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RESUMO

Tendo em vista que amamentagdo apos 1 ano de idade tem sido apontada por
alguns estudos como fator de risco a carie de estabelecimento precoce (CEP), e que é
desconhecido se o leite materno é metabolizado em um biofilme oral maduro em criancas
com carie precoce, levando a quedas de pH, o objetivo desse estudo foi avaliar o potencial
acidogénico do leite no biofilme oral de lactentes ndo exclusivos com ou sem experiéncia de
carie, tendo como controle positivo a sacarose. Medidas de pH do biofilme foram realizadas
in vivo em 16 criancas (média de 35,2 meses de idade) divididas em dois grupos: livre de
céries (n=9) e com carie de estabelecimento precoce (CEP) (n=7). Nos dois grupos foram
coletadas amostras de saliva e biofilme para avaliacdo microbiolégica. A acidogénicidade no
biofilme oral foi avaliada de forma cruzada apés amamentacédo ou gotejamento de solugao
de sacarose 10% nos dois grupos de criangas através de medi¢cdes de pH (pH Descanso,
PHsomin, PHsmin, variagcdo de pH em 5 minutos e AUCss) usando-se um microeletrodo de
contato. Uma maior contagem de Streptococcus mutans foi encontrado no biofilme das
criangas com CEP (p<0,05). Na comparagao entre criangas com ou sem carie, o tratamento
leite ndo apresentou nenhuma diferenga para nenhuma das variaveis de pH, porém a
sacarose provocou um maior ApHsmin no biofilme dos pacientes com CEP (p=0,0317).
Dentro de um mesmo grupo, a sacarose provocou uma maior queda de pH que o leite
humano no biofilme de pacientes livre de caries (p=0,0423). Para os individuos CEP, a
solucao de sacarose também apresentou um potencial acidogénico maior que o leite para as
variaveis pHsmin (p=0,0308), ApHsmin (p=0,018) e AUCs5 (p=0,0104). O leite humano nao
teve potencial acidogénico no biofilme oral de criangas amamentadas, independente da
atividade da doenga carie. Em conjunto, esses dados dao suporte a hipétese de que o leite
humano n&o seja cariogénico, € que o consumo de outros carboidratos deve ser avaliado

em criangas amamentadas com cérie precoce.

Palavras-chave: Carie Dentaria, Leite materno, Sacarose, pH.



ABSTRACT

Given that breastfeeding after 1 year old has been reported by some studies as a risk factor
for early childhood caries (ECC), and it is unknown whether breast milk is metabolized in a
structured oral biofilm in children with ECC leading to pH drops, the objective of this study
was to evaluate the milk acidogenic potential in oral biofilm of non-exclusive infants with and
without caries, using sucrose as a control. Biofilm pH measurement were performed in vivo
in 16 children (average 35.2 months) divided into two groups: caries-free (n = 9) and early
childhood caries (ECC) (n = 7). In both groups, samples of saliva and plaque were collected
for microbiological evaluation. The acidogenicity if oral biofiim was evaluated in a cross
shape after breastfeeding or exposure to 10% sucrose solution in both groups of children
through measurements of pH (resting pH, pHsomin, pHsmin, pH variation in 5 minutes and
AUCSG.5) using a touch microelectrode. Higher counts of mutans streptococci was found in
biofilm of children with ECC (p<0.05). Comparing children with or without caries, milk
treatment showed no difference for the variables of pH, but sucrose caused a greater
A pPHsmin in biofilm of children with ECC (p=0.0317). Within a group, sucrose caused a greater
pH drop in the biofilm of caries-free patients than human milk (p=0.0423). For individuals
ECC, the sucrose solution also showed a greater acidogenic potential than milk for the
variables pHsmin (p=0.0308), ApHsmin (p=0.018) and AUC¢5 (p=0.0104). Human milk had no
acidogenic potential in oral biofilm of breastfed children, regardless of caries activity.
Together, these data support the hypothesis that human milk is not cariogenic, and that the
consumption of other carbohydrates should be considered in breastfed infants with early

childhood caries.

Keywords: Dental Caries, Breast Milk, Sucrose, pH.



LISTA SIGLAS

ATCC American Type Culture Collection.
AAPD American Academy of Pediatric Dentistry (Academia Americana de

Odontologia Pediatrica)

AUCG6.5 Area sobre a curva de pH 6.5

BHI Brain Hearth Infusion (infusdo de cérebro e coragao).

cm Centimetros.

CEP Cérie de Estabelecimento Precoce

CNS Conselho Nacional de Saude

CPP Caseinofosfopeptideos

ceo-d Dentes deciduos cariados, com extragao indicada ou obturados.

dNTP Trifosfatos de desoxirribonucleotideos.

EGM Estreptococos grupo mutans.

et al. E outros (abreviatura de “et alli”).

g Gramas.

GbpB Proteina ligante de glucano — B

H,0, Peréxido de Hidrogénio

L Litro.

min Minuto.

mL Mililitro.

mM Milimolar.

MS Ministério da Saude

MSB Agar mitis salivarius acrescido de bacitracina.

n Numero.

NIDCR National Institute of Dental and Craniofacial Research

°C Grau Celsius.

OMS Organizacao Mundial da Saude.

OPAS Organizacao Pan Americana da Saude

OSCN- ion hipotiocianato

p Nivel de significancia estatistica.

pb Pares de base.

pCO, Pressao parcial de diéxido de carbono.

PCR Sigla em inglés de Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain
Reaction).

pH Potencial hidrogenibnico.

pHdescanso pH no tempo inicial



pH5min pH apds 5minutos

pH final pH apdés 30 minutos

ApH5min Variagao de pH em 5 minutos

Primers Oligonucleotideo que inicia uma reagao de polimerizagao a partir de sua

hibridizacdo com a cadeia molde a qual € complementar.

r.p.m. Rotagdes por minuto.

SCN’ ion tiocianato

seg Segundo.

Spap Adesinas de superficie dos Streptococcus mutans

Swab Dispositivo esterilizado utilizado para realizagao de coletas.
Taq DNA polimerase isolada de Termus aquaticus.

U Unidade (s).

U/L Unidades por litro.

UNICEF United Nations Children’s Fund (Fundo das Nagdes Unidas para a Infancia)
UFC Unidades formadoras de colbnia.

Hg/mL Microgramas por mililitro.

% Porcentagem.

ML Microlitros.

UM Micromolar.
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1 INTRODUCAO

O conceito de carie de estabelecimento precoce (CEP) foi designado para descrever
a presenca de uma ou mais lesdes de carie em criancas até 71 meses, sendo acrescentado
o termo “severa”, para se referir a um quadro agudo e progressivo da doenga, quando
manifestada antes dos 3 anos de idade, segundo o National Institutes of Health (DRURY et
al.,1999).

Recentemente, estudos epidemioldgicos publicados em periddicos de grande
impacto na literatura odontologica tém sugerido uma associagdo entre carie de
estabelecimento precoce e aleitamento materno noturno ou a livre demanda ap6és um ano
de idade (LI; WANG; CAUFIELD, 2000; AZEVEDO; BEZERRA; TOLEDO, 2005; VAN
PALENSTEIN HELDERMAN; SOE; VAN'T HOF, 2006). Nesse sentido, a American
Academy of Pediatric Dentistry (AAPD) tem se posicionado contra o aleitamento materno a
livre demanda apds a erupgéo do primeiro dente deciduo, por acreditar que exista um risco
potencialmente alto para a formagao de lesdes de carie de estabelecimento precoce (AAPD,
2008).

Por outro lado, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) preconiza que o aleitamento
materno seja mantido de forma exclusiva até o sexto més de vida da crianga e
complementado de forma segura e nutricional com alimentos sélidos até os 2 anos ou mais
(OMS/UNICEF, 2003). Nao ha de se discutir acerca dos beneficios do aleitamento materno,
que proporciona nutricdo adequada, imunidade e menor incidéncia de doengas (VALDES;
SANCHEZ; LABBOK, 1996; OMS/UNICEF, 2003). Beneficios adicionais também s&o
relatados para a saude bucal tais como: reducdo do risco de ma-oclusdo, colapso das
formas faciais e redugao do risco de apnéia obstrutiva durante o sono (PALMER, 1999).

Diversos estudos ao redor do mundo tém mostrado que a prevaléncia de lesdes de
carie de estabelecimento precoce € maior numa populagdo com baixa renda, apontando o
nivel sécio econbmico como um fator modificador da expressdo da doenca carie numa
populagdo (KING; WU II; TSAI, 2003; ROSENBLATT; ZARZAR, 2004; AZEVEDO;
BEZERRA; TOLEDO, 2005; CHIBINSK; WAMBIER, 2005; VAN PALENSTEIN
HELDERMAN; SOE; VAN'T HOF, 2006). Estas populacbes carentes sdo as que mais
necessitam de agdes governamentais direcionadas ao combate da desnutricdo, dentre elas,
o estimulo a esse aleitamento materno até os dois anos de vida ou mais (OPAS, 2002).

A associagao de aleitamento materno e carie precoce ndo é consenso na literatura.
Revisdes sistematicas sugerem uma relagdo questionavel dessas variaveis (SINTON et al.,
1998; RIBEIRO, RIBEIRO, 2004).

Refutando a hipétese de que o leite humano seja cariogénico, dados antropolégicos

em civilizagbes pré-histéricas, nas quais a amamentagao prolongada era pratica freqiente,



mostram uma prevaléncia da doenca variando de 0.2% a 1.4% em criangcas na denticdo
decidua (TORNEY, 1992, PALMER, 1999). Ademais, evidéncias cientificas in situ e in vitro
mostram que o leite materno nao tem potencial cariogénico quando usado como unica fonte
de carboidrato da dieta e que bactérias do biofilme oral metabolizam o leite humano sem
levar a quedas importantes de pH (ARAUJO et al., 1997; ERICKSON; MAZHARI, 1999).
Mostram ainda que a lactose, apdés um periodo de adaptacao do biofilme, pode sofrer
metabolismo e iniciar a formagao de acidos na placa dental, porém com quedas de pH bem
inferiores a glicose (BIRKHED; IMFELD; EDWARDSSON, 1993).

Entretanto, a pratica de aleitamento esta normalmente associada a utilizacdo de
carboidratos fermentaveis, principalmente a sacarose, que normalmente sao introduzidos na
dieta da crianca aos 6 meses de idade, ou mesmo mais precocemente (BRASIL,
MINISTERO DA SAUDE, 2002; NIQUINI et al., 2009). A freqliente exposicdo a carboidratos
fermentaveis esta relacionada a uma mudancga no biofilme dental, com selegdo de bactérias
acidogénicas e aciduricas, tais como Streptococcos mutans e lactobacilos (MARSH, 2006).

A sacarose é considerada o carboidrato mais cariogénico porque além de ser
fermentado a acido, ele também ¢é um substrato para producdo de polissacarideos
extracelulares no biofilme dental (RJLLA,1989), que por sua vez aumentam a adeséo de
novas bactérias ao biofilme em crescimento e aumentam a porosidade da matriz, permitindo
a difuséo de substratos fermentaveis para o interior deste biofilme (TENUTA et al., 2006).

