéo,
amplamente disponivel, tem o potencial cariogénico aumentado (DEVER et al.,

1987).
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Quanto aos leites em formulas infantis testados, todos induziram carie,
estando de acordo com os trabalhos de BROWN et al., 1977; BIRKHED et al.,
1981. Entre estes leites testados, o Ninho® foi considerado o mais cariogénico por
diferir do grupo ADE (controle negativo) em todos os indices analisados e por ndo
diferir estatisticamente em Ds (superficie lisa), Ds e Dm (sulco) do grupo que
recebeu solugdo contendo 5% de sacarose. A cariogenicidade dos leites em
férmulas infantis ndo pode ser baseada apenas no conteldo de agucares, pois,
minerais como calcio, fésforo, fllor, ferro e peptideos presentes nestes leites

podem modificar a cariogenicidade dos agucares (BOWEN et al., 1980).

Estudos demonstraram que a maioria das férmulas infantis promove
desenvolvimento de carie dental in vitro (SHEIKH & ERICKSON, 1996;
ERICKSON et al., 1998) e in vivo (SHEIKH & ERICKSON, 1996). Estes
resultados sao similares aqueles relatados, utilizando modelo de rata dessalivada

(SHIH et al., 1995; BOWEN et al., 1996).

Embora os leites em férmulas infantis testados nos experimentos sejam
menos cariogénicos que a solucdo contendo 5% de sacarose, eles apresentam

algum potencial cariogénico e por isso merecem cuidado na sua utilizagao.

Os leites Ninho® e Nestogeno 2%, apesar de apresentarem em sua
constituicdo de acucares uma maior porcentagem de sacarose que o controle
positivo (5% de sacarose) (TAB. 11), 9,3% e 14% respectivamente,

desenvolveram menor incidéncia de carie dental. Isto provavelimente se deve ao
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fato dos leites apresentarem outros componentes em sua formulacdao, como
caseina, calcio, flior (somente para o Nestogeno 2%), que lhes conferem
propriedades cariostaticas (WHITE, 1987, BOWEN & PEARSON, 1993),

reduzindo assim, o indice de cérie em relagcdo ao controle positivo.

Ainda, observa-se que o leite Nestogeno 2® apresentou quantidades de
aglcares superiores ao Ninho®; no entanto, no que se refere a carie dental houve
menor indice no grupo do Nestogeno 2%, indicando possivelmente a diferenca
entre os agucares, assim como, a presenca de fluor (TAB. 12) observada em sua

constituicao.

Os leites Nestogeno 2® e Nan 2°, apresentaram aproximadamente 0,5
ppm de flior em sua constituicdo, que pode contribuir na diminuigéo do potencial
cariogénico dos leites, estando de acordo com o trabalho de BANOCZY et al.,
1985, no qual a presenca de fldor no leite contribuiu para a diminuicado de sua

cariogenicidade.

A fluoretagdo do leite foi primeiramente mencionada por ZIEGLER
(1956), sendo que o flior adicionado ao leite ndo altera o sabor ou outras
caracteristicas do mesmo. O leite se apresenta como o primeiro alimento a ser
oferecido para os bebés devido ao seu valor nutricional, portanto, sua fluoretacéo
para criangas pré-escolares vem sendo defendida por muitos pesquisadores

(STEPHEN et al., 1984; BANOCZY et al., 1985, VILLA et al., 1989).
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Os resultados do experimento |l confirmam e acrescentam que flior,
quando presente em otimos niveis no ambiente bucal, é um agente
anticariogénico eficaz, mesmo na presenca de um desafio cariogénico severo.
LARSON et al., 1974, BOWEN, 1973, mostraram maior protecao quando
pequenas concentragbes de fluor foram administradas constantemente na
cavidade bucal. De acordo com os resultados dos indices de caries do
experimento |, determinou-se que o leite Ninho® foi o produto mais cariogénico
dentre os leites testados, no qual seria feita a suplementagdo com fluor para se
avaliar a possivel diminuicdo de sua cariogenicidade. Conforme os achados do
experimento II, o grupo do leite Ninho® suplementado com fluor foi semelhante ao
grupo ADE e ao leite humano, apresentando menor cariogenicidade, estando de
acordo com os relatos de RUSOFF et al., 1962; ZIEGLER, 1964; WIRZ, 1964;

STEPHEN et al., 1981; BANOCZY et al., 1983; STOSSER et al., 1995.

POULSEN et al., 1976, mostraram que a administragao pés-eruptiva do
flGor resultou em redugao significante dos niveis de carie bucal e lingual, porém,
com menores efeitos nas superficies proximais e sulco, estando de acordo com os
nossos resultados. As superficies de fossas e fissuras sdo as menos protegidas
pelo flGor devido ao maior acumulo de placa e maior quantidade de apatita
carbonatada nestas regides, sendo consistente com outros estudos (POULSEN et
al., 1976; DIRKS et al., 1978, HOROWITZ, 1980; MIRTH et al., 1985; CAHEN et

al., 1993; TABCHOURY, 1997).

