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S'.*OPSE

O auior investigou a ação do fluo-
reto de sródio, nas quántidades de 0,27o

e lppm de flúor (utilizados respec-
tivamente na fotma de bochechos e

nas águas de abastecimento públicq
para a prevenção da cárie dental)
sobre a formação de depósitos, "in
vitro", por bactérias formadoras de
placa dental (Streptococcus mutans,
amostras AHT e IB). Tais concen-
trações foram selecionadas para. o es-
tudo uma Yez que seu uso não requer
um tratamento prévio dos dentes do
tipo "profilaxia" (raspagem, alisa-
mento e polimento). Desta forma,
qualquer põssível alteração na for-
mação de depósitos seria uma fun-
ção direta da ação d'o agente quí-
mico e não de qualquer outro fator
externo" A técnica desenvolvida ba-
seou-se na determinação, por peso
seco, das quantidades de depósitos
formados sobre "bengalas" de aço
inoxidável mantidas na intimidade do
meio de cultura onde as amostras se

desenvolviam. Os resultados mostra-
ram não haver alteração estatistica-
mente significante (ao nível de tflo
quando se adicionou lppm de flúor
às culturas. Por outro I'ado, houve
uma redução estatisticamente signi-
ficante (ao nível de L/6), na forma-

ção de depósitos, quando da adição
de 0,2Vo'de fluoreto de sódio.

1. INTRODUçÃO e REYISÃO
BIBLIOGRÁFICA

A cárie denta'I, que flagela o ho-
mem desde as eras mais primitivas,
vem recebendo uma atenção cada vez
maior no sentido de sua prevenção.
O consenso atual é que a atuação de-
va ser exercida sobre um dos seguiry
tes fatores: 26.

DIETA - 
pela diminuição ou elimi-

nação de alimentos cariogênicos,
sobretudo os carboidratos e em
especial a sacarosel 27

HOSPEDEIRO 
- aumentando-lhe a

resistência dos dentes aos ata-
ques dos ácidos produzidos pelos
microrganismos 3'8,13'16'19,43,45 e

MICRORGANISMOS 
- diminuindo-

ihes a capacidade formadora de
ácidos ou ainda de colonizarem-
se sobre as superfícies dentais
formando a Placa dental.15,26

Tendo em vista que este trabalho
visa observar se o fluoreto de sódio
(normalmente utilizado para confe-
rir maior resistência aos dentes) ê

( ':.) Súmula da Dissertação apresentada ao Centro de Pesqulsas em Odontologla So-
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.@pez de atuar também como agen-
te modificante da formação de de-
pósitos, "in vitro", por bactérias pla-
cogênicas, é pertinente a revisão dos
principais aspetos da literatura quan-
to a:
(1) relação entre a exisüência de pla-

ca dental sobre as superfícies
dentais e a oeorrência do pro-
cesso cârie;

(2) fluoreto de sódio como agente
efeüivo na prevengão da cárie
dental e

(8) ação do flúor sobre a formação
de depósitos produzidos por bac-
térias placogênicas.

1.1. Relação entre a existência de
placa dental sobre as superfí-
cies dentais e a ocorrência do
proeesso cárie.

Black 6, já em fins do século pas-
sado, acreditava que as cáries se ini-
ciavâm pela ação de massas de mi-
crorganismos (placa microbiana gela-
tinosa) que se aderiam aos dentes.
Esta hipótese de Black permaneceu
ignorada por muitos anos.

Somente em 1947, McClure e He-
witt 33 conseguiram a: primeira cons-
tatação científica de que a cârie é

uma doença microbiana ao inibí-la,
em ratos, com o uso de penicilina.

Orland,38 em 1955 e Fitzgerald e

Keyes 5 em 1960, demonstraram, a-
tfiavés de trabalhos eom animais gno-
tobióticos (ratos e hamsters), que a
cárie é uma doença infecto-contagio-
sa.

Guggenheim e Schroeder t2, em
196?, ana'lisando amostras de estrep-
toeoeos cariogênicos para animais,

observaram que eles apresentavam a
distinta característica de produzirem
urn polissacáride extracelular (dex-
trano) de exürema adesividade.

Jordam e Keyes, 24, ên 1966 e Gib-
bons e Banghart 10, em L967, salien-
tam a'lgumas das características que
qualificam os estreptococos cariogê-
nicos :

fermentam uma grande quanti-
dade de carboidratos produzindo
um pH final abaixo de 4.5;
estocam um polissaeáride intra-
celular do tipo amilopectina, de

uma grande variedade de carboi-
dratos, podendo metabolizá-los
para formar ácidos quando a fon-
te exógena de carboidr'atos se

esgota e

produzem o dextrano a partir da
sacarose.