Assim o leite materno muitas vezes é utilizado intercalado com a sacarose, que pode
modificar seu potencial cariogénico. Nessa combinacdo, um biofiime diferenciado é
esperado, com selegcdo ecoldgica de bactérias mais acidogénicas pela sacarose (MARSH,
2006), que poderiam também metabolizar de forma diferenciada o leite humano propiciando
quedas significativas de pH. Nesse contexto, a hipétese a ser testada nesse estudo é que
lactentes nao-exclusivos com céarie de estabelecimento precoce possam ter biofilme
ecologicamente diferenciado pelo consumo associado a sacarose, propiciando quedas de

pH maiores que o leite humano.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA
Conceituagao e prevaléncia

Em 1978, a American Academy of Pediatric Dentistry (AAPD) utilizou o termo “carie
de mamadeira” para intitular uma forma severa de carie associada como aleitamento
artificial e natural. Entretanto, nas duas ultimas décadas, reconhecendo que este padrao da
doenca nao estava consistentemente associado com praticas de alimentacao inadequadas e
que se tratava de uma doenca infecciosa, adotou a terminologia “carie de estabelecimento
precoce” (CEP), proposta em 1998 pelo National Institute of Dental and Craniofacial
Research (NIDCR), por melhor refletir a sua etiologia multifatorial (DRURY et al., 1999;
AAPD, 2008).

O termo CEP ¢é atualmente utilizado para descrever a presenga em criangas de uma
ou mais superficies dentais cariadas (cavitadas ou n&o), perdidas (devido a carie) ou
restauradas em qualquer dente deciduo até 71 meses de idade (DRURY et al., 1999). Em
criangas abaixo de 3 anos de idade, qualquer sinal de lesdo de carie (manchas brancas ou
cavidades) com padrdo agudo, progressivo e rampante, é indicativo de severidade da
doenca, acrescentando-se o termo “severa” a esta terminologia (ISMAIL; SOHN, 1999;
HALLET; O'ROURKE, 2002).

Outrora, diversas nomenclaturas foram utilizadas para descrever as lesdes de carie
que acometiam criangas em idade pré-escolar, dentre elas “carie da mamadeira do bebé”,
“sindrome da mamadeira”, “carie da amamentacgao” e “carie rampante” eram termos usados
para descrever o padrao da doenca que se desenvolvia rapidamente, afetava muitos dentes,
normalmente superficies de baixo risco de desenvolvimento de caries, como superficies
lisas de incisivos superiores, interferindo na aparéncia facial da crianga (REISINE;
DOUGLASS, 1998; DITTERICH et al., 2004).

Todavia, estes termos implicavam em causa, e recentes achados mostraram que
embora o uso de liquidos adogados durante a amamentagao noturna seja um importante
fator etiolégico, ele isoladamente ndo é o unico nem o principal fator (REISINE;
DOUGLASS, 1998). Assim, outras terminologias equivocadamente utilizadas foram: “caries
labiais, caries dos incisivos, carie de bebé e carie negligenciada” (BOWEN, 1998; ISMAIL;
SOHN, 1999).

No que diz respeito a prevaléncia da doenga, houve um declinio nos valores de carie
em dentes permanentes em diversos paises do mundo nas ultimas décadas, inclusive no
Brasil (CURY et al., 2004). Por outro lado, na denticdo decidua, esta parece ter se mantido
constante em alguns paises e aumentado em outros (RIBEIRO; RIBEIRO, 2004;
CASAMASSIMO, 2006).



A comparagao da prevaléncia de CEP nos diversos paises se torna dificil em fungao
das diferengas metodolégicas empregadas nos estudos (ISMAIL; SOHN, 1999). No Brasil, o
mais recente levantamento epidemiolédgico realizado pelo Ministério da Saude encontrou
uma prevaléncia de 26,85% de lesbes de carie de estabelecimento precoce em criangas de
18 a 36 meses e quase 60% das criancas de 5 anos apresentavam pelo menos um dente
deciduo cariado sendo estes indices maiores em regides menos desenvolvidas como Norte
e Nordeste (BRASIL; Ministério da Saude, 2004).

Estudos transversais realizados em trés cidades brasileiras avaliaram a historia atual
(manchas brancas) e passada da doenca e encontraram um valor de prevaléncia variando
de 44 a 55% na faixa etaria de 01 a 48 meses (BARROS et al., 2001; WAMBIER et al.,
2004; RIBEIRO; OLIVEIRA; ROSEMBLATT, 2005). No Maranhao, a prevaléncia encontrada
foi de 31,5% em criangas na faixa etaria de 18 a 42 meses (NUNES, 2008).

Etiologia

A carie € uma doenga complexa e cronica resultante de um desequilibrio de multiplos
fatores de risco e fatores protetores ao longo do tempo (CRALL, 2006). Desencadeia-se
pela interacdo entre trés fatores individuais primarios: microorganismos cariogénicos,
substrato cariogénico (carboidratos fermentaveis) e hospedeiro suscetivel (dente) (AAPD,
2008). Dessa forma, a interagao entre estes fatores, durante um periodo de tempo, promove
o desenvolvimento das lesbes de manchas brancas opacas, sem cavidade, sobre a
superficie dental, resultantes da desmineralizagao do esmalte (LOSSO et al., 2009).

De acordo com a “Teoria da Placa Ecolégica” a dindmica do processo envolve
essencialmente a interacdo de uma microbiota mista acidogénica e acidurica sobre uma
superficie dental suscetivel, estimulada por uma dieta freqientemente rica em carboidratos
rapidamente fermentaveis que mantém o ambiente acido (MARSH, 2006).

A ingestdo de carboidratos fermentaveis provoca uma queda no pH do biofiime
dentario, e a sua freqlente ingestao pode manter o pH por mais tempo abaixo do pH critico
para desmineralizacdo do esmalte (pH=5,5), favorecendo a proliferacao estreptococos do
grupo mutans e lactobacilos, mas n&o exclusivamente eles, e consequentemente, um
equilibrio dindmico para a desmineralizagdo (MARSH, 2006; PAES LEME et al., 2006).

Diversos estudos tém demonstrado que a sacarose € o carboidrato mais cariogénico
da dieta porque além de ser fermentado a acidos diminuindo o pH, ele é metabolizado a
polissacarideos extracelulares (CURY et al., 2003; PAES LEME et al., 2006; TENUTA, 2006;
VALE et al., 2007) e intracelulares (PAES LEME et al.,, 2006) por microorganismos do

biofilme dental.



Os polissacarideos  extracelulares  (principalmente  glucanos insoluveis)
desempenham importante papel na aderéncia seletiva e acumulo de um amplo nimero de
estreptococos cariogénicos sobre a superficie dental além de aumentar a porosidade da
matriz, permitindo a difusdo de mais substratos para o interior do biofilme e para a superficie
do esmalte (PAES LEME et al., 2006; TENUTA, 2006). Como resultado desta difusao, as
camadas mais profundas do biofiime mantém um ambiente com pH mais acido devido ao
metabolismo dos carboidratos pelos microorganismos acidogénicos. Os polissacarideos
intracelulares funcionam como reservatério de substratos nos periodos de limitacdo de
nutriente na cavidade oral, conseqlientemente, podem promover a formagédo de lesdes de
carie pelo prolongamento da exposicdo de superficies dentais a acidos organicos e
manutencao de um pH acido na matriz da placa (PAES LEME et al., 2006).

Além da formacdo destes polissacarideos, a sacarose também reduz as
concentragdes dos ions calcio, fésforo inorganico e fluoretos segundo modelos de pesquisa
humana in situ. Estes ions s&o importantes no equilibrio mineral e sua redugdo pode
aumentar o potencial cariogénico do biofilme (CURY et al., 2003; RIBEIRO et al., 2005;
AIRES et al., 2006).

Algumas pesquisas postularam que a predominancia de estreptococos do grupo
mutans pode ser tdo alta que a microbiota do biofilme cariogénico pode consistir quase
completamente destes microorganismos (VAN HOUTE, 1994), mais especificamente
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus (BECKER et al., 2002). Além destas
bactérias, a presengca de outros grupos bacterianos nao-mutans capazes de tolerar
ambientes acidos foi confirmada recentemente através de métodos moleculares,
demonstrando a atuagdo de outros microorganismos aciduricos no biofilme cariogénico (LI
et al., 2007, ASS et al., 2008).

Mais recentemente, um estudo caso-controle realizado nos Estados Unidos com 22
criancas de 2 a 8 anos de idade, avaliou a associacdo entre CEP e a colonizagao por
Streptococcus mutans e Streptococcus sanguinis. Os resultados demonstraram que todas
as criangas com CEP foram S. mutans positivas e que 100% das criangas livre de cérie e
93% das criangas com CEP foram S. sanguinis positivas. A analise de regresséao logistica
demonstrou que a interacdo entre S. sanguinis e S. mutans foi um significante fator
associado com o estado de carie das criangcas avaliadas, sugerindo que os niveis destes
dois microorganismos desempenham um importante papel no desenvolvimento das lesées
de carie (GE et al., 2008).

Métodos moleculares também foram utilizados para detectar quais espécies
bacterianas estavam associadas com carie em dentes deciduos e para determinar um perfil
bacteriano associado com diferentes estagios da doenca. Os resultados destas pesquisas

demonstraram que na denticdo decidua as espécies S. mutans e S. sanguinis estavam



significativamente envolvidas com o inicio da doenga (mancha branca), além de outras
espécies como Actinomyces gereneseriae, e espécies dos géneros Actinomyces sp.(cl.
GUO067) e Corynebacterium sp. (cl. AK153) (ASS et al., 2008).

Fatores de risco da CEP

A literatura é vasta quando se discute os fatores de risco associados a carie de
estabelecimento precoce.

Resumidamente, destacam-se: a aquisicdo precoce de Streptococcus mutans
(HARRIS et al., 2004; AL SHUKAIRY et al., 2006; LI et al., 2007; SEOW et al., 2009), a
presenca de biofilme visivel (SANTOS; SOVIERO, 2002; SEOW et al., 2009), freqiiéncia no
consumo de agucares (FRAIZ; WALTER, 2001; LAW; SEOW, 2006; MARTENS et al., 2006;
QIN et al., 2008), fraca higiene oral (LAW; SEOW, 2006; TIBERIA et al., 2007; SEOW et al.,
2009) alimentacdo noturna com mamadeira (TIBERIA et al., 2007); informagdes e
orientagdes sobre saude bucal, incluindo o numero de escovagdes (MORAES; POSSOBON;
ORTIZ, 2000; MOURA et al., 2007), hipoplasia do esmalte (LAW; SEOW, 2006; SEOW et
al., 2009) além dos fatores de risco sociais como baixo nivel de instrugdo; condigdo sécio-
econdmica e etinicidade (CASAMASSIMO, 2006; ERSIN et al., 2006; SCHROTH; CHEBA,
2007; TIBERIA et al., 2007; QIN et al., 2008; SEOW et al., 2009).

Em revisédo sistematica da literatura Harris et al., (2004) relacionou 106 fatores de
risco para a CEP. Entretanto, os autores concluiram que existe uma caréncia de estudos
longitudinais sobre a tematica e que apds avaliagado de 77 artigos, a aquisicao precoce de
Streptococcus mutans, dieta altamente cariogénica, escovacao dentaria diaria precaria e
hipoplasia do esmalte foram os fatores consistentemente associados ao desenvolvimento de
CEP.

Na atual década, o uso continuo de medicamentos pediatricos foi apontado como
fator de risco para o desenvolvimento de CEP. Pesquisas brasileiras demonstraram que
estes apresentavam alta concentragdo de acgucares (variando de 11.21 a 62.46%) e
provocavam queda de pH a nivel critico para dissolugao do esmalte (pH = 5.5), contribuindo
para o desenvolvimento de CEP em criangcas com doengas cronicas que necessitavam do
uso destes farmacos (NEIVA et al., 2001; COSTA et al., 2004).

