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RELEVANCIA CLINICA

s carboidratos apresentamy potencial cariogénico, par
estimularem as atividades de fermentacio e de sintese de
polissacarideos extracelulares insoliveis pelas baciérias, Por
outre fado, o fon citrato demonstra 4 capacidade de inibir estos
atividades i vitro, podendo ser considerado um' possivel
candidato, como agente natural, no controle da placa dentéiria

RESLUMO)

Erm razio da reconhecida capacidade dos componentes da
diets afetarem o metabolismo bacteriano, foi avaliada a
influéncin dos carboidratos freglientemente consumidos comao
glicose, sacarose, fmitose e dextring e do jon citrato sobre a
fermentagdo ¢ a sintese de polissacarideos extracelulares
insoldveis di placa demdria in virro, Os resultados indicaram
que o ghicose mostrou a maior atividade de produgio-dcida e a
sdcarose promoveud o maior sintese de polissacarideos
extracelulares insoliveis quando comparadas com o8 oulros
carbaidratos. O fon citrato foi capaz de inibir significativamenie
a fermentagio e mostrou ser um éimo iibidor da sintese de
polissacarideos extracelulares insolives.
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INTRODUCAO

A placa bacteriana desempenha importante papel na
produgfio de cdries ¢ doengas periodontais no ser humano
{ Pinheiro™, 1983; Van Houte™, 1994}, E constituida por um
agregado heterogéneo de microrganismos sobre a superficie
dos dentes. que se organizam em sitios de ecologia bem
definida, em equilibrio dinfmico com o meio ambiénte.
Portinto, 4 ati vidade bacteriana modifica o seo meio ambiente,
sendo wmbém, porele influenciada (Listgarten®”, 1988; Morhart
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& Fitzgerald *', 1976; Theilade ', 1977,

A atividade metabdlica da placa engloba inumeros
processos de degradacio molecular. como tumbém de sintese
de polimeros de alio peso molecular, Comudo, no que se refern
a carie dentaria, a fermentagio e a sintese de polissaciridecy
extracelulares insoliveis assumem papel predominante
(Gieddes™, 1975; Guggenheim™, 1970; Kleinberg"'. 1970; Sonjn
& Rolla ™. 1973).

O carboidratos de modo geral siio os subsiratos de eleigio
dos microrzanismos da placa, tanto como fonle enereélics,
quanto como material para sintese de polimeros moleculares,
Messe aspecto, a sacarose tem recebido um destaque especial,
pela sua alta capacidade fermentativa e de sintese de
polissacarideos extracelulares (Newbrun™, 1972; Rolla et al™,
1985). Todavia, outros carboidratos como glicose, frutose,
lactose, maltose ¢ a8 proprias dextrings, s80 capazes tumbém
de serem metabolizados pelos mucrorganismos, contribuindo
para o producio final de produtes metabdlicos comumente
encontrados na placa bacteriana {Birkhed?, 1978; Frostell',
1973: Grobler™, 1982}, Por cutro lado, determinados alimentos
como gqueijo e algumas substincias encontradas nos alimentos
como taninos (chd) e citratos (frulas citricas) sfo capazes de
agir como agentes cariostdticos (Elvin-Lewis et al.", 1980,
Pavarini et al.=*, 1981; Silva et al.™, 1986). contribuinda
naturalmente pard o prevengdo da cdre.

Este trabalho teve coma objetivo, o estudo da atividade
metabdlica da placa bacteriana in witro, considerando 4
fermentagio ¢ 4 sintese de polissacarideos extracelulares
insoliveis, frente a diferentes tipos de carboidrutos sob
influénecia do fon eitrato.

