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1. INTRODUGCAO

A carie dentaria € a doenca cronica mais comum entre criangas no mundo,
apesar da reducao de sua prevaléncia nas ultimas décadas (WHO, 2003). Em
criangas com menos de 71 meses de idade, a prevaléncia de carie dentaria varia
de 0,8% a 46% (FOLAYAN et al., 2015).

Sabe-se que a carie € uma doenca comportamental agucar dependente
(SHEIHAM; JAMES, 2015), assim o que determina a resposta cariogénica do
biofilme é a exposi¢cao aos agucares, modulado pelo tipo de substrato cariogénico,
pela frequéncia e pela quantidade de exposi¢cdes (CENCI; AZEVEDO; DEMARCO,
2015).

O aleitamento materno exclusivo até os 6 meses, e complementar dos 6
meses até os 2 anos ou mais tem sido fortemente recomendado pela
Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2003) uma vez que traz inumeros
beneficios para a crianca, para a mae e para a sociedade.

Todavia, o aleitamento materno, principalmente noturno e de longa duragao
tem sido apontado como um fator predisponente para o desenvolvimento da carie
(CHAFFEE et al., 2015).

Biofilmes formados a partir da microflora oral tém sido usados para
responder questdes relacionadas a carie (SIGNORI et al., 2016). Porém, nenhum
estudo in vitro utilizando um modelo de biofilme de microcosmos testando a
cariogenicidade do leite humano foi encontrado.

Diante dos inumeros beneficios do aleitamento materno e do seu possivel
papel no desenvolvimento da carie dentaria e da auséncia de estudos com
formacgdo de biofilme devidamente controlados, este estudo tem o objetivo de
verificar o efeito do leite materno isolado e associado a sacarose na
cariogenicidade do biofilme e na perda mineral de substratos dentarios em um
modelo de biofilme de microcosmos.

2. METODOLOGIA

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), sob protocolo de numero 1.550.920.

O calculo amostral foi realizado através do programa Sealed Envelope®, e
obteve-se o numero de cinco amostras por grupo, totalizando 30 amostras.

O experimento foi realizado seguindo modelo de biofilme previamente
descrito por VAN DE SANDE (2011).
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O biofilme foi cultivado em um Meio Definido por Mucina (DMM). Saliva
humana foi utilizada como indéculo para promover a multiplicidade de
microorganismos no biofilme. O leite materno foi doado por uma unica mulher,
saudavel. A proporcao de leite para DMM foi de 50% cada parte. Discos de
esmalte foram confeccionados a partir de incisivos centrais de bovinos, tiveram a
micro dureza superficial analisada e foram esterelizados.

Os espécimes foram divididos de acordo com as condi¢des de tratamento
em 6 grupos: DMM sem sacarose (Controle negativo), DMM com 1% de sacarose
(DMM+) (Controle positivo), leite materno com DMM, leite materno com DMM+,
leite bovino com DMM e leite bovino com DMM+. Os espécimes foram dispostos
em placas de 24 micro-pogos, inoculados com 400 pl de saliva cada, e incubados
em estuda durante 1 hora. Apds a incubacéo, foi adicionado 1,8 mL da solugao
correspondente de tratamento para cada grupo. Os biofilmes foram expostos ao
tratamento por 6 horas diarias, e 18 horas com DMM puro. As trocas eram
realizadas todos os dias, e os espécimes submersos em solucdo salina estéril
durante cada troca. Os biofilmes foram incubados em uma jarra de anaerobiose
(5-10% CO 2, <1% O 2), a 37°C, durante 5 dias. O pH do sobrenadante foi
coletado diariamente apds cada troca realizada.

As variaveis de resposta analisadas foram a perda de dureza superficial
(%PDS) utilizando um microdurébmetro (Future-Tech FM) acoplado a um
endentador Knoop (carga de 50 gramas/5 segundos), a composigao
microbiolégica dos biofilmes através da contagem das Unidades Formadoras de
Colénias (UFCs), quantificados em microorganismos totais (MT), estreptococos
do grupo mutans (EGM), lactobacilos (L) e acido-tolerantes (AT) e o pH do
sobrenadante.