Associacao aleitamento materno e CEP

O aleitamento materno noturno e a livre demanda, apés um ano de idade, também

tem sido apontado como fator de risco para o desenvolvimento de CEP, segundo estudos

epidemiolégicos publicados em periddicos importantes para a Odontologia (LI; WANG;



CAUFIELD, 2000; AZEVEDO; BEZERRA; TOLEDO, 2005; VAN PALENSTEIN;
HELDERMAN; SOE; VAN'T HOF, 2006). Neste contexto, a AAPD ndo estimula o
aleitamento materno administrado nestas circunstancias desde a erupc¢éo do primeiro dente
deciduo, por postular que este possa ser um fator de risco para o desenvolvimento destas
lesbes de carie em criangas nos primeiros anos de vida (AAPD, 2008).

Um estudo transversal realizado no Brasil com criangas pré-escolares na faixa etaria
de 36 a 71 meses, avaliou a associagao entre praticas de alimentagdo e CEP. Os resultados
demonstraram a relagdo positiva entre CEP e amamentagdo noturna (p=0.02) ou
amamentacio além dos 12 meses de idade (p=0.0004), além do uso da mamadeira como
substituto da chupeta ou o seu uso a livre demanda durante o dia (p<0.0001) (AZEVEDO,;
BEZERRA; TOLEDO, 2005).

Na Asia, além do consumo de acucares e arroz pré-mastigado, a amamentacéo
noturna apés 12 meses de idade também foi associada com CEP em um estudo coorte-
retrospectivo realizado com 163 criancas na faixa etaria de 25 a 30 meses (VAN
PALENSTEIN HELDERMAN; SOE; VAN'T HOF, 2006).

Entretanto, esta associagdo ndo é consenso na literatura e revisbes sistematicas
sugerem uma relagao questionavel dessas variaveis (SINTON et al., 1998; VALAITIS et al.,
2000; HARRIS et al., 2004; RIBEIRO, RIBEIRO, 2004).

Neste sentido, apds revisdo sistematica de 151 artigos, Valaitis et al., (2000)
encontraram associacdo moderada entre aleitamento materno e CEP em apenas trés
estudos. A qualidade das pesquisas foi considerada relativamente fraca, e as variaveis
relacionadas foram de dificii comparacdo devido a definicbes pobres, inconsistentes,
ambiguas ou ausentes. Os autores concluiram que n&o existem evidencias fortes e
consistentes de associagao entre aleitamento materno e CEP, que n&o existe um periodo
especifico para o desmame, devendo-se encorajar as mulheres a continuar a amamentacgao
por tanto tempo quanto elas desejarem.

Nao obstante, em outra revisdo, o aleitamento materno também n&o foi considerado
fator de risco para o desenvolvimento de CEP. De 77 artigos, apenas seis se referiram ao
aleitamento como fator de risco, porém nao foram considerados de alta qualidade e poucos
utilizaram medidas de validacdo para os habitos dietéticos e de higiene oral (HARRIS et al.,
2004).

Existem evidéncias de que o aumento da incidéncia de CEP seja resultado dos
habitos alimentares contemporaneos provenientes do processo de civilizagcdo do homem, e
ndo devido ao aleitamento materno (RIBEIRO; RIBEIRO, 2004). Estas evidéncias foram
confirmadas a partir de estudos de civilizagbes primitivas e pré-histéricas onde a pratica da

amamentacgdo prolongada era comum, a ingestao de carboidratos fermentaveis era pequena



e a prevaléncia de CEP encontrada a partir do estudo de cranios secos variou de 0.2% a
1.4% (TORNEY, 1992, PALMER, 1999).

Outra evidencia que confirma o efeito do processo de civilizagcdo sobre a alta
prevaléncia de CEP foi a comparacdo da prevaléncia de dois estudos realizados em
comunidades nativas americanas com habito de aleitamento prolongado. O primeiro estudo
encontrou uma prevaléncia de 1.4% de carie apos avaliagcédo de 1.344 dentes deciduos
humanos pré-histéricos de nativos americanos de Dakota do Sul, Estados Unidos, e o outro,
realizado na época moderna, encontrou uma prevaléncia de 53% em 16 comunidades de
mesma cultura (BRUERD et al., 1989; PALMER, 1999).

A acédo antibacteriana de alguns componentes do leite humano sobre a microbiota
oral também podem sugerir a fraca associacdo entre o aleitamento materno e a CEP
(GREGORY; FILLER, 1987; CAMLING et al., 1987; NIEMI et al., 2009).

A caseina é uma proteina do leite humano que apresenta comprovada atividade
inibitéria sobre aderéncia de S. mutans e S. sobrinus aos cristais de hidroxiapatita segundo
estudos in vitro (NIEMI et al., 2009). Quando hidrolisada a caseinofosfopeptideos (CPP),
além de reduzir a aderéncia e colonizacao destas cepas de mutans, auxilia no processo de
remineralizagdo de lesdes de carie ja instaladas (SCHUPBACH et al., 1996; KRUGER;
CANDIDO, 2009).

A lactoperoxidase salivar na presencga de perdxido de hidrogénio (H,O,) do biofilme
dental, cataliza a oxidagao do ion tiocianato (SCN’) a hipotiocianato (OSCN’), o qual é
altamente téxico a célula bacteriana, uma vez que atua na via glicolitica, principalmente de
espécies Streptococcus (THOMAS et al.,, 1994; KOU; TAKAHAMA, 1995). O papel da
lactoperoxidase do leite sobre microorganismos relacionados a céarie ainda nao esta clara,
entretanto as pesquisas ressaltam que esta proteina no leite humano encontra-se na forma
ativa (LONNERDAL, 2003), contém maior quantidade de prolina e carboidratos e menor
quantidade de componentes aromaticos além de ser cinco vezes mais potente quando
comparada com a sua homologa salivar (PRUITT, 1987).

A lactoferrina € uma glicoproteina salivar presente também no leite materno que
possui atividade bacteriostatica na medida em que inibe a proliferagdo bacteriana pela sua
afinidade com o ferro, ligando-se a ele e retirando-o do meio. Este ion é importante para ao
crescimento da maioria das espécies bacterianas e a sua auséncia permite que estas nao
se multipliquem e assim sejam removidas da boca pela degluticdo ou outros mecanismos de
defesa (JALIL et al., 1992), desta forma atuando sobre o processo de formagao do biofilme
(VALENTI et al., 2004). Uma ac&o bactericida também foi relatada com relagédo a esta
proteina em sua forma livre, atividade esta que parece estar relacionada a formacao de
radicais, visto que a mesma é inibida na presenca de enzimas receptoras de oxigénio, bem

como sob condigdes estritamente anaerdbicas (ARNOLD et al., 1980).



A imunoglobulina A secretora atua sobre a aderéncia e agregacao bacteriana
diminuindo a atividade da glucosiltransferase, das adesinas Spap (antigeno I/ll) e a sintese
de GbpB (Proteina ligante de glucano — B). Estes sao fatores de viruléncia relacionados ao
metabolismo da sacarose por S. mutans (GREGORY; FILLER, 1987; NOGUEIRA et al.,
2005).

Os resultados de um estudo in vitro sobre a interferéncia de componentes do leite
humano na adesdo de cepas de S. mutans e S. sobrinus a cristais de hidroxiapatita,
mostraram que a caseina e a imunoglobulina A secretora do leite humano foram capazes de
interferir na aderéncia de todas as cepas testadas, enquanto a lactoferrina inibiu apenas
duas cepas de S. mutans (Ingbritt e NG8), sugerindo o efeito tépico do leite humano sobre
bactérias cariogénicas (NIEMI et al., 2009).

Com relacdo ao pH do biofilme oral frente a um desafio com lactose humana, as
pesquisas in vitro e in situ também tém demonstrado a fraca associacio deste carboidrato
com a CEP (BIRKHED, IMFELD, EDWARDSSON, 1993; ARAUJO et al., 1997; ERICKSON;
MAZHARI, 1999).

Ao levantar a hipétese de que o lactose poderia ser metabolizada mais rapidamente
apés um periodo de adaptacao do biofilme, estudiosos da Suécia observaram que este
carboidrato causou queda de pH apds um periodo de 6 semanas de adaptacao, porém com
valores inferiores a glicose (BIRKHED, IMFELD, EDWARDSSON, 1993). Outro estudo in
vitro demonstrou que a queda de pH do leite humano n&o é significante quando comparada
a um controle negativo de agua, que o leite isoladamente ndo causou desmineralizagao do
esmalte apdés 12 semanas de exposicao, entretanto, apds suplementagdo com solugao de
sacarose 10%, o leite humano causou lesao de carie em dentina em aproximadamente 3
semanas (ERICKSON; MAZHARI, 1999).

Resultados de um estudo in situ e in vitro sobre a influéncia do uso de solugbes de
sacarose 20%, lactose 20% e frutose 10% + glicose 10% no potencial cariogénico dos S.
mutans, demonstraram que todas estas solugbes causaram queda de pH em um biofilme
formado em 48 horas, porém, a acidez no meio de cultura empregado foi obtida de forma

mais rapida e mais prolongada na presenca da solu¢ao de sacarose (BORGES et al., 2008).



3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

e Avaliar o potencial acidogénico do leite materno em criancas com e sem

experiéncia da doenga carie.

3.2 Objetivos Especificos
e Comparar a queda de pH no biofiime oral de lactentes nao-exclusivos carie
ativos e livres de carie apds amamentagao com leite humano ou exposicao a
sacarose.

e Comparar a microbiota oral de lactentes ndo-exclusivos com e sem CEP.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Ciente das normas que regulamentam os aspectos éticos de pesquisas envolvendo
seres humanos (resolugdo 196/96 do CNS/MS), este projeto de pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da Universidade Federal do
Maranh&o (UFMA) — Protocolo n°® 337/06 (ANEXO).

Os pais ou responsaveis legais das criangas envolvidas foram informados do carater
do estudo e assinaram um “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” para permitir a
participacdo de seus filhos na pesquisa. (APENDICE 1).

Por razbes éticas, todas as criangas avaliadas no estudo que precisaram de
tratamento cirdrgico-restaurador foram encaminhadas para atendimento na Clinica de
Odontopediatria da UFMA.

4.2 Caracterizacdo do estudo e amostragem

O estudo foi do tipo ensaio clinico in vivo, no qual foi avaliado o potencial
acidogénico do biofilme dental em lactentes ndo- exclusivos na faixa etaria acima de 24
meses com e sem carie precoce. Foram selecionadas criancas pré-escolares de 07 creches
comunitarias em bairros periféricos no municipio de Sao Luis — MA.

Os critérios de exclusdo dos grupos de estudo foram: doengas sistémicas
debilitantes que poderiam ter influéncia sobre a doenca carie; alteracbes salivares
(xerostomia); criangas prematuras ou com baixo peso ao nascer ou ainda desnutridas, pois
essas alteragdes poderiam predispor a deficiéncia na formagdo do esmalte influenciando a
manifestacao da doenca. O uso de antibiéticos nos ultimos 30 dias também foi considerado
fator de exclusdo, pois poderiam interferir na microbiota do biofilme oral fornecendo
resultados de pH nao confiaveis.