MATERIAL E METODOS

Coleta de placa

Dez voluntirios (quatro do sexo femining e seis do sexn
miasculing), com idade entre dez ¢ treze unos, participaram do
estudo. Foi instruido a eles que nfio escovassem seus dentes
durante trés dias antes da coleta da placa, sendo esta realizada
nos laboratdrios da Faculdade de Odontologia de Piracicaba -
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Unicamp, utilizando-se, para isso, espitulas de Hollembacks
nimeros 3 e 3s, passando-as sobre a superficie dentinia ¢
removendo & placa. A seguir foi feito um “pool” o qual foi
armazenado em frascos de vidro esterilizados ¢ imersos em
gelo picado para serem efetuados os testes ¢ andlises quimicas
referentes @ fermentacio ¢ i sintese de polissacarideos
insoliveis.

Preparo da suspensiio de placa dentiria

Apas a pesagem realizada em uma balinga eletronica digital
{Acate, modelo BCM 1100}, a placa dentiria foi homogeneizada
em tamipao fostato 0.01M, pH 7,0, na concentragio de 1ml de
tampdo para 10mg de placa fresca e por meio de um pistilo de
teflon, adaptado em um tubo de vidro, com oito 4 dez
movimentos ng sentido vaivém executados manualmente.

Posteriormente, a suspensio obtida foi colocada em um
béquer, armazenada em gelo picado & mantida em constante
agitagiio por meio de um agitador magnético em baixa
velocidade.

Fermentagio

0 meio de incubagdo, para os testes de fermentagio,
consistiv de; tampao fosfato 0,01M em pH 6,5 (1,0ml); solugio
de carboidrato (glicose, sacarose ¢ frutose) 0,12M ou dextrina
0,5% (0.5ml); dgua destilada (2,5ml) ¢ suspensdo de placa
(1,0m1). Nos testes de inibigo, foi adicionado citrato de sddio
nas concentragoes finais de 0,05 ou 0, 1M, em substituigdo a
dzun destilada.

s meios de incubagio colocados em frascos Erlenmeyer,
previamente esterilizados, foram levados i estufa a 37°C, por
duas horas, Os frascos lempo zero (sem fermentagiio), apos a
adigio da suspensio de placa, foram titulados com uma
solugiio de hidrdxido de sodio 0,05N, até o ponto de viragem,
utilizando comao indicador umi solugio aleodlica de vermelho
de aresol o 0,1%, O mesmo procedimento foi realizado com os
frascos testes, apos o periodo de incubaglo.

A quantidade de acidos formados pela fermentagdo da
placa foi obtida pela diferenga entre a titulagdo dos frascos
empo zero ¢ dos frascos testes levados & estufa.

Sintese de polissacarideos extracelulares insoliveis

() meio de incubagdo para a sintese de polissacarideos
extracelulares insohiveis (PEL) consistiu de: tampio fosfato
#,0M em pH 7,0 {(0,2ml); solugio de carboidrato (glicose,
sgearose e frutose) | M ou dextring 5% (0,2ml); dgua destilada
(0. 1ml} e suspensio de placa (0,5ml). Nos testes de inibigao,
fui utilizado o citrato de sodio nas concentrages linais de
0,05 ¢ 0, 1M em substituigdo 4 dgua destluda.

(s meios de incubagdo loram colocados em tubos de
centrifugagiio de plistico com tampa, capacidade para |,5mle
levados & estufa a 37°C, por dezoito horas, Os tubos tempo
zemo foram levados ao congelador.

Apos o periodo de incubagiio dos tubos testes ¢ o
descongelamento dos tubos tempo zero, ambos foram
centrifugados a 10.000 rpm durante dez minutos. O
sobrenadante foi desprezado ¢ o precipitado suspenso em
1.0m! de dgua destilada e centrifugado novamente. O
sobrenadante foi novamente descartado, as paredes do tubo
adequadamente secas com papel absorvente ¢ o precipitado
foi suspenso em 0,5ml de solugio de hidréxido de potdssio a
IN, homogeneizado por vibragio e levado i estufa a 37°C,
derante uma hora.

