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RESUMO

A complexidade do meio bucal e problemas éticos associados a estudos de
doengas bucais em humanos direcionou a atengédo para o desenvolvimento de
modelos laboratoriais que simulem, in vifro, 0 ambiente bucal. Dessa forma, esse
trabalho desenvolveu a padronizagdo de um modelo microbiologico de producgédo de
leséo de carie em dentina, semelhante as condigées que ocorrem na cavidade bucal.
Para isso, apos esterilizacdo, sessenta blocos de dentina coronaria foram
aleatoriamente divididos em quatro grupos, em friplicata: controle (C), SM
(Strepfocuccus mutans), S3 (3 imersdes em sacarose) and S8 (6 imersdes em
sacarose). Os grupos foram imersos em um meio de saliva artificial e, com excec¢ao
do grupo controle, foram inoculados com Sfreptococcus mutans e banhados em
sacarose, de acordo com o regime designado. Apds o desafio cariogénico
microbiolégico, a dentina desmineralizada e a profundidade das lesSes foram
avaliadas por microrradiografia transversal € a contagem de microorganismos da
dentina cariada foi realizada. Os dados foram analisados estatisticamente pela
analise de varidncia com o nivel de significancia de 5%. O modelo microbiolégico foi
eficaz no desenvolvimento de lesdes em dentina, mesmo sem qualquer adigéo de
sacarose. A presenca de sacarose mostrou uma maior perda mineral para em
ambos 0s grupos experimentais (p <0,05}, mas que n&o foi influenciada pelo regime
de sacarose, de 3 ou 6 imersbes didrias. A contagem microbioldgica nao diferiu
significativamente (p > 0,05). O modelo microbiolégico utilizando Streptococcus
mutans, saliva artificial como meio de cultura e banhos de sacarose foi eficaz na

producao de lesdes de cérie dentinrias.



ABSTRACT

The complexity of the oral environment and the ethical issues associated with in vivo
studies of the dental diseases in humans have prompted the development of
laboratory models which can simulate, in vitro, the oral environment. Thus, this study
aimed at developing a microbial model to produce dentin caries, mimicking the
conditions that closer resemble the ones that occur in the mouth. Sixth dentine slabs
were randomly divided into four groups in triplicate, after sterilization: control (C), SM
(Streptococcus mutans), S3 (3 sucrose baths) and S6 (6 sucrose baths).The groups
were immersed in an artificial saliva media and, except for the control group, were
inoculated with Streptococcus mutans and bathed in sucrose, accordingly to the
designated regime. After the microbial cariogenic challenge, dentin demineralization
and lesion depth were assessed by transverse microradiography, as well as the
count of microorganisms in the carious dentin. The data were statistically analyzed by
variance test with 5% of significance level. The microbial model utilized in this study
has proven to be effective in developing dentin lesions, even without any sucrose
addition. The presence of sucrose has shown a greater mineral loss for both of the
experimental groups (p <0.05), but was not influenced by the sucrose regime of 3 or
6 baths per day. The microorganisms counts have not significantly differed (p >0.05).
The microbial model using Strepfococcus mutans, artificial saliva as culture media

and sucrose baths was effective in producing dentine caries lesions.



1. INTRODUCAOQ

A carie dentaria € uma doenga crénica caracterizada pela destruicdo
localizada e progressiva dos tecidos duros do dente e esta intimamente associada
com a microbiota residente do biofilme dental (Marsh, 2003) Por ser uma doenga que
acomete grande parte da populagdo mundial, varios estudos tém sido realizados
com o objetivo de desenvolver novas técnicas de fratamento da carie. Apés a
desmineraliza¢do do esmalte, a lesao de carie pode progredir lentamente em direg¢do
a dentina, sendo inicialmente caracterizada por uma area de dentina amplamente
desmineralizada localizada sob uma zona parcialmente desmineralizada e infectada
com bactérias (Kidd ef al,, 1993).