Os estreptococos que produzem
dextrano a partir da sacarose, foram
encontrados por Carlsson 1,2 eomo

sendo os organismos predominantes
dz; plaea dental de humanos. Segun-
do Zinner 49 e Krasse 28 inoculados
em ratos e hamste.rs mostraram-se
eapazes de produzir placa e cárie nes-
ses animais.

Outros microrganismos foram de-
tectados em produzir substâncias a-
derentes aos dentes, como é o ea-
so do Odontomyces viscoÊus que con-
forme Jordan e Keyes 23, produz 'o

levano. Contudo, os estreptococos
continuam sendo os mais implicados
no início e desenvolvimento do pro-
cesso, uma vez que o polissacáride
que produzem é mais persistente, a-
dere mais e se dissolve menos 6.
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.0studos da estrutura da placa den-AÇÃO SISTÊMICA é aceita a teoria

tal, demonstraram que ela ê com- da solubilidade 3,13,15,19,20, que diz que
posta predominantemente de estrep- o flúor ingerido em idade tenra; por
toeocos, e uma substância intermi- ocasião da formação dos dentes, se
crobiana3l. Esta, mostrou-se ser ba- agreg:a ao esmalte dental, na for-
sieamente um polissacáride extrace- nÌft de fluorapatita, extremamente
lular, o DEXTRANO 10. mais resistente e menos solúvel ao

Estabelecidus as correlações entre ataque dos ácidos, euê a hidroxiapa-
nrierorganismos e placa dental; en- tita naturaÌ:
tre microrganismos e cárie; ficam
determinadas, indiretamente, as cor-
relações entre placa dental e cárie.

Finalmente, Von Der Fehr, Lôe e

Theilade 46, em 1970, comproyaram
experimentalmente, que a placa den-
tal é indispensável para a instaÌa-
ção da cárie de superfície lisa. Obser-
varam que, partindo de dentes poli-
dos, havia a formação de placa den-
tal a partir da qual ocorria uma des-
rnineralização do esma'lte, iniciando
o processo cárie. Observaram tam-
bém, que uma vez removida a placa
dental, após ter sido constatado o
início da desmineralizaçáo, o esmal-
te podia ser remineralizado, eompro-
vando que a placa é indispensável
para que o processo cárie se instale
e progrida.

l. .2. Fluoreto de sódio como agente
efetivo na prevenção da cárie
dental.

O elemento mais usado na preven-
ção e controle da cárie dental, em
todo o mundo, tem sido o flúor tanto
ingerido como aplicado topicamente.
I\{uitos mecanismos são descritos pa,
ra explicar a sua ação, já compro-
vada como efetiva, na prevenção des-
ta enfermidade. 13,15,19.

Encarado o ponto de vista de sua

I', * Caro (POn) o (OH) 2 h
Cu ro (PO+) u F, * (O,H)e

Tal fato tem sido comprovado quí-
mica e experimentalmente, embora
não esteja bem definida a maneira
pela qual a fluorapatita seria me-
nos solúvel ao ataque dos ácidos. De
qualquer forma está demonstrado
que um teor de aproximadameni:c
ltr;pm (uma parte por milhão) de
flúor na água potável é a concentra-
ção ótima para o controle da eárie
dental . 3,2t,45. A redução percentual
de dentes cariados, obturados e fa-
Ihos atinge cerca de 60% em indiví-
duos consumidores de água fluoreta-
da durante a formação de seus den-
f gg . 3,36,45.

Quanto à AçÃO LOCAL dos fluo-
letos na prevenção da eâÁe dental,
destacam-se dois tipos de ações:

a) - a primeira, demonstra que o
íon flúror se combina eom o
cáleio da hidroxiapatita do es-
malte, na eamada externa,
fot'mando um fluoreto de cál-
cio que é menos solúvel aos
ácidos bucais: 3,13,16,19,21, 35,

45.

Cat,, (PO+)o (OH)" *26 Natr-à
10 CaF, * 6 Nau PO+ * 2 Na OI{
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o) - o segundo mecanismo, bem

mais discutido é a chamada
"teoria enzimática". Esta, eS-
quecida durante muitos anos,
tem recebido, rnais recente-
mente alguma atenção. Mui-
tos Pesquisadoresl3, 16' 17,18' 20,

29,J4,4t,48, vem procurando es_

tabelecer a real influência dos

acidogênico das b actéria s

orais. , 
,

Alguns dados já foram obtidos,

embora um número extremamente
grande de interrogações estejam sem

respostas.
Foi constatado, que o uso de fluo-

retos realmente promove uma inibi-
ção na formação de ácidos pelas bac-

térias. Eles inibem a glicóIise anae-

róbia por atuarem sobre a enzima

enolase que cataliza a teação: ácido

2 - 
fosfo - 

glicérico ácitlo

fosfoenol pirúvico. Contudo, esta ini-
bição é temporária, Passando a bac-
téria a utilizar nova rota metabólica
para rea'lizar a glicóliseu, as.