Para dosagem de carboidratos totais (Dubuois et al.®, 1956)

foi retirado 0, 1ml da suspensdo alealina e transferida para um
tubo de ensaio onde foram adicionados: dgua destilada (0,5ml);
solugio de fenol a 5% (0,5ml}; acido sulfirico (5,0ml),

A leitura espectofotométrica foi feita em 490nm, apos 30
minutos da adigio de dcido sulfirico. A curva padrio para
dosagem de carboidratos totais foi feita com solugio
padronizada de glicose.

Amndilise estatistica

A presenca de valores significativos entre os diferentes
carboidratos na auséncia ¢ na presenga de citrato foi detectada
pela andlise de varidncia a dois critérios ¢ a comparagio de
médias entre os grupos pelo teste de Tukey, ambos ao nivel
de significincia de 5%,

RESULTADOS

Os resultados da fermentagio dos diferentes carhoidritos
pela placa bacteriana in vitre, na auséncia e na presenga do
citrato, estio expressos na Tabela 1. A comparagio entre 05
carboidratos mostrou gue na auséncia de citrato a fermentagdo
da glicose produziu a maior quantidade de deidos, seguida
pela sacarose, A fermentagio variou com diferengas
significantes entre si, com excegio entre a frutose e dextrina.
Na presenga do citrato, nas concentragoes de 0,05 e 0,1M,
houve uma redugdo proporcional na fermentagio de todos os
carboidralos,

Avaliando o efeito do citrato sobre a atividade fermentativa,
observa-se que nio houve diferengas significativas entre as
duas concentragoes testadas. O aumento de duas vezes na
concentragio do inihidor, nio acarretou aumento di inibigio
{Tabela 2).

A comparagio dos resultados du simese de PEL a partir de
carboidratos pela placa in vitro, na auséncia e na presenga de
citrato, estio expressos ma Tabela 3. Na auséncia de citrato
houve uma diferenca significativa entre a sintese de PEI da
glicose, sacarose e dextrina. As diferengas entre frutose e
glicose e [rutose ¢ dextring, niio foram significativas, Houve
Lumbém, uma mudanga de comportamento na siniese de PEI
entre 0s carboidratos na presenga do ion citrato. Os valores
de glicose e sacarose apresentaram diferengas na auséncia e
na concentragio de 0,1M de citrato, mas nido apresentaram
diferencas na concentragio de 0,05M. Isto pode significar
que a redugio da sintese de PEI pela sacarose foi mais sensivel
A acio do citrato do que pela glicose. A frutose foi o carboidrato
que se apresenton mais sensivel & agiio do citrato, Na
concentragio de 0,05M 4 inibigio de sintese de PEI foi de
78.2% comparada com a glicose (19,2% ), sacarose (30.0% ) e a
dextrina (20,05 ).

Avaliando o efeito do citrato sobre a atividade de sintese
de PEI, pode-se verificar que ao contririo dos resultados
observados na fermentagio, estes apresentaram diferengis
significativas entre as duas concentragies do inibidor, isto ¢,
a reducio da sintese de PEI foi proporcional & concentragio
do inibidor (Tabela 4).

DISCUSSAO

s componentes da dieta indiscutivelmente modificam as
caracteristicas qualitativas ¢ quantitativas da placa ¢ o
metabolismo bacterdano (Kleinberg', 19700, A agressividade
da placa bacteriana estd relacionada ao seu poder acidogénico,
sug adesividade ¢ seu crescimento. que sio influenciados pelo
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Tabela 1 - Vidores weddios da fermentapdeo de carboidratos pefa placa
baciertand in vitre nd guséncia e no presenpo de cibralo (005 ¢ 0.1 M)

mi dee MalH 005N /10 mg de placa

Citrato
Carboidratos (1] 0.05 M oM
Glicose 0,733 a 0.580 8 05808
Sacarose 0,687 b 05520 0,532 b
Frutoss 0,600 & 0482 ¢ 0.455¢c
Dextrina 0,565 c 0450¢ 0435 ¢