Os dados obtidos foram analisados através de ANOVA de uma via seguida
do teste de Tukey (p<0.05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontradas diferengas significantes entre os grupos em relagdo a
perda de dureza superficial (Figura 1). Todos os grupos tiveram uma menor perda
mineral significativa (p <0.005) comparado com o grupo DMM com 1% de
sacarose (controle positivo). Leite humano e bovino associados a 1% de sacarose
mostraram maior perda mineral, porém estatisticamente similiar ao respectivo
grupo sem adicao de sacarose (p = 0.178, p = 0.09). O controle negativo (DMM)
apresentou a menor perda mineral, e foi estatisticamente similar a quase todos os
grupos, exceto ao controle positivo (DMM+) e ao leite materno com DMM+.
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Figura 1. Perda de dureza superficial (%PDS) e desvio padrédo de acordo com a
condicdo de tratamento dos biofilmes. Letras diferentes mostram diferencga
estatisticamente significante.

Um padrdao na mudanga de pH foi observada entre todos os grupos, exceto
no grupo DMM (Tabela 1). Os valores de pH do sobrenadante apds 6 horas foram
semelhantes entre o grupo DMM + e o grupo leite materno associado a 1%
sacarose.

Tabela 1. Média dos valores do pH do sobrenadante de acordo com a condi¢ao
de tratamento.

Condicao de tratamento Der()_?rl:t:;eGnI:(;ras Depo'?g&&? horas
Media SD Media SD
Leite materno + 3,93 0,91 6,42 1,49
Leite materno 4,119 0,95 6,53 1,51
Leite bovino + 4,25¢d 0,99 6,26° 1,47
Leite bovino 4 533 1,05 6,16° 1,46
DMM+ 3,82° 0,90 6,60° 1,55
DMM 6,422 1,51 6,822 1,61
Letras diferentes mostram diferenca estatisticamente significante em cada tempo

(p<0.05).

Houve diferengas entre os grupos na contagem das UFCs. Foram
encontrados maiores valores de microorganismos no grupo da sacarose e do leite
bovino. Nao foi encontrado crescimento de lactobacilos e total de aciduricos no
grupo suplementado apenas com DMM em comparagdo com Os outros grupos
(p=0.001). Grupo do leite bovino apresentou maior valor de total de aciduricos em
comparagao com o grupo de leite materno (p=0,019).
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Figura 2. Valores de UFC de acordo com o tratamento de condigdo de
crescimento apds 5 dias. (A) Microorganismos totais, (B) Lactobacilos. (C)
Aciduricos. Letras diferentes mostram diferenca estatisticamente significante.

Esse foi o primeiro estudo a testar a cariogenicidade do leite materno e
bovino num modelo de biofiime de microcosmos. Os resultados mostram que
existe um potencial cariogénico no leite materno, que é menos expressivo que o
da sacarose. A adigao de sacarose no leite materno aumenta a desmineralizagao,
mas n&o a niveis da sacarose unicamente.

Estudos clinicos e epidemiologicos recente tem chamado atengao sobre o
potencial cariogénico do leite materno (CHAFFEE, 2015). Geralmente esse
potencial esta associado a um prolongado aleitamento, onde as criangas estao
sujeitas a outros alimentos e fluidos cariogénicos.
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Estudos in vitro e in vivo tém mostrados resultados controversos. Um
estudo com ratos demonstrou que o leite materno tem potencial cariogénico maior
que o leite bovino. A explicacado para isso seria a de que o leite materno possui
menor quantidade de minerais e maior quantidade de lactose em relacéo ao leite
bovino (BOWEN, 2005). Uma limitagdo desse e de alguns trabalhos € de que eles
nao usam saliva humana, o que pode superestimar os resultados.

4. CONCLUSOES

Baseado nos presentes resultados, € possivel dizer que o leite materno
tem um potencial cariogénico, principalmente se associado a sacarose. Futuros
estudos devem ser realizados para confirmar essa tese. Apesar do potencial
cariogénico encontrado no leite materno, a amamentacdo n&do deve ser
desencorajada devido aos seus inumeros beneficios (HORTA, 2013).
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