No que se refere aos Percentuais
de redução da incidência de cárie den-

tal quando das fluoretizações (apli-
cações tópicas) os dados são bastan-
tes variáveis sobretudo considerando
o tipo de sal que é utilizado. Classi-
camente, como eleita em saúde Pú-
biica, a técnica de IiNUTSON utili-
za o fluoreto de sódio a 2% com um
percentual de redução da ordem de

40Yo na incidência de cárie a5. Mais
receniemente os bochechos com solu-

ções de fluoreto de sódio a 0,27o tèm
dermonstrado grande eficiência na
prevenção da cárie dental com redu-

ções da ordem de até 50%.L4 Esta
técnica de fluoretização é bastante
tiistinta das demais, uma vez que

nã,o envolve o polimento prévio de

todas as superfícies dentais, a'lém de

ser utilizada com uma freqüência
extremamente maior: 'uma vez por
seÍnanâ. Justamente por essas catac-
ter.sticas que ela apresenta é con-
veniente observar se o NaF, nessa
concentração de 0,2oh, tem algum
cfeito inibidor sobre a pIa:ca dental.
As outras técnicas não permitem ob-
selvar diretamente a açã,o da concen-
tração do NaF sobre a placa devido
ao polimento prévio normalmente
realizado. Nesta, a ação, caso exista,
será devida exclusivamente ao NaF,
ama Yez que os procedimentos de re-
rnoção dos depósitos não são reali-
zedos.

A fim tle proporcionar um melhor
embasamento às observações que po-
derão ser realizadas "in vivo", este
trabalho se propõe a verificar a ação
direta, "in vitro", das concentrações
de 1 ppm de flúor e 0r2/s de NaF
na produção de depósitos, sobre fios
de aço inoxidávelr Dor culturas pu-
ras de bactérias obtidas de placa

dental de humanos.
Os resultados que forem obtidos

não poderão ser extrapolados païa a

situação "in vivo", mas teremos in-
dlcações muito valiosas que servirão
de base para qualquer outro traba-
lho dessa ordem.

1 .3. Ação do fiúor sobre a formação
de depósitos produzidos por

bactérias placogênicas.

No que se refere a flúor e dePó-
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sitoõ, os poucos trabalhos realizados
estabelecem relações com a teoria
enztmâtica.22 Neste particular algu-
rna atenção vem sendo desenvolvida
no sentido de observar a açã,o do flú-
or sobre a produção de polissacári-
des pelas bactérias placogênicas. Van
EIoute,'l4 constâtou que quanto maior
a eoneentração de flúor, é significan-
temente menor a quantidade de bac-
térias produtoras de polissacáride
iodofilico (intracelular). Outros auto-
res47 preocuparam-se em estabelecer
as possíveis correlações entre esses
elementos: flúor e amilopectina.

A busca de informações quanto aos
possíveis efeitos do flúor sobre a
pr'odução de depósitos extracelulares
(polissacárides dos tipos levano e

dextrano) por bactérias cariogênicas,
levou a observação de que, pratica-
mente, inexistem dados.

Guggenheim e Schroederl2 (1967),
Fitzgerald e Jordan7 (1968) e Genco

et aliie (1969), relataram que 400
ppm de flúor em uma suspensão ce-
lular com sacarose, não afetou a ati-
vidade da dextransuerase, acreditan-
do que o íon flúor não apresenta
efeito apreciável sobre a produção de
cìextrano extraeelular.

Môller 35 (1970) relata que con-
centrações de íon flúor de 1 a 2r ppm
parecem inibir a síntese de polissa-
cárides extra e intracelulares em pH
baixo.

Shern et alii +0 (1971) comparan-
do a eficiência de aurinofluolietos com

a de fluoretos inorgânicos sobre a

formação de depósitos como a Pla-
cã, por estreptococos cariogênicos,
sobre fios ortodônticos suspensos em

meios de cultura, acharam que os

aminofluoretos promoveram uma
marcada inibição na formação de de-
pósitos enquanto os demais não.