Clinicamente, para que os tratamentos restauradores sejam mais
conservadores, € ideal que a remocgado apenas da dentina contaminada seja
realizada. No entanto, a diferenciacéo entre essas zonas € extremamente critica, de
maneira que grande quantidade de tecido sadio desmineralizado pode ser removida
durante o preparo cavitario. A remogéo adequada da dentina contaminada depende
do conhecimento da dindmica do processo de carie que deve considerar a maior
susceptibilidade desse substrato quando comparado ao esmaite dental
(Featherstone, 1994). Dessa forma, o emprego de modelos in vitro de produgéo de

carie representa uma boa alternativa de entender-se a dindmica da carie dentinaria.

Dentre 0os modelos de produgéo de carie in vitro, os modelos quimicos tém
sido 0os mais empregados. Embora a produgdo de lesGes de carie iniciais possa ser
obtida por modelos muito simples como os modelos quimicos propostos por
Silverstone et al. (1988) e ten Cate (1982) sua aplicagéo limita-se a fatores que
influenciam diretamente o processo de des-remineralizagao. Estudos in vifro mais
relevantes sobre carie inicial como também secundaria resultante de adaptacéo
marginal insuficiente de restauragdes, podem ser melhor conduzidos com o emprego
de modelos microbiologicos Zanin et al. (2006) associados a saliva artificial pH 7,0
(Pratten et al., 1998) na presenca de sacarose. No entanto, a maioria dos modelos
existentes utiliza imersdo em caldo de cultura inoculados com microrganismos o que
apenas possibilita a obtencdo da fase de desmineralizagéo do processo de carie.

Modelos que simulam os dois processos sdo chamados de “boca artificial” e se
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utilizam de aparatos que provéem um continuo suprimento de nutrientes para o

biofilme bacterianc o que os torna mais caros e mais dificil aquisicao.

A complexidade do meio bucal e os problemas éticos associados com os
estudos in vivo das doengas bucais como carie e doenga periodontal em humanos
t&m inevitavelmente propiciado o desenvolvimento de modelos laboratoriais, que

simulam in vitro o0 meio ambiente bucal.

2. OBJETIVO

Determinar e padronizar um modelo de produgéo de carie dentinaria simitar

ao que acontece na cavidade oral.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPIHAS
SLEULDANT DE ODONTOLOGIA DE PIRAGICABA
BIBLIQTECA
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3. MATERIAI E METODOS

Como a realizagao desta pesquisa incluiu experimentos com dentes humanos,
o estudo foi conduzido apos a aprovagio pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FOP- UNICAMP (79/2008).

Delineamento Experimental

Um delineamento experimental inteiramente casualizado foi utilizado com 4
grupos de 5 repeticbes. As b repeticbes foram feitas em triplicata e em momentos
diferentes para minimizar os erros inerentes aos procedimentos microbioldgicos.
Para tanto, os espécimes de dentina foram aleatoriamente divididos nos seguintes

grupos:
Grupo C (Controle) — Sem inoculagéo de S. mutans e sem sacarose.
Grupo SM {Controle) — Com inoculagéo de S. mutans e sem sacarose

Grupo $3 - Com inoculagdo de S. mutans e 3 exposigdes diarias a sacarose a 40%,
(9h-9h05; 13h-13h05; 17h-17h05).

Grupo S6 — Com inoculagdo de S. mutans e 6 exposicdes diarias a sacarose a 40%,
(9h-9h05; 11h-11h05; 13h-13h05; 15h-15h05; 17h-17h05)

Preparo dos espécimes de dentina

Foram utilizados 30 terceiros molares extraidos por razées que nao as desta
pesquisa € armazenados em solugao de timol a 0,01% a temperatura de 4° C
durante 30 dias (Gilmour ef al., 1997). A partir destes dentes, foram preparados 60
blocos de dentina coronaria medindo 4 mm x 4 mm x 2 mm. Para preparacdo dos
espécimes, todo o esmalte oclusal de todos os dentes foi removido atraves de
desgaste perpendicular ao longo eixo do dente, empregando-se uma politriz com um
disco de lixa de carbureto de silicio de granulagéo 320, sob abundante refrigeracao
(Figura 1A). Para certificar-se da remogéo completa do esmalte, a superficie plana
obtida foi analisada através de microscépio dptico com aumento de 30x. Na eventual

existéncia de areas remanescentes de esmalte, um novo desgaste foi feito.