O caélculo amostral foi realizado a partir de um estudo piloto com 8 lactentes néo-
exclusivos, sendo 4 com carie precoce € 4 sem a doenca. Foram comparados as médias e
os desvios padrdes da area sobre a curva de pH6.5 (AUCB6.5) nas criancas livres de carie e
nas criangas com carie precoce. Esta variavel foi calculada através de um software
especifico para pH (LARSEN; PEARCE, 1997). O teste t para amostras n&o-pareadas
(Programa Biostat 3.0 — Instituto Mamiraua, Belém, PA, Brasil) foi utilizado adotando-se um
nivel de significancia de 5% e poder do teste de 80%, totalizando uma amostra de 5
criangas. Por margem de segurancga e considerando-se a possibilidade de 20% de perdas, o

valor foi ajustado para 10 criangas em cada grupo.



Para selecao dos voluntarios foi realizado um exame clinico para verificacdo da
presenga ou auséncia de carie precoce, seguindo-se rigorosamente as normas
estabelecidas de biosseguranca. Para este exame foi utilizado o indice ceo-d (cariados,
perdidos e obturados) indicados pela OMS (1987), além de mancha branca ativa (lesdes
ativas nao cavitadas), representando a atividade inicial da doenca (NYVAD;
MACHIULSKIENE; BAELUM, 2003).

A amostra foi obtida apés visita a 07 creches comunitarias em bairros periféricos no
municipio de Sao Luis — MA, Brasil, sendo convidados a participar do estudo todos os
lactentes nao-exclusivos com idade superior a 24 meses, até se chegar ao n adequado. Do
total de 20 criancas selecionadas, 4 criangas ndo compareceram ao experimento no dia

marcado e a amostra final constou de 9 criangas livre de caries e 7 criangas com CEP.

4.3 Critérios de avaliacéo

4.3.1 Avaliacdo da dieta e habitos de higiene oral

Durante entrevista com os pais, dados da dieta e higiene oral das criangas foram
obtidos através de um questionario estruturado e validado em estudo piloto (k=0.79) para
esse critério (NUNES, 2008).

Como a dieta é um fator determinante da doencga carie e criangas amamentadas com
mais de um ano de idade fazem uso de outros alimentos que nao o leite materno, esse dado
se fez importante, pois assim a ingestdo de alimentos associados ao leite poderia ser um

fator de confusdo ao se avaliar as variaveis nesse estudo.

4.3.2 Acidogenicidade do Biofilme Oral

Nas duas etapas do experimento foi solicitado aos pais ou responsaveis legais pelas
criangas que cessassem qualquer medida de higiene oral por 72 horas antes da afericdo de
pH para formacdo de um biofilme oral espesso (LINGSTROM et al., 2000], e também todas
deveriam estar em jejum desde a noite anterior ou no minimo 2 horas antes da primeira
medigao para prevenir influéncias indevidas nas medigoes.

A acidogenicidade do biofilme oral nas duas fases do experimento foi realizada
utilizando um microeletrodo de toque de pH (Beetrode NMPH3 08J, WPI, New Haven,
Conn., EUA) conectado a um medidor de pH (Orion 4 Star Thermo Scientific) combinado
com um eletrodo de referéncia de vidro (Orion Res Inc., Cambridge, Mass., EUA).

O microeletrodo foi diariamente calibrado com tampdes de pH 4.0 e 7.0 por trés

vezes antes do inicio das afericées, e uma segunda calibragao foi realizada apds a segunda



aferigao (pHsmin) €em todos os pacientes. Apds a calibragdo do aparelho, a afericao do pH do
biofilme foi realizada com a inser¢ao da ponta do microeletrodo diretamente no biofilme oral.
Uma ponte de referencia salina foi obtida através dos responsaveis pelas criangas: com uma
mao, mantinham contato com o corpo da crianca, e com a outra méo, inseriam o dedo
indicador em uma placa de Petri contendo solugao de cloreto de potassio 3 Molar (KCI 3M) e
o eletrodo de referéncia de vidro.

Em uma fase do experimento, foi medido o pH descanso (pHgescanso) dO biofilme
dental em um dente teste escolhido entre os que apresentassem maior quantidade de placa
visivel. Apds essa medicao inicial, a crianga foi amamentada e foi aferido, no mesmo local, o
pH apés 5(pHsmin) € 30(pHfinal) minutos do término da amamentagao.

De forma cruzada, uma outra etapa do experimento avaliou a queda de pH no
biofilme oral submetido a um gotejamento de solugdo de sacarose 10%, sendo realizada
ap6s 2 semanas da primeira etapa. Foi aferido o pH descanso do biofilme, em seguida,
foram gotejadas 3 (trés) gotas da solucdo de sacarose no dente teste. Posteriormente,
foram avaliados o pH ap6s 5 e 30 minutos do gotejamento.

A escolha da solugdo de sacarose nesta concentracdo foi baseada no estudo de
Aires et al.,, (2006) que avaliaram o efeito da concentragdo de sacarose sobre a
desmineralizacdo do esmalte e sobre o biofilme formado in situ, e constataram que a
concentracao ideal para a formagao de um biofilme cariogénico estava acima de 5%.

Com os dados de pH registrados, foram tabulados os valores de pHaescanso, pH apés 5
minutos (pHsmin), pH apds 30 minutos (pHfinal), variagdo de pH em 5 minutos (ApHsmn) €
area sobre a curva de pH6.5 (AUCss) nas duas fases do experimento para posterior analise
estatistica.

Todos os dados referentes ao item 4.3 foram anotados em uma ficha especifica para
essa finalidade (APENDICE 2).

4.3.3 Procedimentos Microbioldgicos

a) Coleta de Biofilme Oral e Saliva

Apos afericdo do pH, foi coletado “pool” de biofilme oral das superficies dos dentes
presentes de cada crianga com auxilio de cureta periodontal, sendo em seguida, depositado
em frascos pré-pesados tipo Eppendorf, contendo pérolas de vidro. Os frascos foram
novamente pesados, devidamente codificados e acondicionados em bolsa de gelo e
posteriormente processados para contagem de estreptococos do grupo mutans (EGM).

A saliva também foi coletada com auxilio de “swab” estéril retirado de um tubo tipo

Eppendorf autoclavado pré-pesado com auxilio de uma pinga hemostatica. Em seguida este



foi colocado por 5 segundos na regido sublingual para saturagdo e depois mais 5 segundos
no dorso da lingua fazendo movimentos giratérios para coletar microorganismos desta
regidao. Apds a coleta, cada “swab” foi novamente colocado no tubo, devidamente pesado,
codificado e acondicionado em bolsa de gelo, e posteriormente processado também para
contagem de EGM.

Todas as amostras de saliva e placa foram imediatamente transportadas ao

Laboratério de Microbiologia, hunca excedendo o periodo de 2 horas apds a coleta.

b) Processamento Microbioldgico do Material

No laboratério de Microbiologia, foi adicionado 1mL de solugao salina 0,9% nos tubos
Eppendorfs com as amostras de biofiime e saliva. Posteriormente, os tubos foram
submetidos a agitacdo em vortex (Phoenix — AT 56) durante 60 segundos para dispersao
dos agregados bacterianos e, em seguida, foram preparadas diluicbes decimais também em
solucao salina.

Gotas de 20uL de cada diluicdo foram inoculadas, em duplicata, em agar mitis
salivarius (MSA) com adicado de 20% de sacarose, 0,2 unidades/mL de bacitracina e 1% de
telurito de potassio (MSB) para contagem de Streptococcus mutans (GOLD et al., 1973);
agar Rogosa para contagem de Lactobacillus spp. (ROGOSA et al., 1951) e agar sangue
para contagem de microrganismos totais.

As placas de agar Rogosa e agar sangue foram incubadas em anaerobiose por 48
horas (JURGENSEN; JURGENSEN, 1982), enquanto que as placas de MSB foram
incubadas em atmosfera de 5% de CO, pelo mesmo periodo de tempo (GOLD et al., 1973).

Apods o periodo de incubagéo, a estimativa do niumero de unidades formadoras de
colonias (UFC) foi realizada com o auxilio de uma lupa estereoscépica. Esta contagem foi
realizada em duplicata e os valores para as amostras de biofilme foram expressas em UFC
por miligrama (UFC/mg) e para as amostras de saliva em UFC por mililitro (UFC/mL). A
reprodutibilidade do método de contagem foi verificada pela comparacao das placas A e B
da contagem total de microrganismos de toda a amostra. Nao foi observada diferenca
(p=0,50) e houve correlagao positiva entre as contagens (r=0,92; p<0,001).

Cerca de 3 colbnias de cada amostra, com caracteristicas morfolégicas de EGM,
crescidas em meio MSB, foram colhidas e incubadas em 1,6 ml de meio BHI (Brain Hearth
Infusion) a 37°C por 24 horas em atmosfera de CO, a 10%, para verificacdo da morfologia
celular pela coloragcdo de Gram e identificacdo dos isolados bacterianos através da reacao

em cadeia da polimerase (PCR) segundo metodologia de Florio (2003).

c) ldentificagdo de Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus por PCR



Para obtencdo do DNA bacteriano, 1ml dos isolados incubados em meio BHI foi
colhido e colocado em tubos Eppendorfs esterilizados. As células foram centrifugadas
(14.000 r.p.m./2 min), o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 800 pL
de tampao TE (10 mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH 8,0). Apds agitacao e nova centrifugacao
nas mesmas condi¢des, as células foram ressuspendidas e lavadas por mais duas vezes,
para entdo serem submetidas a um banho de fervura por 10 minutos em 50uL de tampéo TE
(modificado de WELSH; MCCLELLAND, 1990; SAARELA et al., 1996). Apds centrifugagao
(14.000 r.p.m./10 seg) e transporte do sobrenadante para outro tubo tipo eppendorf obteve-
se as amostras de DNA.

As amostras de DNA foram submetidas a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
para confirmacao molecular da identidade de S. mutans e, posteriormente, de S. sobrinus na
presenca de pares primers especificos para a por¢cdo do gene correspondente a
glicosiltransferase (gtfB de S. mutans, gtfl de S. sobrinus).

A reacao de PCR foi processada em 25uL de uma mistura de reagentes contendo 1x
solugao tampao (10x Reaction Buffer Taq Polymerase), 1,5 mM de MgCl2, 0,1 mM de dNTP
(DNA Polymerization Mix), 0,2 uM de cada primer 1,5 U de Tag DNA Polymerase e uma
aliquota de 2,5 uL de cada amostra de DNA. Além das amostras, em cada reacdo de PCR,
foram utilizados como controles positivos, DNA extraido de S. mutans (ATCC 00446) e de S.
sobrinus (ATCC 27607) e como negativo, agua destilada deionizada esterilizada.

Esta mistura reagente foi submetida a um aparelho termociclador convencional
(GeneAmp PCR System 2400 — Perkin Elmer, Applied Biosystem, Singapura) com o primer
para S. mutans de acordo com as seguintes condigdes térmicas: 30 ciclos de desnaturagéo
do DNA a 95°C por 30 segundos, seguida da fase de hibridizacdo dos primers a 59° C por
30 segundos e fase de extensado a 72°C por 1 minuto (OHO et al., 2000).

Para a confirmacdo molecular da identidade de S. sobrinus, realizada quando da
auséncia de banda que caracterizasse S. mutans na reagao anterior, outra aliquota da
amostra de DNA foi submetida a uma nova reagcdo de PCR, conforme programacao
supracitada, utilizando-se o primer especifico para deteccdo de S. sobrinus (OHO et al.,
2000).

Os produtos da PCR foram analisados imediatamente, ou armazenados em freezer a
-20°C. A analise dos produtos da PCR foi realizada por eletroforese em gel de agarose 2%
em tampao Tris-Borato-EDTA (pH 8,0). Em cada gel foi incluido um padrdao de peso
molecular de 100 pb. Apés o término da corrida (60 volts por 1 hora), o gel foi corado com
brometo de etidio a 0,5 uyg/mL (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989) e as bandas
observadas com auxilio de um ftransluminador de luz ultravioleta (Pharmacia LKB —

MacroVue; Pharmacia Biotech - Image Master —VDS).