ﬁﬁss&ﬁy_n&a’mrﬁm distintas na vertical dflerem ariira & 2 nivel dn sinlcanne 0o 5%

Tabela 2 - Volorey médiog da fermemiapdo de carboldraios pela placa
bacteriang fn vitre, em fungdo de diferenies concentracdes de cirates

Tabela 3 - Vidores midics de sintese de PEL o pertie de corboidraies pela
placd Bacteriarid i ViR, i aisencia ¢ il freesenga de citrato (005 ¢ 0.1 M)

g decarbaidrato )t 10 mg deplaca

Cilraln
Carboidrmtos 1] 0.06 M 0M
Glicose 232338 179,538 102,21 &
Sacarnso 266 5B a 186 828 6807 b
Frulogs 211 84 be 4512 8 22.56 be
Daxtrina 18340 ¢ 145 57 b 49T

Iedian seguitas por lairas cElntes na werlical dilerer) entie & a iyl de siiniicinols de 5%

Tabéla 4 - Valores mfdies de sindese de PES o partie de corbeidredal,
pele placa bacterionn e vitee, em fungdio de diferenies conceniragies
de chral.

mf e MalDH 005K 10 meg de plece

g da carboidrato  100img da placa

Carboldraios Carboidratos
Cirain Glicoga Sacarose Fruloss Diexirirs Clirakn Ghtoss Bacarcss Frufcss Cinairana
a 0Ti3a 4897 a 048008 1.565a8 ] 222338 266,58 a 21184 & 163,40
0,05 M R 05520 04820 L5 b 06 M ITAA3 b 18682 b 48,128 14587 h
o.M 0,580 b o532 b 0£86 b G458 41 M W21 e A 07 e Z2Hn 44 T

Mddias anguidas pariabrEs detintas ma pelical b ram enioe 250 nived de sifnifeancia de 5%

Miédias sogusdas porkeiras distmias navertcal @lersmeairg &4 nive! ga sifsilcincieds 5%

metabolismo dos carboidratos pelos microrganismos ( Ashley
& Wilson', 1977; Grobler'?, 1982; Rolla *, 1989}, Por outro
lado, existem componenies da dieta gque podem restringir o
metabolismao, atuando como Gitores anticanogénicos (Bowen ',
1994},

Considerando a fermentaglo da placa, foi verificado que
os carboldratos avaliados possuem potencial cariogenico. Isto
[on eonlirmudo clinicamente por Nef™ (1967 ) ¢ Frostell™ (1973)
e também por meio de trabalhos laboratoriais como agueles
realizados por Birkhed® (1978), utilizando suspensio de placa
g Duguid® (19835), utilizando microrganismos isolados.
Entretanto foi possivel observar diferengas entre eles no que
se refere & produgdo de dcidos,

A adigao do citrato na concentragio de (,05M a0 meio de
incubagio, provocon nma redugio nos valores de fermentagio,
Este efeito também fol observado in vive por Duke etal.” (1988)
e Duggal etal " 1995). O efeito benéfico da adigiio de pequenas
quantidades de citrato & solugdes acidogénicas baseia-se na
conhecida propriedade do citrato de inibir a fosfofrutoguinase
e 4 enolase, que sdo enzimas glicoliticas, reduzindo com isso
o5 dcidos formados na placa dentiria pela fermentagio dos
carboidratos,

Entretanto a duplicacio da concentragio do mibidor, nédo
promoveu qualquer resposta na placa. O metabolismo
glicolitico dos microrganismos da placa bacieriana € pouco
sensivel fvagio do fon citrato, aproximadamente 205 para todos
s carboidratos, tanto na concentragio de 0,05M como de
(L, IM. Isto indica que existe uma saturagiio do processo

metabélico sensivel ao inibidor. Deste fato pode ser sugerida
que a agio anticariogénica do citrato ndo deve estar ligada ao
blogueio do atague dcido ao esmalte.