Apos o desgaste, foi obtido um fragmento dental da porgao central da coroa

(tergo médio) com 2 mm de espessura. Este fragmento foi novamente fixado a peca
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acrilica e cortado no sentido transversal para obtengéo de blocos dentais de dentina
medindo 4 x 4 x 2 mm (Figura 1B). Os cortes foram feitos sob refrigeracdo {agua
deionizada) para evitar aquecimento da estrutura dentaria. Apenas a face de dentina
dos blocos mais proxima da superficie oclusal foi utilizada, as demais superficies do
bloco foram protegidas com verniz acido resistente (Colorama-CEIL, Brazil) (Figura
1D). Os especimes de dentina foram fixados em tampas de recipiente de vidro com
um fio ortodéntico (Figura 1E), armazenados e mergulhados em agua destilada
estéril, e entdo foram esterilizados por radiagdo gama numa dose de 14,5 kGy
(Gammacell 220 Excel, GC-220E; MDS Nordion, Ottawa, Canada).

P

Suspensao de 5. Mulons /8§

Soliva orfificlal =

Figura 1- Esquema de preparo dos espécimes de dentina e modelo microbiologico. A
— Desgaste oclusal dos dentes. B — Corte do fragmento dentéario. C — Obtengao dos blocos.
D - Isolamento da 4rea de dentina. E — Fixagao dos blocos no dispositivo, F — Inoculagao da
suspensédo de S. mutans no caldo de cultura. G -~ Representagéo dos dispositivos usados

para o0 modelo de produgao de lesbes de carie in vitro.

Padronizagio da producéo de lesao de carie em dentina

Para produgdo de lesbes de carie em dentina, foi utilizado o modelo
microbiolégico anteriormente descrito por (Zanin et al, 2006) com algumas
modificacbes. Apos a esterilizagdo, os espécimes dentarios foram removidos da
agua destilada e mergulhados em saliva artificial (19/l Lab-lemco (Oxoid), 2 g/l
extrato de levedura, 5 g/ protease peptona, 2,5 g/l Mucina gastrica de porco, 0,35 g/
de cloreto de sédio, 0,2 ¢/l cloreto de calcio, 0,2 g/l cloreto de potassio, 1,25 ml de
uréia a 40%), pH 7,0 (Pratten et al., 1998). Todos os recipientes contendo 50 mL de
saliva artificial foram inoculados com 0,2 ml de cultura de S. mutans ATCC 25175
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crescidas overnight ajustadas para 1-2 x 10° UFC/mi em espectrofotémetro. Nos
grupos experimentais, a inoculacdo em cada recipiente foi executada somente uma
vez, no primeire dia de experimento, e 0s espécimes de dentina foram transferidos
para saliva artificial esterilizada apo6s cada imerséo em solugéo de sacarose 40%. A
cada transferéncia, a fim de se verificar a pureza, aliquotas da saliva artificial, foram
semeadas em placas de BHI (Brain-heart-infusion) Agar e incubadas a 37° C em
atmosfera parcial de 10% de CO; por 48 horas. Nos grupos S3 e S6, as exposigdes
a sacarose foram realizadas 3 e 6 vezes ao dia, respectivamente, a fim de simular as
refeicoes de um individuo adulto saudavel. Apos 7 dias, a profundidade e severidade
das lesbes de carie produzidas foram avaliadas por teste de microrradiografia

transversal.

Analise microbiolégica da dentina cariada

Apés a remogdo do biofilme, uma amostra de dentina cariada de cada
espécime foi coletada com auxilio de |1Amina de bisturi nimero 12 esterilizada. Para a
obtencdo de quantidades reprodutiveis de dentina o operador foi previamente
calibrado e a quantidade de dentina e variou entre 0,5 e 1,5 mg. As amostras forao
transferidas para tubos de ensaio contendo 1,0 mL de solugéo salina (NaCl 0,8%)
esterilizada e a suspensao obtida foi dispersa usando-se pérolas de vidro por 15
segundos. Foi feita diluigdo em série decimal de 10”7 a 10°° em solug&o salina (NaCl
0,9%) e inoculagio, em friplicata, em meios de cultura BHI Agar. As placas foram
mantidas em estufa a 37°C com uma pressao parcial de 10% de CO; durante 48
horas. Apés o tempo de incubacéo, os microrganismos viaveis foram contados em
um contador de coldnias e a relagdo de unidades formadoras de colénia por

miligrama de dentina cariada foi estabelecida (UFC/mg}).