Como pode ser observado, .os pou-
cos dados existentes não permitem
divisar qualquer solução païa o pro-
posto.

2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1. População estudada

A população utilizada para o de-
senvolvimento da pesquisa constou
de duas amostras de microrganismos:

- uma amostra (AIüT) de estrepto-
cocos de lesão cariosa de huma-
nos, cariogênica para hamsters.
Isolada por Zinner49 em 1965.

- uma amostra de estreptococos
(Ingbritt 

- IB) de origem hu-
mana, cariogênica para hamsters.
Isolada por Krasse2S em 1966.

As amostras foram obtidas do Ia-
boratório de Microbiologia Oral do
Instituto de Microbiologia da Univer-
sidade Federal do Rio de Janeiro. No
desenvolvimento dos trabalhos, os

Éïrupos experimerntais foram subme-
ticlos a concentrações diferentes de
NaF, enquanto o grupo controle se
rlesenvolveu na ausência deste com-
posto.

2.2. Condições para proporcionar o

crescimento bacteriano e a Pro-
dução de depósitos

2.2.L. Meio de Cultura

2.2.1.1 . Meio básiao

Foi utilizado o meio proposto Por

R. Fac. Odont. P. A. 15/'16l 17: 35-58, 1974/75/79
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J'urgensen e de Araújo25 que é o
Ágar-Mitis-Salivarius modificado pe-
la remoção do âgar e das substân-
cias inibidoras (Azul de Tripan e

Cristal Violeta), constando de:
T?ipticase (BBL) L,\fo
Tiotone (BBL) 0,5yo
Fosfato di-potássio (Fischer) 0,4yo
Água destilada 100m1
ph final: 7 .2

A esterilização foi feita em auto-
clave a tzLo0 por 20 minutos.

Em vista da necessidade de, adi-
cionar, ao meio, soluções de sacaro-
se e de fluoreto de sódio e a fim de
não torná-lo muito diluído, quebra,n-
do as proporçóes da fórmula propos-
ta, foi adotado o seguinte procedi-
mento: -- o meio original foi pre-
parado em uma quantidade menor de
âgua destilada (77,6%\;

- a quantidade de água destilada
em falta, 22.5Vo, foi completada
quando da adição das soÌuções de sa-
carose (12,5%) e de fluoreto de só-
dio (Lv%rt

as soluções foram preparadas
nesses volumes de água destilada, de

modo a que cada tubo a ser inocu-
la<io tivesse as proporções correta's
de sacarose e de flúor, sem alterar
a diluição final do meio de cultura.

Os tubos utilizados para a obten-
çãa cìos crescimentos bacterianos a-
nresentavam 1.6x120 ffih, a fim de
permitirem um melhor desenvolvi-
mento da técnica que será exposta
após. Para facilidade de trabalho, foi
estandardizado que os tubos deveri-
am conter um volume final de 4 ml
destinados ao suporte do crescimen-

to das amostras e conseqüente pro-
dução dos depósitos, assim distribuí-
dos:

- 3,1 ml do meio básico (carente
em água)

- 0,5 ml da soÌução de sacarose e

- 0,4 ml da solução de fluoreto de
sódio (todas as 'soluções foram
preparadas para serem utilizadas
nestes volumes).

Os aditivos (soluções de sacârose
e fluoreto de sódio) repuseram a
quantidade de água necessária para
estabelecer a concentração exata dos
mesmos e do próprio meio de cultu-
ta.

2.2.1.2. Aditivos ao meio básico

a) Solução de Sacarose

Foi preparada uma solução de sa-
carose 't'a 40Vo em água destilada a
qual foi esterilizada por filtração.

Desta solução 0,5 ml, foi adicio-
nado assepticamente a cada frasco
com 3,1 ml do meio básico (carente
em água). Esta quantidade de saca-
rose adicionada, nos 4 ml finais de
cada tubo, forneceu a percentagem
exerta de 5%.

b) Soluções de Fluoreto ile Sódio
b.1. Solução corn 1 lppm de flúor

Foi preparada uma solução de fluo-
reto de sódio contendo 10 ppm de
flúor (22, I mg de NaF em 1000m1

de água destilada) esterilizada por

':' "AlÌied Chemical & Dye Corpora-
tion"

R. Fac. Odont. P. A. 151161172 35-58, 1974175/76



-41 -
6ltração. 0,4 ml da solução, foi adi-
eionado assepticamente a cada tubo
contendo os 3,1 ml de meio e os 0,5
El d^a solução da sacarose. Esta
quantidade de fluoreto de sódio, nos
{ml de finais de cada tubo, forneceu
r percentagenf correta de 1ppm. de
ÍÌúor.