EEN Robrac 2004

s PEI da placa bacteriana conferem-lhe propriedades
importanies, responsdveis pela sun adesividade, coesdo e
difusibilidade (Guggenheim™, 1970; Menaker et al.™, 1984),
portanto @ avaliagdo du capacidade de sintese de PEL pela
placa, pode dar o indicio de sua potencialidade cariogénica,

Os resultados indicam que as bactérias na presenga de
sacarnse produziram a maor guantidade de PEl comparado
#os outros carboidratos. mas nem por isso eles deixam de
contribuir, para a producao total de PEI da placa. Apesar d4
énfase que tem sido dado ao papel da sacarose na sintese de
polissacarideos extracelulares insolidveis pela placa, nio deve
ser esquecido de que outros carboidratos podem também,
sintetizar estes polimeros, como demonsirado por Leach el
al.* (1969, Critcheley* ( 1969) & Grenby etal." ( 1989, Trabalhos
climeos realizados por Scheinin & Makinen * (1971, Van der
Hoeven™ (1974) e Duboig et al.® (1984) demonstraram i
capacidade de viros carboidratos em promover o actimulo de
placa.

Ao contririo do que foi observado na fermentagiio, a
sintese de PEI ¢ altamente sensivel a inibigio pelo fon citratp,
principalmente a frutose na concentragio de 0,05M e wodos os
ouroes carboidratos na concentragdo de 0, 1M,

Julgando pelos resultados obtidos pela sintese in vitvo de
PEL, talvez a atividade anticariogénica do citrato esteja
relacionada com a formagio e o crescimento da placa, Se esti
hipdtese for confirmada por trabalhos clinicos, possivelmente
no [uturg, o citrato possa ser usado opicamenle par o controle
da placa, uma vez que ele € um produto natural e efetivo em
doses baixas, De acordo com Garrocho et al.'? { |985), o citrato
usado a 2% associado i dieta cariogénica, realmente.
conseguiu reduzir em 50% a incidéncia de cirie em ratos,
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O fatg da sintese de PEL pela placa in vitro, quando a
frutose € o substrato, ser altamente sensivel A inihigio pelo
citrato, parece ndo estar ainda descrito, Estudos posteriores,
utilizando culturas puras de microrganismos, serio necessarios
para elucidar este fendmeno metabélico.

Os resultados obtidos sugerem que tanto as atividades de
fermentagio como de sintese de PEl sio estimuladas pelos
carboidratos, normalmente encontrades na dieta e por
conseguinte, todos eles sfio cartogénicos. O fon citrato
mostrou ser um otimo inibidor da sintese de PEIL in vitro,
portanto pode ser considerado como um recurso no controle
da placa bacteriana.

CONCLUSAD

Diante do exposto ¢ de acorde com a metodologia
empregada no presente estudo, podemos concluir:

. A glicose produziu a maior gquantidade de dcidos e a
sacarose a maior quantidade de polissacarideos
extracelulares insoliveis, com diferengas significativas
quando comparadas aos outros carboidratos.

2 O ion eitrato foi capaz de inibir significativamente a
fermentagio e a sintese de polissacarideos extracelulares
insoliveis.

ABSTRACT

By reason of the recognized ability of the diet components
uffect the bacterial metabolism, it was evaluated the influence
of carbohydrates usually consumed as glucose, sucrose,
fructose and dextrin, and the action of citrate on fermentation
and synthesis of extracellular insoluble polysaccharides of
dental plaque, in vitre. The resolts indicated that the glucose
showed the largest acid production activity and sucrose
promoted the greatest synthesis of insoluble polysaccharides,
when compared with the other carbohydrates. The citrate was
yhle to inhibit the carbohydrate fermentation and showed itself
4 great inhibitor of synthesis of extracellular insoluble
polysaccharides.

KEY WORDS

Dental plague; fermentation: insoluble polysaccharides
synthesis; sugars; citrate.
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