Analise por microrradiografia quantitativa

Os espécimes foram seccionados com microtomo de alta rotagéo Silverstone-
Taylor (series 1000 Deluxe, Sci Fab, Littleton, CO, USA) para se obter uma secgao
de dentina de 180 pum de espessura (x 20 ym). Em seguida, as seccgbes foram
submetidas a andlise por microrradiografia transversal quantitativa, segundo a

técnica preconizada por (Groeneveld ef al., 1978).
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Esta analise & realizada em estudos de des e remineralizagéo tanto do
esmalte quanto da dentina e consiste de tomadas radiograficas de finas secgbes
dentarias para se avaliar o conteddo mineral evidenciado por transmissio éptica
através de um microrradiograma. Inicialmente, foi feifa montagem das secgdes
dentarias em lamina de vidro e parafilime; em seguida, esse conjunto foi levado a
uma cédmara escura para insercao do filme radiografico acoplado a um porta-fiime
para que ocorresse a tomada radiografica a 20 Kv e 30 mA (Inspektor TMR,
Inspektor Research Systems BV, Amsterdam). O filme foi entao revelado para se
obter um microrradiograma, que foi tratado para evidenciar qualidade e durabilidade,
Foi feita leitura desse microrradiograma com auxilio de um software de computador
(TMR, transverse microradiography version 1.26; Inspektor Reserach Systems BV,
The Netherlands) e comparadas aos valores medidos na amostra com uma escala
padrdo de aluminio de valores conhecidos, plotados numa curva de correlagéo que
apresentou valores acima de 0,99 para serem utilizados com seguranga.

A andlise microrradiografica é capaz de evidenciar a distribuicdo mineral do
dente por meio do calculo da perda mineral (AZ) e da profundidade de lesao e corpo
da lesdo (PL) na camada subsuperficial e no corpo da leséo. Dessa forma,
ap6s realizacdo das  microrradiografia e  obtengdo dos  tragados
microdensitométricos, a porcentagem de volume mineral foi obtida pela formula de
(Angmar ef al., 1963).

Analise estatistica

A anadlise estatistica foi realizada utilizando software SAS (SAS Institute Inc,,
versao 8.01, Cary, NC, EUA.), com o nivel de significdncia fixado em p < 0,05. Os
dados foram avaliados para verificar a igualdade das varidncias e a distribuicao
normal dos erros. Apds a transformagéo de dados (raiz-quadrado para AZ, PL and
contagem de UFC), a andlise de varidncia (ANOVA) foi utilizada para verificar a
significancia e a interagéo entre os fatores em estudo - contagem de microrganismos
viaveis (UFC mg™), perda mineral (AZ) e profundidade de lesdo (PL) e sua relagao
com a presenca de sacarose. A diferenga entre os tratamentos foi avaliado pelo

teste de Tukey.
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4. RESULTADOS

O modelo microbiolégico utilizado neste estudo revelou-se eficaz para o
desenvolvimento de lesfes em dentina, mesmo sem qualquer adicdo de sacarose,
pois houve diferenga estatisticamente significativa entre os valores para ¢ controle
negativo (C) comparados aos do controle positivo (SM) (p <0,05).

A adicdo de sacarose mostrou que ocorreu uma perda mineral das lesdes
estatisticamente maior (p <0,05) para em ambos os grupos experimentais (Tabela 1).
No entanto, a quantidade de perda mineral ndo foi significativamente influenciada
pelo regime de sacarose, com imersdes de 3 ou 6 vezes por dia (Tabela 1).
Corroborando esses achados, resultados semelhantes foram encontrados para a
profundidade da lesao (Tabela 2).

Por ouiro lado, as unidades formadoras de coldnia nao diferiram
significativamente (p > 0,05), embora numericamente os valores para o grupo 65

foram maiores.