Tl s
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A carie dentaria resulta de um processo de desmineralizagao e inicia-se
com a dissolugcdo dos minerais mais soluveis como, por exemplo, apatita
carbonatada (GRON et al., 1963; HALLSWORTH et al., 1973). Carbonato é
encontrado em maiores quantidades, em certas regides dos dentes, como os
sulcos (ROBINSON et al., 1982). Quando o dente se forma na presenca de fluor,
isto &, através da ingestao de agua fluoretada ou suplementos, ha a formacao
dental contendo uma menor quantidade de minerais solliveis, como o carbonato
(WEATHERELL, 1975). Este fato pode explicar o menor efeito do fltor nas caries
de sulco heste estudo, ja que o fluor somente foi oferecido aos animais apds a
erupgdo dos dentes. Além disso, nas regides de sulco, existe um maior acumulo
de placa do que nas outras regibes do dente, devido a propria anatomia desta
superficie (OGAARD, 1990). Desta forma, apesar da presenca de fltor, ndo
haveria um efeito protetor nas regides de sulco, & semelhanca do observado na

regido de superficie lisa (LARSEN, 1990).

O efeito preventivo da carie pelo leite fluoretado tem sido reportado em
varios estudos, assim como em modelos experimentais (BORROW DENTAL
MILK FOUNDATION, 1997). Foi provada sua eficécia recentemente em estudos in
vitro por PHILLIPS, 1991, e in vivo por CUTRESS et al., 1995. MARINO, em
1996, sugeriu a fluoretacao do leite como uma alternativa quando a da agua nao
é possivel, sendo a eficacia do fluor comprovada quando administrado junto com
alimentos contendo alta concentragao de calcio. A adicao de NaF ao leite resulta,

quanto ao indice de carie, numa diminuicao de 50% a 70% em relagdo ao grupo
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controle agua; e diminuicdo das lesGes cariosas de 30% a 40%, em relagdo ao
grupo do leite sem suplementagéo de fldor (STéSSER et al., 1995). Em nosso
experimento ao suplementar flGor ao leite houve redugdo de 60,6% em relagao ao
total de superficie lisa e 57,8% em relacao ao total de carie de sulco quando

comparado ao leite ndo suplementado.

BANOCZY et al, 1990 testaram em modelo animal o efeito
anticariogénico do NaF quando administrado em leite e em agua. O grupo que
recebeu NaF (15 ppm) em agua nao mostrou reducao de carie significante quando
comparado ao grupo controle, enquanto que o grupo que recebeu leite com a
mesma concentracao de fluor apresentou o menor indice de carie quando
comparado com todos os outros grupos. Portanto, os resultados sugerem que o
efeito anticariogénico do NaF é mais pronunciado quando o veiculo é leite do que

agua.

Em 1958, ERICSSON demonstrou que embora a absorgao do flior em
leite por ratos seja mais lenta que quando em &agua, as quantidades totais
finalmente absorvidas sao praticamente iguais. Segundo o autor, a absorgcao mais
lenta seria devido a uma menor difusibilidade do flior, provavelmente ocasionada
pela coagulagdo do leite, podendo ser vantajoso por manter uma concentracdo
elevada de fldor no sangue por mais tempo. KONIKOFF, em 1974, sugeriu que
mesmo na presenca de grande quantidade de calcio no leite, ainda ocorre

absorcao do flaor.
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Embora o alto conteddo de caicio no leite (geralmente 1200 ppm) possa
interagir com o flaor, no leite fluoretado, resultando na precipitacdo do célcio e
fluor, isto ndo acontece com o leite fluoretado contendo 2-5 ppm de F como usado
na pratica. A razao para isto € que boa parte do célcio no leite esta complexado
com constituintes na matriz do leite (como citrato e caseina). Apenas uma
pequena fragdo de calcio no leite 80 ppm (2,0 mM) estd na forma livre de ion
(HOLT et al., 1981; TOTH et al., 1997), sendo insuficiente para causar
precipitagéo do calcio e do flGor. Podemos concluir assim, que a disponibilidade do
F (NaF), com leite ou agua, apresenta metabolismo similar, tendo 20% a 30% de
ionizacdo no leite e 100% de ionizagdo na é&gua, estando de acordo com

CUTRESS et al., 1996.

ROSALEN et al, em 1997, concluiram que o flior reduz a
susceptibilidade do esmalte & dissolugdo acida e promove a remineralizagdo de
pequenas lesoes de carie. O fluor na sua forma HF (que ocorre em baixo pH), se
incorpora ao esmalte na forma de fluorapatita, podendo promover a
remineralizacao e estas les6es remineralizadas, na presenca de flaor, apresentam
maior resisténcia ao ataque subsequente de carie (BOWEN, 1991). A diminuigcéo
da solubilidade pelo acido deve ser pela reducdo de carbonato no esmalte, e/ou
pelo acumulo de flior em volta da les&do, sendo alto suficiente para reduzir a

solubilidade (TOTH et al., 1989; MURRAY et al., 1991).