Solução de NaF a 0,2Vo

Foi preparada uma solução de
flúoreto de sódio a. 2% (2g de NaF
em 100 ml de água destilada) este-
rilizada por filtração. 0,4, ml desta
solução foi adicionado à cada tubo
de ensaio com os 3,6 ml. A quanti-
dade de NaF, considerando-se os 4ml
finais de cada tubo, foi de 0,2Vo.

2.2.2 Recursos para verificar a Pro-
dução dos Depósitos

A fim de verificar a produção ,le

depósitos pelas amostras em estudo,
seguiu-se a técnica descrita por Jur-
gensen e Araújo2í (7967), com algu-
mas modificações. Foi introduzido
na intimidade de cada tubo de en-
saio, (de 16 x 120mm) previamente
a autoclavação do meio, um fio de

aço inoxidável de 0,7 mm de diâ-
metro e 5cm de comprimenüo, com
uma dobradura em alça na extremi-
dade superior. Em vista desta do-
bladura, a altura de cada uma des-
tas " bengalas ficou reduzida a 4cm,
sendo que aproximadamente um cen-
tímetro permaneceu Íora do meio de

cultura.
As dobraduras realizad.as nos fios,

dando-lhes a forma de "bengalas",
visou facilitar a sua remoção dos tu-
bos bem como os repiques periódi-

cos através de uma alça em uma
haste de Kcille. Por esta razão, a
fim de não remover o possível cres-
cimento que se verificaria na zona
da dobradura, é que foi previsto que

a mesma não permaneceria no meio
de cultura. Por outro lado, teve a
conveniéncia de não permiüir que o

creseirnento que ocorre ao longo da
parte inferior da t'bengala", entras-
se em contato com as paredes do tu-
bo, sendo assim possível de ser re-
u:ovido quando das transferências.

2.3. Determinação da quantidade de

depósitos produzidos

Pata verificar a quantidade de de-
pósitos produzidos sobre as "benga-
las", pelas bactérias em teste, fren-
te as cliferentes concentrações de

fluoreto de sódio, foi utilizada a téc-
nica de determinação do peso seco
36,39.

A cada intervalo de 48 horas, clu-
rante 14 dias, foram verificadas as

deposições nas "bengalas" de cada
grupo experimental:

com lppm de flúor;
com 0,2Vc de fluoreto de sódio,
de cada uma das amostras em
estudo e

controle.

Este tempo total foi selecionado
em vista das informações de JUR-
GENSEN e ARAúJO 25 de que, nele

"hâ a formação de grandes massas
gelatinosas" (Fig. 1). Assim, ao
rnesmo tempo que se pode medir a
deposição total, foi possível obser-
vá-la a cada período de 2 dias.

R. Fac. Odont. P. A. 15116117: 35-58, 1974/75/76
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Depósitos verificados sobre "bengalas" após o período total de crescimento.

Uma vez retiradas do meio de cul-
tura, as "bengalas" foram colocadas
em cadinhos de porcelana e foi de-
senvolvida à técnica descrita por
Schneider Santos, Barros e Oper-
mann (1972) 3e que, resumidamente,
consta de:
L.o - Dessecação - Os cadinhos, con-

tendo as "bengala's" com depó-
sitos.bacterianos, foram levados
a um fôrno de Pasteur regulado
para uma temperatura média
de l-00 graus C (corn extremos
em 96 e 105.oC). O tempo to-
tal, utilizado para obter-se a
desseeação foi de 75 minutos.
Fig. 2.

Aspéctos dos depósitos aderidos as "bengalas" após o processo d.e dessecação.

FIG. 2
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2-o - Rcsfriamento 

- Uma vez des_
seeado o material, os cadinhos
foram levados a uma cuba des-
secadora a fim de resfriarem
s€m que ocorresse uma possí_
vel hidratação do materia,l. pa-
Ìa que o ambiente se mantives-
se isento de umidade, foi utiÌi-
zad.o, no fundo da cuba, silica-
gel. O tempo total utilizado pa-
ra o resfriamento foi de B0 mi-
nutos.

3.o - Pesagem 
- a pesagem de cada

conjunto: eadinho, bengada e
depósito, foi realizada em ba-
lança sensível ao centésimo de
miligrama.

Seguiu-se a limpeza dos cadinhos
e bengalas, repetindo-se o processo
de dessecaçã"o para os cadinhos e o
de pesagem para ambos. As ,,ben-
galas" não foram dessecadas nova-
mente por serem de material não
hidratável.