Tabela 1. Médias originais e desvios-padrao (DP) das perdas minerais (AZ)

Grupo AZ DP Tukey
Controle Negativo (C) 185,86 139,6 a
Controle Positivo (SM) 1008,1 5504 b
38 5148,6 2046,2 ¢
6S 5796,2 30979 ¢

Tabela 2. Médias originais e desvios-padrao da profundidade da lesao (PL)

Grupo PL DP Tukey
Controle Negativo (C) 12,5 9,2 a
Controle Positivo (SM) 47,6 27,5 b
38 163,6 41,7 c
6S 161,6 69,8 c




Tabela 3. Médias originais desvios-padrao das contagens de UFC.

Grupo UFC DP Tukey
Controle positivo(SM) 1,12E+07 2,39E+07 a
35 1,42E+06 3,04E+06 a

6S 4 50E+06 5,87E+06 a

16
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5. DISCUSSAQ

O modelo microbiolégico do presente estudo, utilizando Streptococcus
mutans, banhos de sacarose e saliva artificial como meio de cultura, pareceu ser
apropriado para o estudo da carie dentaria em dentina. O modelo microbiolégico
permitiu a investigagdo da etiologia assim como fatores associados ao
desenvolvimento de carie em dentina. As principais fontes de nutrientes do meio de
cultura - saliva artificial - foram capazes de fornecer a principal fonte de carbono para
as bactérias em um meio de cultura similar aquele disponivel in vivo (Beighton &
Hayday, 1986). Outro estudo utilizando biofime formado in vitro tambem mostrou a
formagao de lesbes tipicas na subsuperficie (Deng & ten Cate, 2004), como
observado nas fotomicrorradiografias (Figura 1), perda mineral (Tabela 1) e valores
de profundidade de lesao deste estudo (Tabela 2).

A influéncia da presenga de sacarose na severidade da les&o de carie
também foi evidenciada (Tabelas 1 e 2) e comparavel aos resultados encontrados in
vitro por (Deng & Ten Cate, 2004) e in vivo por (Ogaard et al., 1988) A sacarose é
responssavel por importantes alteragdes fisiclégicas e bioquimicas que ocorrem
durante o processo de formacgdo de biofilme, inclusive aumentando suas
propriedades indutoras de cérie (Paes Leme et al., 2006). A estrutura do biofilme foi
influenciada pelos banhos de sacarose a 40%, que produziu um ambiente mais
cariogénico do que para o grupo controle (Tabelas 1 e 2). Isto esta de acordo com
resultados encontrados para o esmalte utilizando modelos em animal (Hefti &
Schmid, 1979) e in situ (Aires et al., 2008), que investigaram a influéncia de dietas
contendo altas concentragdes de sacarose no biofilme e no desenvolvimento de
carie. Além disso, a cariogenicidade de sacarose mostrou ser dependente da
concentracéo e de sua e frequéncia de exposi¢éo (Hefti & Schmid, 1879; Cury et al.,
1997; Paes Leme et al., 2006; Aires ef al., 2006).

No entanto, o presente estudo foi incapaz de distinguir estatisticamente os
efeitos entre 3 ou 6 banhos de sacarose no cariogenicidade do desafio (Tabelas 1 e
2), embora os valores numéricos sugiram que comj";maior frequéncia de banhos,
maior a cariogenicidade. Isto poderia ser explicadb pela grande variabilidade
encontrada nos resultados, mas também indica que, 3 banhos em sacarose a 40%
pode ser utilizado em estudos in vitro para mimetizar uma condigao cariogénica para

produzir lesbes em dentina com éxito.
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As contagens de unidades formadoras de coldnia também nao foram
estatisticamente diferentes entre os regimes de sacarose (Tabela 3), concordando
com (Deng & Ten Cate 2004) que também ndo encontraram diferengas significativas
nas contagens de UFC entre 5 e 12 dias de desafio cariogénico na dentina utilizando
um fermentador de filme de profundidade constante (constant depth film fermentor),
S. mutans e 4 ou 8 tratamentos de sacarose por dia. No entanto, houve uma grande
diferenca numérica em nosso estudo entre os regimes de 3 e 6 banhos de sacarose,
0 gue sugere que a cariogenicidade pode ser aumentada com mais banhos de

sacarose ocorrerem (Tabela 3).
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6. CONCLUSAO

O modelo microbiolégico jn vitro utilizando Streptococcus mutans, saliva
artificial como meio de cultura e banhos de sacarose foi eficaz na produgéo de

lesdes carie dentinaria.
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