Porém, estudo clinico realizado por LOPES et al., 1984, em que

testaram a capacidade anticariogénica do leite fluoretado (200 mL de leite com
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2,21 mg de NaF) servido a escolares na faixa etaria de 6 a 12 anos de idade, em
duas escolas publicas estaduais da cidade de Agudos, estado de Sao Paulo, nao
verificou eficacia do flior na suplementacao do leite; no entanto, os autores
acreditam que 16 meses de estudo nao foram suficientes para demonstrar a

eficacia do método.

Ainda varios conceitos indicam que o leite ndo serviria como veiculo
para o flior, em termos de comunidade, pelo fato do seu consumo ser bastante
irregular. A variagdo individual na ingestdo do leite é muito grande, mas
praticamente todas as criangas pequenas ingerem alguma quantidade dele,
embora o seu consumo diminua com o aumento da idade. Trata-se de um
alimento relativamente caro, inacessivel as camadas mais pobres da populagdo.
Para programas escolares, este problema fica eliminado, pois uma quantidade
predeterminada pode ser distribuida diariamente para as criangas (MARINO,

1995).

Outro fator que deve ser observado com cautela sdo os relatos de
fluorose com o consumo de leite formulado reconstituido com agua fluoretada,
estudado por varios autores (FORSMAN, 1974, MYERS, 1978, SINGER &
OPHAUG, 1979; BECKER & BRUCE, 1981; LARSEN et al., 1988, EKSTRAND,
1989; LATIFAH & RAZAK, 1989; LEVY et al, 1995). SILVA & REYNOLDS
(1996) demonstraram que formulas infantis australianas preparadas com agua nao
fluoretada nao causam risco de fluorose dental, no entanto, se preparadas com

agua de abastecimento contendo este ion em concentragdo adequada (0,7 a 1,0
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ppm F) pode resultar em fluorose, devido ao seu excesso durante o
desenvolvimento do esmalte dentario, estando de acordo com os resultados de

DAMANTE et al., 2000.

Os resultados do presente trabalho contribuem positivamente no
processo de conhecimento e informagéo para prevengdo da doencga carie dental,

principalmente quanto a orientagdo dos profissionais e familiares quando da

utilizacdo de mamadeira noturna contendo carboidratos fermentaveis.
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7. CONCLUSAO

Nas condicbes experimentais, utilizando o modelo de carie em animal

dessalivado é possivel concluir que:

9.1 Nao é observado efeito antibacteriano dos leites bovino, humano e também

das férmulas infantis sobre a microbiota bucal;

9.2 Os leites bovino e humano nao sao cariogénicos quando utilizados de forma

racional ou mesmo sob um elevado desafio cariogénico;

9.3 Os leites Ninho® e Nestogeno 2° sdo cariogénicos, exibindo, porém algum
efeito cariostatico protetor pois, embora possuindo mais sacarose em suas
formulagdes originais que o controle (5% de sacarose), provocaram menor indice

de carie que o proprio controle positivo;

9.4 A adigdo de fldor na reconstituicao do leite formulado é capaz de reduzir
satisfatoriamente sua cariogenicidade, sendo eficaz na reducéao da progressao das

lesbes cariosas;

9.5 Os leites em férmulas infantis apresentam maior potencial cariogénico,
guando comparados com os leites bovino e humano, devendo ser utilizados com

cautela.
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ANEXO

ANEXO 1 — Formulacéo da dieta 2000

Componentes da Formula g/Kg
Leite em p6 desnatado 280,0
Alfafa (17% proteina) 30,0
Figado dessecado 10,0
Extrato de levedura (pd) 40,0
Farinha de trigo integral 60,0
Sacarose p6 (Glagtcar®) 560,0
Sal iodado 20,0

Segundo KEYES & JORDAN, 1964.
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ANEXO 2 — Dieta liquida NCP#2

Componentes da Dieta Quantidade
Agua destilada deionizada esterilizada 60,0 mL
Suplemento proteico ProMod® 67,6 g

Similac Special Care® com baixa| 232,0mL
concentracao de ferro

Similac® (com ferro) 232,0 mL
Oleo de milho - Mazola® 276,0 mL
Volume final (aproximado) 900,0 mL

Segundo BOWEN et al., 1997.

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 pléastica e uma barra magnética. Mantenha
refrigerado. Homogeneizar a férmula antes de usar. Esta féormula € geralmente
suficiente para fornecer alimento através de intubacédo gastrica para 48 animais
por 2 dias.

Notas:

ProMod® é uma marca registtada 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 déleo de milho utilizada, sendo marca registrada das Refinagbes
de Milho, Brasil Ltda. (Pouso Alegre, Minas Gerais).
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ANEXO

ANEXO 4 - Aprovacéo pela Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA)
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