Dessa forma, foi possível obter
os valores das pesagens isoladas,dos
cadinhos e das bengalas. De posse
desses dados foi calculado o valor em
peso seco, dos depósitos produzidos
pelas bactérias: peso seco do conjun-
to menos o peso seco do cadinho e
da Bengala é igual ao peso seco do
Depósito.

2.3, Desenvolvimento do método ex-
perimental

Com cada uma das amostras em
estudo, foi adotado o seguinte
procedimento:

2.4.L Atitudes prévias

Previamente foram tomadas as
seguintes atitudes:

a) T.UBOS DE ENSAIO:

O tamanho dos tubos de ensaio uti-
lizados foi de 16 x 120mm. Tais di-
rrensões foram selecionadas como
sendo as ideais ten<lo em vista:

1) as transferências das ,'bengalas',

a cada 48 horas; tubos mais
longos dificultariam as mesmãs.

2) a necessidade, já expost,a, de que
as bengalas permanecessem com
sua parte superior fora do meio
de cultura; também facilitando
as transferências e evitando des-
iocamentos dos depósitos aderi-
dos.

168 tubos foram destinados ao de-
senvolvimento do trabaÌho experi-
mental com cada uma das amostras.

bt "BENGALAS"

Foram confeccionadas 42 bengelas,
conforme o descrito nos íteis 2.2.2.
e colocadas em 42 dos 168 tubos de
ensaio; exatamente aqueles que se-
riam utilizados no primeiro dia de
trabalho.

c) MEIO BÁSICO

Foram preparados 600m1 do meio
bír.sico e distribuídos nos 168 tubos
(42 deles já com as bengâlas) à ra-
záo de 3,1m1 por tubo.
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Seguiu-se a esterilização do meio

em autoclave nos tubos com e sem
as ttbengalast'.

d) ADITTVOS AO MErO BÁSrCO

Os aditivos ao meio básico, confor-
me a descrição anterior, uma vez es-
terilizados por filtração, em filtro
Seitz, foram adicionados asseptica-
mente aos tubos eontendo o meio de
cultura, já esterilizadoT da seguinte
forma:

1.o- todos os tubos (158) receberam
0,5m1 da solução de sacarose
(42 eom as t'bengalas");

2.o - 56 tubos receberam 0,4 ml da' solução de NaF com lppm de
flúor (14 dos quais, eom as
"bengalas");

3.o - 56 tubos reeeberam 0,4 ml
da solução de' NaF a 0,2/o
(904,97ppm), 14 dos quais com
as ttbengalas" 

e

4.o - 56 tubos receberam. 0,4m1 de
uma solução de âgua destila-
da estéril e foram destinados
a funcionarem eomo controle
14 deles continham as ,'ben-

galas"). ;

e) IDENTIFICAçÃO

Seguiú-se a identificação dos 168
tubos, conforme seus conüeúdos, em
3 grupos; 

- serìtr'ole (56 tubos).

- 1 ppm (5tì tubos) e

- 0,27o (56 tubos)
Cada grupo estava composto por ?

séries de tubos:

1.o - 14 tuËos numerados de L a L4
(contendo 14 "bengalas")I

2.o - 12 tubos numerados
(sem "bengalas);

3.o - 10 tubos numerados
(sem "bengalas);

4.o- 8 tubosnumerados
(sem "bengalas);

5.o- 6 tubos numerados
(sem "bengalas);

6.0- 4 tubos numerados
(sem "bengalas") e

7,o- 2 tubos numerados
(sem "bengalas);

de 3 a'14

de 6 a14

de 7 aL4

de 9a14

a'e ff a f+

de13a14

Isto posto, os 168 tubos foram es-
tocados sob refrigeraçã,o a seig grauÊ
centígrados.

f) PREPARO DO INóCULO

A amostra a ser testada, 72 horas
antes do iníeio do método experimen-
tal foi cultivada no mesmo meio (mi-
tis salivaríus modificado: sem o agar,
os inibidores e com 5/o de sacarose).
Foi semeado um tubo de 16 x 160mm
contendo 10 ml de meio. A incubação
foi feita em microaerofilia, em jarra
FOPA da anaerobiose, a 37 graus C.
(após ter sido feita uma remoção
de 0, e uma lavagem com uma mis-
tura gasosa eomposta de, 95% de N,
e 57o de COr.)22

O mesmo meio da experiência foi
utilizado para este crecimento pré-
vio, tendo em vista não modificá-[o
quando dos procedimentos de inocu-
lação

2.4.2. Desenvolvimento própriamen-
te dito

IJma vez preparado o mate-
rial para o desenvolvimento
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da técnica laboratorial, pro-
cedeu-se como a seguir será
descrito.