4.3.4 Andlise estatistica

Para analise estatistica, a unidade experimental foi o voluntario. Inicialmente todas
as variaveis avaliadas (UFC/mg, UFC/mI, pHgescanso, PHsmin, PH final, ApHsmin € AUCs5)
foram submetidas ao teste de Shapiro Wilk para verificagcdo da normalidade dos dados. As
variaveis pHgescanso, PHsmin, PH final ndo violaram este pressuposto e foram submetidos aos
testes t de Student pareado, para comparagao dos tratamentos empregados e n&o pareado,
para comparagao entre os grupos livre ou com CEP. As variaveis ndo normais (UFC/mg,
UFC/ml, ApHsmin € AUCg5) foram transformadas em Log10 pelo método de Box e Cox e os
dados que continuaram violando a distribuicdo normal foram submetidos a testes nao
paramétricos, sendo o de Wilcoxon para os dados pareados e o de Mann-Whitney para os
dados n&o-pareados.

Para realizagao destas andlises foi utilizado o software Biostat versdao 3.0 (Instituto

Mamiraua, Belém, PA, Brasil) adotando-se um nivel de significancia de 5%.



5 RESULTADOS

Com relagcdao a andlise microbioldgica, os resultados mostraram uma maior
freqliéncia de Streptococcus mutans no biofilme e saliva de pacientes CEP, com diferenga
significativa quando comparada ao grupo livre de caries (p<0.05). Todos os pacientes CEP
(100%) e apenas 2 pacientes livre de caries (22%) apresentaram amostras de biofilme e
saliva colonizadas por este microorganismo (Tabela 1).

Na comparagéo entre os grupos de criangas com e sem carie, o tratamento com leite
nao apresentou diferenca estatistica para nenhuma das variaveis de pH observadas
(p>0.05). Porém, a solugcdo de sacarose provocou um maior ApH5min no biofilme dos
pacientes CEP (p=0.0317) ( Tabela 2).

Na comparagao entre os tratamentos dentro de um mesmo grupo, a sacarose
provocou maior queda de pH no biofiime de pacientes livre de caries que o leite humano
(p=0.0423). Os resultados também mostraram que para os individuos CEP, a sacarose
apresentou um potencial acidogénico maior que o leite a0 se comparar as variaveis pHsmin
(p=0.0308), ApHsmin (p=0.018) e AUCs5 (p=0.0104)(Tabela 2; Figura 1).
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Equipe executora: Cecilia Claudia Costa Ribeiro, Fernando Borba de Araujo, Marizélia Rodrigues
Costa Ribeiro, Claudia Maria Coelho Alves e Ana Margarida Nunes

Tipo de Pesquisa: Projeto de Pesquisa

Registro do CEP: 337/06 Processo N°. 33104-1291/2006

Instituicdo onde sera desenvolvido: niicleo de Extensiio da Vila Embratel

Grupo: 111

Situagdo: APROVADO

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da Universidade Federal do
Maranhdo analisou na sessdo do dia 17.11.2006 o processo N°. 33104-1291/2006, referente ao
projeto de pesquisa: “Associaciio entre aleitamento materno e carie de estabelecimento precoce
em criancas de 12-36 meses”, tendo como pesquisadora responsavel Cecilia Claudia Costa
Ribeiro, cujo objetivo geral ¢ “Avaliar a relacio entre a priticada amamamentacio
prolongada e a prevaléncia de lesdes de cdrie de estabelecimento precoce”. Na metodologia;
Trata-se de um estudo do tipo coorte retrospectivo.

Lembramos a V.§* que o sujeito da pesquisa tem a liberdade de recursar-se a participar
ou de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalidade alguma e sem
prejuizo ao seu cuidado, e deve receber uma copia do TCLE, na integra, por ele assinado. O
pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar
o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou, aguardando
seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou quando
constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram agéo
imediata.

Relatorios parciais ¢ final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente em 09/02/2008 ¢ ao

término do estudo, gravado em CD ROM.

Sdo Luis, 16 de margo de 2007

Wi’goherto Bati;lg ér‘g'el
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

Hospital Universitario da UFMA
Ethica homini habitat est

Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranh&o
Rua Bar&o de Itapary, 227 Centro C.E.P. 65. 020-070 S&o Luis — Maranhao Tel: (98) 3219-1223

E-mail huufma@huufma.br
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Apéndice 1 — Termo de Consentimento

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
MESTRADO EM SAUDE MATERNO INFANTIL
Projeto: Potencial acidogénico do leite materno em criancas com cérie de estabelecimento

precoce.
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O seu filho residente a

, bairro: , telefone: ,
da cidade de Séo Luis, foi selecionado a participar de uma pesquisa onde serdo feitos exames de sua boca para observar se tém caries.
Essa pesquisa tem como objetivo avaliar se o aleitamento materno administrado na hora que a crianga quiser tem relacdo com o
aparecimento muito cedo da doenca cérie. Os instrumentais serédo esterilizados para cada crianga evitando contaminagéo. O exame sera
feito com luvas, méscaras e toucas descartaveis.

O exame constara inicialmente com a determinacdo do Indice de Placa Visivel,
posterior observagdo das lesGes de cérie caso existam. Os procedimentos a serem seguidos
ndo causam nenhum risco para o seu filho, pelo contrario, trazem os beneficios de: melhorar a
higiene bucal deles e de serem acompanhados por pesquisadores que conhecem e podem
ajudar a tratar e/ ou prevenir as doencas da boca, inclusive a cérie dental.

Além da avaliacdo de cérie, sera avaliado como o leite humano é processado pela
placa bacteriana . Essa avaliacdo serd executada em 1 (um) dente da boca de seu filho com um
aparelho que mede a acidez da placa dental com e sem a administracdo de 1 gota de uma
substancia de sacarose a 10%. Este aparelho ndo traz nenhum risco a salde da crianca e nos
ajudara a avaliar se o leite materno ajuda a provocar ou ndo céries. Apos a avaliacdo com a
substancia de sacarose a 10% seu filho serd submetido a uma profilaxia (limpeza) e a
colocacdo de fluor para protecdo de seus dentes.

Os resultados serdo usados para elaboragdo de um trabalho cientifico, apresentagdo em
congressos, e a publicacdo em revistas e periodicos odontoldgicos além de divulgacdo nos
meios de comunicacdo em massa, sendo que o nome ou foto do seu filho ndo sera
mostrado. Afirmamos que, mesmo com uma copia original deste termo de consentimento, o
(@) senhor (a) tem direito de tirar o seu filho da pesquisa em qualquer momento, e caso
iSSO ocorra, a crianga ndo serd prejudicada em seu tratamento.

Sao Luis, [

Responsavel pela crianca

Pesquisadores Responsaveis:

Pierre Adriano Moreno Neves Fone: 32687716
End: Rua dos Acapus, quadra- 55, casa-24 Renascenca |
Séo Luis - MA

Cecilia Claudia Costa Ribeiro
Rua Jupiter, n. 12 apto. 1101 Renascenca Il — 32350839



Apéndice 2 — Ficha Clinica
Potencial acidogénico do leite materno em criangas com carie de estabelecimento
precoce.
FICHA CLINICA
Grupo: () livre de carie ( ) com CEP

1) Identificacéo pessoal:

Nome:
Sexo: (  )masculino () feminino
Idade: Peso: Altura:

Posicéo em relacéo aos irmdos:

Parto: ( ) cesariano () normal

Idade da Mae:

Nivel de Instrucdo da mae: (escolaridade)
Profissdo da Mae:

Renda Familiar:

Quem fica em casa com a crian¢a durante o dia:

2)Histéria médica:
2.1 - Ja esteve internado? ( )sim Porque?
( )nédo

2.2 - Ja teve alguma dessas doencas: (quantas vezes?)

Infeccéo de garganta: ( )sim vezes ( )néo
Infeccdo de ouvido: ( )sim vezes ( )néo
Gripe ou Resfriado: ( )sim vezes ( )ndo
Diarréia: ( )sim vezes ( )ndo
Asma: ( )sim vezes ( )néo
Pneumonia: ( )sim vezes ( )néo
2.3 - Alguma manifestagéo de alergia?
Pele: ( )sim vezes ( )ndo
Respiratoria: ( )sim vezes ( )nédo
Medicamentos: ( )sim Qual? ( )ndo
2.4 - Alteraces intestinais:
Colicas: ( )sim vezes ( )ndo
Intolerancia: ( )sim aque ( )ndo
2.5 - Refluxo/ Vomitos: ( )sim vezes ( )ndo

2.6 -Usa medicamentos com freqiiéncia? ( )sim () ndo

2.7- Caso use normalmente qual o medicamento:

2.8 - Nos ultimos seis meses quantas vezes foi administrado este remédio:
( )1lvez ( )2vezes ( )3vezes ( ) mais de 3 vezes
2.9 - Qual a freqliéncia de tomada deste medicamento:

( ) 6 em 6 horas ( ) 8 em 8 horas
( ) 12 em 12 horas ( ) outra
3) Aleitamento materno & erupcao dentéria:
3.1-Tempo de aleitamento exclusivo: meses
3.2- E amamentado durante a noite: () sim ( )néo

3.3- Em caso positivo quantas vezes durante a noite: vezes



3.4 — Quanto tempo dura a mamada: minutos
3.5-Epoca da erupcéao do primeiro dente: meses

4) Higiene oral:
4.1-Ja recebeu informacao sobre satde bucal? () sim ( )néo

4.2- Em caso positivo quem informou: () médico

() dentista
( )outros
4.3-J4 foi ao dentista? () sim (  )nédo

4.4- Em caso positivo. Por qué? ( )carie ( ) prevencéo
() trauma dental

4.5- Quando comecgou a escovar os dentes:
( ) aos 6 meses
( ) 7 meses- 12 meses de idade
( ) 13 meses a 2anos de idade
( ) apos 2 anos
( ) ainda ndo escova

4.6-Quantidade de escovacdes dia;
() 21lvez ( )2vezes ( )3vezes (  )maisque 3 vezes

4.7- Quem escova o dente do seu filho:
( )amae ( ) pai ( ) escova sozinho
() irmdo menor de idade ( ) outros :quem?

4.8-Usa creme dental fluoretado: ( ) sim . Qual:
( ) ndo
4.9-Usa escova dental individual: ( ) sim ( ) ndo
5- Dieta:

5.1- NUmero de refei¢des principais salgadas: ( )1 ( )2 ( )3 ( )4
5.2- NUmero de lanches: ()X ( )2 ( )3 ( )maisde3

5.3- Costuma beliscar entre as refei¢Bes (sacarose)? () ndo
( )lvez ( )2vezes ( )3vezes ( ) maisde 3vezes

5.4- Usa Mamadeira? () sim. Contelido ( )nédo

5.5- Em caso afirmativo quantas vezes ao dia:
( )lvez ( ) 2vezes ( ) 3vezes ( ) mais que 3 vezes

5.6 —Em caso afirmativo, quantas vezes a noite:
( )lvez ( )2vezes ( )3vezes ( ) maisque 3 vezes

5.7 - Usa papa ou mingau em copo, xicara ou na colher? () ndo
( )simlvez ( )sim2vezes ( ) sim mais de 3 vezes

6.0- Diario alimentar do dia anterior

AFERIGCAO DE PH:

FASE pHdescanso pH5min pH30min (final)

Leite

Sacarose




Nome: Data:

Observagdes Clinicas
Exame Clinico

\ P M D ®]

55 55
54 54
53 53
52 52
51 51

61 61
62 62
63 63
64 64
65 65

75 75
74 74
73 73
72 72
71 71

81 81

82 82

83 83

84 84

85 85

Codigos Perfil do Paciente com reI_ac;ao
a Doenca Caérie

0 — Superficie higida; selante
1 — Mancha branca ativa ( ) Livre de Carie
2 — Mancha branca inativa () Sem fatores etiolégicos
3 — Cavidade ativa () Com fatores etiolégicos
4 — Cavidade inativa
5 — Restauracao () Com Experiéncia de Cérie
6 — Restauracéo alterada (defeituosa) () Sem atividade
7 — Restauracao fraturada ( ) Com atividade
8 — Recidiva de lesdo de carie
9 — Destruicdo corondria () Sem necessidades invasivas
10 - Fistula () Com necessidades invasivas




6 ARTIGO CIENTIFICO
6.1 Classificacao Qualis do Periddico na area de Medicina 11

ISSN TITULO ESTRATO AREA DE AVALIACAO

0008-6568 Caries Research Bl MEDICINA |11

6.2 Normas editoriais

Aims and Scope

'Caries Research' is an international journal, the aim of which is to promote research in dental caries
and related fields through publication of original research and critical evaluation of research findings.
The journal will publish papers on the aetiology, pathogenesis, prevention and clinical control or
management of dental caries. Papers on health outcomes related to dental caries are also of interest, as
are papers on other disorders of dental hard tissues, such as dental erosion. Aspects of caries beyond
the stage where the pulp ceases to be vital are outside the scope of the journal. The journal reviews
papers dealing with natural products and other bacterial inhibitors against specific criteria, details of
which are available from the Editor.

Submission

Manuscripts written in English should be submitted at

Online Manuscript Submission

Should you experience problems with your submission, please contact:

Prof. David Beighton

(Editor-in-Chef, Caries Research)

Department of Microbiology

The Henry Wellcome Laboratories for Microbiology and Salivary Research
KCL Dental Institute, Floor 17, Guys Tower

London Bridge SE1 9RT (UK)

Tel. +44 2071887465

Fax +44 2071887466

david.beighton@kcl.ac.uk

Copies of any 'in press' papers cited in the manuscript must accompany the submission. Manuscripts
reporting on clinical trials must be accompanied by the CONSORT checklist (see below).

Conditions

All manuscripts are subject to editorial review. Manuscripts are received with the explicit



understanding that the data they contain have not previously been published (in any language) and that
they are not under simultaneous consideration by any other publication.

Submission of an article for publication implies the transfer of the copyright from the author to the
publisher upon acceptance. Accepted papers become the property of 'Caries Research' and may not be
reproduced by any means, in whole or in part, without the written consent of the publisher.

It is the author's responsibility to obtain permission to reproduce illustrations, tables, etc., from other
publications.

Types of Papers

Original papers or Short Communications are reports of original work (including systematic reviews
and meta-analyses). Both have the structure outlined below but for Short Communications the abstract
should be less than 100 words and the manuscript should not exceed 3 printed pages, equivalent to
about 9 manuscript pages (including tables, illustrations and references).

Reviews can have a freer format but should nevertheless commence with a Title page, an Abstract and
an Introduction defining the scope.

Current topics are concise articles that present critical discussion of a topic of current interest, or a
fresh look at a problem, and should aim to stimulate discussion.

Letters to the Editor, commenting on recent papers in the journal, are published occasionally, together
with a response from the authors of the paper concerned.

Preparation of Manuscripts

Text should be one-and-a-half-spaced, with wide margins. All pages should be numbered, starting
from the title page. A conventional font, such as Times New Roman or Arial, should be used, with a
font size of 11 or 12. Avoid using italics except for Linnaean names of organisms and names of genes.

Manuscripts should be prepared as a text file plus separate files for illustrations. The text file should
contain the following sequence of sections: Title page; Declaration of interests; Abstract; Introduction;
Materials and Methods; Results; Discussion; Acknowledgements; References; Legends; Tables. Each
section should start on a new page, except for the body of the paper (Introduction to
Acknowledgements), which should be continuous.

Title page: The first page of each manuscript should show, in order:

o the title, which should be informative but concise;

o the authors' names and initials, without degrees or professional status, followed by their
institutes;

e ashort title, maximum length 60 characters and spaces, for use as a running head;

e alist of 3-10 key words, for indexing purposes;

o the name of the corresponding author and full contact details (postal address, telephone and
fax numbers, and e-mail address).

Declaration of Interests: Potential conflicts of interest should be identified for each author or, if there
are no such conflicts, this should be stated explicitly. Conflict of interest exists where an author has a
personal or financial relationship that might introduce bias or affect their judgement. Examples of
situations where conflicts of interest might arise are restrictive conditions in the funding of the



research, or payment to an investigator from organisations with an interest in the study (including
employment, consultancies, honoraria, ownership of shares). The fact that a study is conducted on
behalf of a commercial body using funds supplied to the investigators' institution by the sponsor does
not in itself involve a conflict of interest. Investigators should disclose potential conflicts to study
participants and should state whether they have done so.

The possible existence of a conflict of interest does not preclude consideration of a manuscript for
publication, but the Editor might consider it appropriate to publish the disclosed information along
with the paper.

Abstract: The abstract should summarise the contents of the paper in a single paragraph of no more
than 250 words (to ensure that the abstract is published in full by on-line services such as PubMed).
No attempt should be made to give numerical results in detail. References are not allowed in the
abstract.

Introduction: This section should provide a concise summary of the background to the relevant field
of research, introduce the specific problem addressed by the study and state the hypotheses to be
tested.

Materials and Methods (or Subjects and Methods): All relevant attributes of the material (e.g.
tissue, patients or population sample) forming the subject of the research should be provided.
Experimental, analytical and statistical methods should be described concisely but in enough detail
that others can repeat the work. The name and brief address of the manufacturer or supplier of major
equipment should be given.

Statistical methods should be described with enough detail to enable a knowledgeable reader with
access to the original data to verify the reported results. When possible, findings should be quantified
and appropriate measures of error or uncertainty (such as confidence intervals) given. Sole reliance on
statistical hypothesis testing, such as the use of P values, should be avoided. Details about eligibility
criteria for subjects, randomization and the number of observations should be included. The computer
software and the statistical methods used should be specified. See Altman et al.: Statistical guidelines
for contributors to medical journals [Br Med J 1983;286:1489-93] for further information.

In any paper involving microradiography, the following information must be included: the radiation
source and filters used; the kV used (this determines the wavelength of radiation and hence the validity
of using Angmar’s equation).

Papers on experimental enamel caries should show that the lesions retain a relatively well-preserved
surface layer, i.e. are not surface-softened lesions. Proof of surface integrity can be provided either as
illustrations in the paper or as supplementary material for the reviewers. Transverse microradiography,
polarized-light microscopy of section immersed in water or backscattered scanning electron
microscopy of a polished cross-sections can be used to provide the necessary proof. To allow the
nature of experimental changes to be assessed, microradiographs or micrographs should be provided to
show part of the experimental lesion and the adjacent control (e.g. Figure 2 of Zaura et al.: Caries Res
2007,;41:489-492). Again, these images can be provided as part of the paper or as supplementary
material for review purposes.

Manuscripts reporting studies on human subjects should include evidence that the research was
ethically conducted in accordance with the Declaration of Helsinki (World Medical Association). In
particular, there must be a statement in Materials and Methods that the consent of an appropriate
ethical committee was obtained prior to the start of the study, and that subjects were volunteers who
had given informed, written consent.

Clinical trials should be reported according to the standardised protocol of the CONSORT Statement.
The CONSORT checklist must be submitted together with papers reporting clinical trials.




In studies on laboratory animals, the experimental procedures should conform to the principles laid
down in the European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and
other Scientific Purposes and/or the National Research Council Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals.

Unless the purpose of a paper is to compare specific systems or products, commercial names of
clinical and scientific equipment or techniques should only be cited, as appropriate, in the 'Materials
and Methods' or 'Acknowledgements' sections. Elsewhere in the manuscript generic terms should be
used.

Results: Results should be presented without interpretation. The same data should not be presented in
both tables and figures. The text should not repeat numerical data provided in tables or figures but
should indicate the most important results and describe relevant trends and patterns.

Discussion: This section has the functions of describing any limitations of material or methods, of
interpreting the data and of drawing inferences about the contribution of the study to the wider field of
research. There should be no repetition of preceding sections, e.g. reiteration of results or the aim of
the research. The discussion should end with a few sentences summarising the conclusions of the
study. However, there should not be a separate 'Conclusions' section.

Acknowledgements: Acknowledge the contribution of colleagues (for technical assistance, statistical
advice, critical comment etc.) and also acknowledge the source of funding for the project. The
position(s) of author(s) employed by commercial firms should be included.

Legends: The table headings should be listed first, followed by the legends for the illustrations.

Tables: Tables should be numbered in Arabic numerals. Each table should be placed on a separate
page. Tables should not be constructed using tabs but by utilising the table facilities of the word-
processing software.

Illustrations:

e lllustrations should be numbered in Arabic numerals in the sequence of citation. Figure
numbers must be clearly indicated on the figures themselves, outside the image area.

e Black and white half-tone illustrations must have a final resolution of 300 dpi after scaling,
line drawings one of 800-1200 dpi.

o Figures with a screen background should not be submitted.

e When possible, group several illustrations in one block for reproduction (max. size 180 x 223
mm).

Color Hlustrations

Online edition: Color illustrations are reproduced free of charge. In the print version, the illustrations
are reproduced in black and white. Please avoid referring to the colors in the text and figure legends.

Print edition: Up to 6 color illustrations per page can be integrated within the text at CHF 760.00 per
page.

References



Reference to other publications should give due acknowledgement to previous work; provide the
reader with accurate and up-to-date guidance on the field of research under discussion; and provide
evidence to support lines of argument. Authors should select references carefully to fulfil these aims
without attempting to be comprehensive.

Cited work should already be published or officially accepted for publication. Material submitted for
publication but not yet accepted should be cited as 'unpublished results', while unpublished
observations communicated to the authors by another should be cited as 'personal communication’,
with credit in both cases being given to the source of the information. Neither unpublished nor
personally communicated material should be included in the list of references. Abstracts more than 2
years old and theses should not be cited without a good reason, which should be explained in the
covering letter accompanying the paper.

References should be cited by naming the author(s) and year. Where references are cited in
parenthesis, both names and date are enclosed in square brackets. Where the author is the subject or
object of the sentence, only the year is enclosed in brackets.

One author: [Frostell, 1984] or Frostell [1984].

Two authors: [Dawes and ten Cate, 1990] or Dawes and ten Cate [1990].

More than two authors: [Trahan et al., 1985] or Trahan et al. [1985].
Several references cited in parenthesis should be in date order and separated by semi-colons: [Frostell,
1984; Trahan et al., 1985; Dawes and ten Cate, 1990].

Material published on the World Wide Web should be cited like a reference to a print publication, and
the URL included in the reference list (not in the text), together with the year when it was accessed.

The reference list should include all the publications cited in the text, and only those publications.
References, formatted as in the examples below, should be arranged in strict alphabetical order. All
authors should be listed. For papers by the same authors, references should be listed according to year.
Papers published by the same authors in the same year should be distinguished by the letters a, b, c, ...
immediately following the year, in both the text citation and the reference list. For abbreviation of
journal names, use the Index Medicus system. For journals, provide only the year, volume number and
inclusive page numbers.