I.O DIA

(1) troMoGENErZAçÃO DO
'INóCULO

A cultura do microrganismo em
teste, em caldo mitis salivarius com
5% de sacarose, que permaneceu in-
cubado por 72 horas, em microaero-
filia e a 37 graus C, serviu de pon-
to de partida para a fase experi-
mental. O conteúdo,de 10 ml de tubo
de ensaio (16 x 160mm) contendo a
cultura, foi vertido, assepticamente,
em um homogeneizador de tecidos
previamente esterilizado. Através do
pistilo, foi feita uma homo geneizaçã"o
da cultura durante um minuto. Com
esse tempo, obteve-se uma boa dis-
soiução dos grumos formados por
ocasião do crescimento inicial.

(2\ INOCULAçÃO

A cultura bacteriana homogenei-
zada, foi inoculada à razã,o de 0,2m1
por tubo, em 42 tubos de ensaio con-
tendo por meio básico, aditivos e

"bengalas", da seguinte forma:
14 tubos - CONTROLE (com água

destilada);
14 tubos - com NaF a lppm de

flúor e

14 tubos * com NaF a 0,27o

As inoculações foram feitas atra-
vés de pipetas de 1 ml divididas em
décimos, individualmente para cada
tubo de ensaio. A fim de manter

uma suspensão de microrganismos
homogênea no tubo de inóculo foi es-
tandardizado que, a cada pipetagem,
seriam realizados 3 movimentos (de
aspirações e devolução), prévios a
remoção da quantidade (0,2m1) exa-
ta a s'er inoculada em cada tubo.

(3) rNcrrBAçÃO

Os 42 tubos inoculados, contendo
as 42 "bengalas" e os diferentes ti-
pos de aditivos foram ineubados em
um ambiente de microaerofilia, a 3?
g'raus C durante um período de 48
horas.

3.O DIA

(1) REPIQUES

Transcorridas 48 horas da incuba-
ção dos 42 tubos, 36 deles (os de

números 3 a, 14 de cada grupo) ti-
veïam suas t'bengalas" transferidas
para novos tubos contendo o mes-
mo mais básicos e aditivos. Isso foi
realizado a fim de que os microrga-
nismos pudessem continuar o seu de-
senvolvimento com uma fonte apro-
priada de nuürientes. Ao final das
tlansferências os tubos foram re-in-
cubados nas mesmas condições de mi-
cloaerofilia e temperatura. A téc-
nica de realização dos repiques cons-
tou simplesmente da transferência
das "bengalas", para novos tubos
com o meio e aditivos, através de
rima alça em umâ haste de KõlIe,
dentro dos padrões microbiológicos
de assepsia.

(2) DETERMTNAçÃO DA QUAN-
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.TIDADE DE DEPóSITOS PRO.
DUZIDOS, EM PESO SECO'

EM 48 HORAS.

Os tubos de ensaio de números 1

e 2, d,e cada um dos três grupos, er

xatamente aqueles tubos que não fo-
ram repicados, tiveram suas "benga-
las" examinadas quanto aos depósi-

tos nelas aderidos. O Peso seco dos

depósitos foi determinado conforme

a. técnica descrita anteriormente.

DEMAIS DIAS
Nos dias seguiltes, em que con-

tinuou sendo desenvolvido o método
experimental: 5.o, 7.o, 9.o, 11'o, 13.o

e 15.o, isto é, a cada 48 horas, Pro-
cedeu-se de maneira similar ao 3.o

dia. Dois tubos de cada série eram
separados païa a determinação do

peso seco dos dePósitos e os demais

.-'epicados.

2.5. Anílise Estatística

A significância estatística entre os

resultados dos grupos experimentais

e o controle, foi estudada utilizando-
se o método de análise pelas Regres-
sões Lineares ou ComParação de Li-
nhas de Regressão (Snedecor, L9671+2.

Este teste foi selecionado como o

adequado para o tratamento esta-

tístico dos resultados uma vez que per-

nite est'udar simultârneamente a Ïe-
lação entre x e Y em amostras ob-

tidas em diferentes condições.

O nível de significância fixado pa-

ra esta anáiise foi d'e L%.