Examples

(a) Papers published in periodicals: Lussi A, Longbottom C, Gygax M,
Braig F: Influence of professional cleaning and drying of occlusal surfaces
on laser fluorescence in vivo. Caries Res 2005;39:284-286.

(b) Papers published only with DOI numbers: Theoharides TC, Boucher
W, Spear K: Serum interleukin-6 reflects disease severity and osteoporosis
in mastocytosis patients. Int Arch Allergy Immunol DOI:
10.1159/000063858.

(c) Monographs: Matthews DE, Farewell VT: Using and Understanding
Medical Statistics. Basel, Karger, 1985.

(d) Edited books: DuBois RN: Cyclooxygenase-2 and colorectal cancer; in
Dannenberg AJ, DuBois RN (eds): COX-2. Prog Exp Tum Res. Basel,
Karger, 2003, vol 37, pp 124-137.

(e) Patents: Diggens AA, Ross JW: Determining ionic species
electrochemically. UK Patent Application GB 2 064 131 A, 1980.

() World Wide Web: Chaplin M: Water structure and behavior.



www.Isbu.ac.uk/water, 2004.

Digital Object Identifier (DOI)
S. Karger Publishers supports DOIs as unique identifiers for articles. A DOI number will be printed on
the title page of each article. DOIs can be useful in the future for identifying and citing articles

published online without volume or issue information. More information can be found at www.doi.org

Author's Choice™

Karger's Author's Choice™ service broadens the reach of your article and gives all users worldwide
free and full access for reading, downloading and printing at www.Karger.com. The option is available
for a one-time fee of CHF 2,750.00, which is a permissible cost in grant allocation. More information
can be found at www.karger.com/authors_choice.

NIH-Funded Research

The U.S. National Institutes of Health (NIH) mandates under the NIH Public Access Policy that final,

peer-reviewed manuscripts appear in its digital database within 12 months of the official publication
date. As a service to authors, Karger submits the final version of your article on your behalf to
PubMed Central. For those selecting our premium Author's Choice™ service, we will send your
article immediately upon publishing, accelerating the accessibility of your work without the usual

embargo. More details on NIH's Public Access Policy is available here.

Self-Archiving

Karger permits authors to archive their pre-prints (i.e. pre-refereeing) or post-prints (i.e. final draft
post-refereeing) on their personal or institution's servers, provided the following conditions are met:
Avrticles may not be used for commercial purposes, must be linked to the publisher's version, and must
acknowledge the publisher's copyright. Authors selecting Karger's Author's Choice™ feature,
however, are also permitted to archive the final, published version of their article, which includes

copyediting and design improvements as well as citation links.

Page Charges

There are no page charges for papers of seven or fewer printed pages (including tables, illustrations
and references). A charge of CHF 650.00 will be levied for each page in excess of the allotted seven
printed pages. The allotted size of a paper is equal to approximately 21 typescript pages (including
tables, illustrations and references).

Proofs

Unless indicated otherwise, proofs are sent to the first-named author and should be returned with the



least possible delay. Alterations made in proofs, other than the correction of printer's errors, are
charged to the author. No page proofs are supplied to the author.

Reprints

Order forms and a price list are sent with the proofs. Orders submitted after this issue is printed are

subject to considerably higher prices.



6.3 Artigo Completo
Avaliacdo do potencial acidogénico do leite materno em criangas com diferentes
experiéncias de carie
P.A.M. Neves?, V. Monteiro-Neto®’, A.M. Nunes®, L.M.A. Tenuta®?, J. A. Cury®¢, C.C.C.
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Titulo resumido: Acidogenicidade do leite humano em criangas com e sem carie

Palavras-chave: Carie Dentaria, Leite materno, Sacarose, pH.

Correspondéncia:

Cecilia Claudia Costa Ribeiro

Universidade Federal do Maranhao, Centro de Ciéncias da Saude, Departamento de
Odontologia Il. Campus Bacanga. Sdo Luis, MA, Brasil. CEP- 65085-580. Tel.: +55-
98-2109-8575. e-mail: cecilia_ribeiro@hotmail.com

Declaracao de interesse: Os autores declaram nao terem conflitos de interesse.

Resumo:

Tendo em vista que amamentagao apos 1 ano de idade tem sido apontada por
alguns estudos como fator de risco a carie de estabelecimento precoce (CEP), e que é
desconhecido se o leite materno € metabolizado em um biofilme oral estruturado em
criangas com CEP levando a quedas de pH, o objetivo desse estudo foi avaliar potencial
acidogénico do leite no biofilme oral de lactentes ndo exclusivos com ou sem experiéncia de
carie, tendo como controle a sacarose. Medidas de pH do biofilme foram realizadas in vivo
em 16 criangas (média de 35.23 meses de idade) divididas em dois grupos: livre de caries
(n=9) e com carie de estabelecimento precoce (CEP) (n=7). Nos dois grupos foram
coletadas amostras de saliva e biofilme para avaliacdo microbiolégica. A acidogénicidade no
biofilme oral foi avaliada de forma cruzada apés amamentacédo ou gotejamento de solugao
de sacarose 10% nos dois grupos de criangas através de medi¢cdes de pH (pH Descanso,
pH Final, pHsmn, Maxima queda de pH e AUCss) usando-se um microeletrodo de contato.

Uma maior freqliéncia de Streptococcus mutans foi encontrado no biofilme das criangas



aleitadas com CEP (p<0.05). Na comparacéao entre criangas com ou sem carie, o tratamento
leite ndo apresentou nenhuma diferenga para nenhuma das variaveis de pH, porém a
sacarose provocou um maior ApHsmin No biofilme dos pacientes com CEP (p=0.0317).
Dentro de um mesmo grupo, a sacarose provocou uma maior queda de pH que o leite
humano no biofilme de pacientes livre de caries (p=0.0423). Para os individuos CEP, a
solucédo de sacarose também apresentou um potencial acidogénico maior que o leite para as
variaveis pHsmin (p=0.0308), ApHsmin (p=0.018) e AUCs5 (p=0.0104). O leite humano nao
teve potencial acidogénico no biofilme oral de criangas amamentadas, independente da
atividade da doencga carie. Em conjunto, esses dados dao suporte a hipétese de que o leite
humano ndo seja cariogénico, e que o consumo de outros carboidratos deve ser

considerado em criangas amamentadas com carie precoce.

Introducdo

O papel do leite humano na etiologia da carie ainda é assunto controverso na
literatura. RevisGes sistematicas sobre a relagdo entre amamentacdo e carie de
estabelecimento precoce (CEP) sao inconclusivas, apontando tanto para falhas nos
desenhos dos estudos quanto na consideracio das variaveis confundidoras [Sinton et al.,
1998; Valaitis et al., 2000].

Alguns estudos mais recentes mostram que o aleitamento materno, apés um ano de
idade, tem associagdo com o estabelecimento precoce da doenga [Yonezu et al., 2006 a,b,
Van Palenstein et al., 2006]; enquanto outros refutam a relagdo entre aleitamento
prolongado e a carie precoce [Rosenblatt e Zarzar, 2004; Kramer et al., 2007; Lida et al.,
2007].

Evidéncias a partir de estudos in vitro [Erickson e Mazhari, 1999] e in situ [Araujo et
al., 1997] nao mostram um potencial cariogénico do leite humano, quando usado de forma
isolada. Contudo, na pratica de aleitamento, o leite como Unico nutriente da dieta é
recomendado somente até os 6 meses de vida [OMS/UNICEF, 2003], assim a
subsequente introdugdo de novas fontes de carboidratos na dieta pode representar
variaveis confundidoras ao se analisar o habito de aleitamento prolongado como fator de
risco a carie.

O potencial acidogénico do leite humano ja foi avaliado em um estudo, o qual nao
mostrou quedas significativas de pH na placa bacteriana coletada de criangas livres de
carie [Erickson e Mazhari, 1999]. Entretanto, ha indicios in vitro, que apés um periodo de
adaptacao do biofilme, a lactose possa sofrer metabolismo e levar a formagao de acidos
nesse biofilme, porém com quedas de pH bem inferiores a glicose [Birkhed et al.,1993].

Sabe-se que consumo de acglcares esta relacionado a composi¢cao do biofilme oral em



criangas com carie precoce [Rodrigues e Sheiham, 2000; Nobre dos Santos et al., 2002],
mas ainda é desconhecido se nesse biofilme cariogénico o leite humano teria um potencial
acidogénico, sinalizando que a amamentagao possa contribuir para quedas de pH em um
biofilme ja maduro naquelas criangas.

Assim o objetivo do presente estudo foi avaliar se o leite humano tem potencial
acidogénico no biofilme oral em criangas com ou sem atividade de carie, tendo como

controle a sacarose.

Material e Método

Selecao da amostra

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario
da Universidade Federal do Maranhao (protocolo n°® 33104-1291/2006) e os pais ou tutores
legais, responsaveis pelas criangas que participaram do estudo leram e assinaram um
consentimento informado por escrito. Todas as criangas do estudo que precisaram de
tratamento odontolégico foram encaminhadas para atendimento na Clinica de
Odontopediatria da UFMA.

O calculo amostral foi realizado a partir de um estudo piloto com 8 lactentes nao-
exclusivos, sendo 4 com CEP e 4 sem a doenca. Foram comparados as médias e os
desvios padrdes de Area sobre a curva de pH6.5 (AUCss) nas criancas livres de cérie e nas
criangas com carie precoce. Esta variavel foi calculada através de um software especifico
para pH do biofilme oral [Larsen e Pearce, 1997]. O teste-t para amostras nao-pareadas foi
utilizado adotando-se um nivel de significancia de 5% e poder do teste de 80%, totalizando
um n=5 criangas em cada grupo. Considerando a possibilidade de perdas, selecionou-se 10
criangas para cada grupo.

A amostra foi obtida apds visita a 07 creches comunitarias em bairros periféricos no
municipio de Sao Luis — MA, Brasil, sendo convidados a participar do estudo todos os
lactentes nao-exclusivos com idade superior a 24 meses, até se chegar ao n adequado. Do
total de 20 criancas selecionadas, 4 criangas ndo compareceram ao experimento no dia
marcado e a amostra final constou de 9 criangas livre de caries e 7 criangas com CEP.

No exame clinico da cavidade bucal das criancas foi utilizado o indice ceo (cariados,
perdidos e obturados) indicado pela OMS [1987], além de avaliacdo das lesbGes de carie
nao cavitadas [Nyvad et al., 2003]. As criangas foram consideradas livres de céarie quando
nao tinham nenhuma cavitacdo ou lesdo n&o cavitada, e como com CEP se apresentassem
pelo menos uma dessas lesdes, cavitadas ou ndo.

Procedimentos microbioldgicos



Amostras de biofilme e saliva ndo-estimulada foram coletadas para contagem de
microrganismos totais, S. mutans e Lactobacillus spp. nos grupos livre de carie e CEP. Para
tanto as amostras foram processadas e inoculadas em duplicata em agar mitis salivarius
(MSA — Difco BD, Sparks, EUA) com adi¢dao de 20% de sacarose, 0,2 unidades/mL de
bacitracina e 1% de telurito de potassio (MSB) para contagem de Streptococcus mutans
[Gold et al., 1973]; agar Rogosa (Difco BD, Sparks, EUA) para contagem de Lactobacillus
spp. [Rogosa et al.,, 1951] e BHI (Brain Heart Infusion Agar — Difco BD, Sparks, EUA)
suplementado com 5% de sangue de carneiro para contagem de microrganismos totais. As
placas de agar Rogosa e agar sangue foram incubadas em anaerobiose por 48 horas
[Jurgensen e Jurgensen, 1982], enquanto que as placas de MSB foram incubadas em
atmosfera de 5% de CO, pelo mesmo periodo de tempo [Gold et al., 1973]. Os valores para
as amostras de biofilme foram expressas em UFC por miligrama (UFC/mg) e para as
amostras de saliva em UFC por mililitro (UFC/mL). Para confirmacao da espécie, os S.
mutans foram identificados pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), segundo a
metodologia de Flério (2003), usando-se como controle, cepa padrdo de S. mutans (ATCC
00446).

Medidas de pH no Biofilme Oral

Nas duas etapas do experimento foi solicitado aos pais ou responsaveis legais pelas
criangas que cessassem qualquer medida de higiene oral por 72 horas antes da aferigao de
pH para formacao de um biofilme oral espesso [Lingstrédm et al., 2000]. As criangas também
todas deveriam estar em jejum de no minimo 2 horas antes da primeira medigdo para se
evitar que consumos de alimentos pudessem interferir nos resultados.

O pH do biofilme oral foi medido utilizando um microeletrodo de toque (Beetrode,
NMPH3 08J, W. P. Intruments, New Haven, Conn., EUA) e um eletrodo de referéncia de
vidro (Orion Res Inc., Cambridge, Mass., EUA) conectados a um medidor de pH (Orion 4
Star Thermo Scientific). Uma ponte de referencia salina foi obtida através dos responsaveis
pelas criangas: com uma mao, mantinham contato com o corpo da crianga, e com a outra
mao, inseriam o dedo indicador em uma placa de Petri contendo solugdo de cloreto de
potassio 3 Molar (KCI 3M) e o eletrodo de referéncia de vidro.

Apods a calibragdo do aparelho em tampdes de pH 4.0 e 7.0, a afericdo do pH do
biofilme foi realizada com a inser¢ao da ponta do microeletrodo diretamente no biofilme oral.
Antes do experimento, foi medido o pH descanso (pPHgescanso) dO biofilme dental em um dente
teste escolhido entre os que apresentassem maior quantidade de placa visivel. Apds essa
medigao inicial, a crianga foi amamentada e foi aferido, no mesmo local, o pH ap6s 5(pHsmin)

e 30 (pHfinal) minutos do término da amamentag¢ao. De forma cruzada na outra etapa do



experimento, com intervalo de duas semanas, avaliou-se a queda de pH no biofilme oral
apos gotejamento de solugdo de sacarose 10%. Novamente foi aferido o pH descanso do
biofilme, em seguida, foram gotejadas 3 (trés) gotas da solugcao de sacarose a 10% no
dente teste, e feitas as afericdes de pH semelhante a fase leite.

Com os dados de pH registrados, foram tabulados os valores de pHaescanso, pH apés 5
minutos (pHsmin), pH apds 30 minutos (pHfinal), variagdo de pH em 5 minutos (ApHsmn) €
area sobre a curva de pH6,5 (AUCss) nas duas fases do experimento para posterior analise

estatistica.

Andlise estatistica

Para analise estatistica, a unidade experimental foi o voluntario. Inicialmente todas
as variaveis avaliadas (UFC/mg, UFC/mI, pHbaseine, pHsmin, pHfinal, ApHsmn € AUCss) foram
submetidas ao teste de Shapiro Wilk para verificagdo da normalidade dos dados. As
variaveis pHboaseine, pHsmin, pHfinal ndo violaram este pressuposto e foram submetidos aos
testes t de Student pareado, para comparagao do tratamento dentro de um mesmo grupo, e
nao pareado, para comparagado entre os grupos livre ou com CEP. As variaveis que nao
apresentaram distribuicdo normal (UFC/mg, UFC/mI, ApHsmn € AUCss) foram transformadas
em Log10 pelo método de Box e Cox, ainda assim violaram o principio da normalidade,
entdo foram submetidos a testes ndao paramétricos, sendo o de Wilcoxon para os dados
pareados e o de Mann-Whintney para os dados nao-pareados.

O Software Biostat 3.0 (Instituto Mamiraua, Belém, PA, Brasil) foi utilizado para

realizacéo destas analises adotando-se um nivel de significancia de 5%.

Resultados

Com relagao a analise microbiolégica, os resultados mostraram uma maior
freqUéncia de Streptococcus mutans no biofilme e saliva de pacientes CEP, com diferenca
significativa quando comparada ao grupo livre de caries (p<0.05). Todos os pacientes CEP
(100%) e apenas 2 pacientes livre de caries (22%) apresentaram amostras de biofilme e
saliva colonizadas por este microorganismo (Tabela 1).

Na comparacéao entre os grupos de criangas com e sem carie, o tratamento com leite
nao apresentou diferenca estatistica para nenhuma das variaveis de pH observadas
(p>0.05). Porém, a solugcdo de sacarose provocou um maior ApH5min no biofilme dos
pacientes CEP (p=0.0317) ( Tabela 2).

Na comparagdo entre os tratamentos dentro de um mesmo grupo, a sacarose
provocou maior queda de pH no biofilme de pacientes livre de caries que o leite humano

(p=0.0423). Os resultados também mostraram que para os individuos CEP, a sacarose



apresentou um potencial acidogénico maior que o leite ao se comparar as variaveis pHsmin
(p=0.0308), ApHsmin (p=0.018) e AUCss (p=0.0104)(Tabela 2; Figura 1).

Discusséo

A composicdo distinta do biofilme oral nas criangas livres de carie e com caérie
precoce foi mostrada através dos dados microbioldgicos. Essa diferenga na composi¢ao do
biofilme oral confirma estudos anteriores, 0os quais mostram uma alteragdo ecoldgica da
placa bacteriana no processo da doenca, com predominancia de bactérias acidogénicas e
aciduricas como os Streptococcus mutans [Marsh, 2006].

Em relagdo ao pH de descanso, neste estudo nao se observou diferenga entre os
grupos com ou sem carie precoce. Estes dados corroboram os achados de Dong et al.
[1999], que também n&o encontraram diferencas entre pH repouso no biofilme oral de
criancas de 12 anos, com ou sem carie. Nos dois estudos, um periodo de no minimo 48
horas sem procedimentos de higiene oral para formacao de biofilme, pode ter colaborado
para um amadurecimento do mesmo nas criangas sem a doencga, e assim contribuido para
nao encontrarmos diferenca entre os grupos, comumente encontrada em estudos in situ
[Ribeiro et al., 2005; Aires et al., 2006].

Na comparagdo do potencial acidogénico do leite humano nos biofilmes entre os
grupos de criangas livres de carie e com carie precoce da infancia, ndo foi observada
diferenga para nenhumas das variaveis de pH analisadas. Os dados confirmam os achados
de Erickson e Mazhari [1999] em criangas livres de carie. Os dados em criangas com carie
precoce com biofilme amadurecido, ndo corroboram os achados de Birkhed e colaboradores
[1993], que mostraram num biofilme ja adaptado, que o lactose foi metabolizada, levando a
quedas de pH. As condi¢cdes experimentais distintas entre os estudos, por aquele se tratar
de biofilme formado in vitro usando a lactose, e no presente estudo o biofilme maduro ser
uma condi¢do in vivo em criangas amamentadas e com carie, pode ter sido a razdo das
divergéncias encontradas entre os desfechos.

A cariogenicidade do biofilme, no presente estudo representado por placa bacteriana
madura em criangas com lesdes de carie ativas, so teve interferéncia no potencial de queda
de pH para a sacarose. A maior freqiiéncia de isolamento de S. mutans no biofilme oral
pode ter sido uma das razbes para explicar o maior metabolismo para a sacarose nas
criangcas com carie que nas livres da doenca. A relacdo entre mutans e processo de
desmineralizacdo dentaria pela producdo de acidos a partir do metabolismo da sacarose
vem sendo constantemente mostrada na literatura [Tenuta et al., 2006; Marsh, 2006; Vale et
al., 2007].

Nesse estudo, mesmo apds administracdo da sacarose a 10%, os valores médios de

pH foram inferiores ao pH critico de dissolugdo do esmalte (pH > 5,5). As afericées de pH no



periodo diurno, durante o qual o fluxo e a capacidade tampao salivar sdo maiores, podem
ter contribuido com esses achados [van Houte,1994]. Outros estudos que avaliaram quedas
de pH com a sacarose em voluntarios com diferentes experiéncias de carie também néo
diferiram dos resultados aqui apresentados [Birkhed et al., 1993; Dong et al., 1999].

Nas analises pareadas dos tratamentos dentro de um mesmo grupo, o leite ndo
levou a quedas de pH em nenhum dos grupos de criangas amamentadas. A sacarose levou
a quedas significativas de pH apods o periodo de 5 min, sendo a significancia ainda maior
para o grupo de criangas com carie precoce (p=0.002, dados n&o apresentados). Em
comparacgao ao leite, a sacarose, também mostrou queda de pH significativa para ambos os
grupos de criangas. Entretanto, essa observacao foi mais evidente, para o biofilme
amadurecido em criangas com carie, no qual diferencas foram significativas para a maioria
dos desfechos de acidogenidade do biofilme oral avaliadas.

Em resumo, o leite humano nao teve potencial acidogénico no biofilme oral de
criangcas amamentadas e a sacarose levou a quedas de pH, sendo estas maiores no
biofilme do grupo de criangas com carie precoce. Em conjunto, esses dados dao suporte a
hipétese de que o leite humano n&o é cariogénico, e que o consumo de outros carboidratos

deve ser considerados em criangas amamentadas com carie precoce.
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Tabela 1: Comparag¢ao da microbiota entre os grupos livre de carie e CEP (médiatDP) nas
amostras de biofilme e saliva®.

BIOFILME SALIVA
(UFC/mg x 10°) (UFC/mI x 10°)
LIVRE CEP LIVRE CEP
S mutans 0.29(+0.88) . 0.46 (+0.67) 0.02(x0.072) ., 0.12(x0.16)
- J - J
Lactobacillus 0.000008(+0.000016) 0.00001(+0.000023)  0.022(+0.068)  0.0028(+0.0069)
SpP.

CEP- grupo carie de estabelecimento precoce
* teste ndo-paramétrico U de Mann-Whitney
** p<0.05



Tabela 2: Comparacgao entre pH Descanso, pH Final, pHsmn, ApHsmin € AUCss (Média £ DP)
para os tratamentos com leite humano e sacarose nos dois grupos

LIVRE CEP
LEITE SACAROSE LEITE SACAROSE
pH Baseline 6.45+0.23 6.72+0.47 6.66+0.45  6.89+0.38

PH smin 6.41+£0.29 6.24+0.81 6.54+0.53 N 5.97+0.34
pH Final 6.54+0.24 6.90+0.78 6.87+0.57 6.66+0.45
ApHsnmin 0.04+0.28 N 0.484_:).62 0.13+0.52 N 0.9;i0.54
AUCes 3.38+3.62 7.33+10.41 3.27+3.55 . 7.931£5.67

ApH5min — variagdo de pH em 5 minutos; AUC6.5— area sobre a curva de pH 6.5;
CEP- grupo carie de estabelecimento precoce
*p<0.05 (amostras pareadas);**p<0.05 (amostras ndo-pareadas)



Grafico 1: Curvas obtidas das médias de pH do biofilme dental com sacarose e leite humano
nos grupos livre de caries e CEP.
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