3. RESULTADOS
Os resultados das médias das Pe-

sagens, em peso seco, dos dePósitos

produzidos pelas bactérias placogê-
nicas, amostras AHT e IB, sobre

" bengala's " de aço inoxidável, po-
clem ser visualizados em conjunto a-
través das figuras 3 e 4 reproduzi-
das em seqüência. Cada figura mos-
tra os resultados obtidos com cada
uma clas amostras, ,ru'J t"ê, eonCi-

ções em que o expèrimento foi reali-
zado: 1 ppm de flúor; 0,27o de fluo-
leto de sódio e eontïole, em duplica-
ta.

As figuras 5, 6y 7 e 8 mostram as
legressões lineares dos dados obtidos
com cada amostra, confrontando as
retas experimentais com a represen-
tativa do controle.

Pela figura 5 observa-ses que as

ciifcrenças entre a's declividades e

entre as inédias aJustadas, da amos-
ira AHT, nas condições de 1 ppm e .
ccntrole, não foram estatistica'mente
significantes. Entretanto, a mesma a-
mostra nas condições de 0r2Vo e con-
trole (figura 6) apresentou diferen-
ças estatisticamente significantes ao
nível de 1/o, tanto entre as deelivi-
dacles como entre as médias ajusta-
das.

Em relação a amostra IB, encon-

trou-se uma diferença estatistica-

ment,e significante apenas ao nível

de 5% entre as decÌividades, não ha-

vendo, todavia, diferença significati-
va entre as médias ajustadas, quan-

cio comparado 1 PPm com o contro-
le (figura 7). Ao comparar-se a con-

centração de 0,2/o e contrôle da mes-

ma amostra (figura 8) encontrou-se
que as diferenças entre as declivida-
ries e entre as médias foram estatis-
ticamente significantes ao nivel de

L%,
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FIG. 3

? - 4 6 - E l0 12 laperlodo de formação dos depósitoj (em dias)

WA conrrole El- r oo, I- o,r*

euantldadãs méd.ias, em peso seco, dos depósitos verlflcados_ so-b^re- "bengalas", pro-
duzidos por estreptococõs, amostra AHT, a cada perÍodo de 48 horas, em presençe

de diferentes concentrações de flúor.

FIG. 4

24ô8.t0ì2t4
perÍodo de formação ios depaìsi+.os (em,lias)

@- cantro).e El- r oo" l- o,zr

Quanttd.adês médlas, em peso seco' dos deposltos verificados sobre "bengalas",
prod,uzldos por esüreptococos, amostra IB, a Cada perÍodo de 48 hora.s, em presençA

de dtÍerentes concentraçóes de flúor.
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FIG. 5

{ 5 6 l0 1z
Perlodo de crmação dos Dêpósitos (em dias)

-Retas aJustadas dos valores dos depósttos formados nos dlferentes tempos
amotra AIilT, nas condlções de 1 ppm(x) e controle (0).

pela

(contÌ. )

í t 6 õ l0 r lZ 14perÍodo de formação dos depósitos (ern dias)

Retas ajustadas dos valores dos depósltos Íornad.os, nos d.lferentes tempos, pelo
amotra AHT, na.s condlções de 0,270 (x) e controle (0).
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FIG. 7

? (contr - )

(l ppm)

z+591012ì4
período de formação dos depósitos (ern dias)

alustadas dos vaÌores dos d.epósitos formados nos dlferentes tempos. pela
amostra IB, nas condlções de 1 ppm (x) e controle (0).

FIG. 8

2 4 6 g , ìo 12 1t
Período'de formação dos depósitos (ern rlias)

Retas ajustad.as dos valores dos d.epósitos formados nos d.lferentes tempos, pela
amostra IB, rxas condiçóes de O,zVo e controle (0).
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4. DISCUSSÃO

A discussão deste trabalho será de-
senvolvida considerando-se a técnica
empregada, os resultados obtidos e a

comparação destes com os de traba-
lhos prévios. 

,

4.L . 'fécnica

A determinação dos opjetivos desta
pesquisa gerou a necessidade de ser
selecionada uma técnica que possibi-
Iitasse medir, da melhor maneira
possível, a quantidade de depósitos
produzidos pelas arnostras de estrep-
loeocos cariogênicos, nos diferentes
tempos.

No que se refere a produção dos
depósitos, sobre as "bengalas", a
técnica mostrou-se muito eficiente; a
adesividade dos depósitos foi tão
marcada que permitiu o seu fácil re-
pique a cada intervalo de 48 horas.
Este fato pode ser evidenciado na
figura t, já, referida, onde se nota
um grande apêndice dos mesmos.

A fim de bem observar a quanti-
dade de depósitos produzidos, pen-
sou-se, inicialmente, em utilizar o

método proposto por McCabe et
alii32: um gradiente dos depósitos.
Contudo, ao ser analisada esta téc-
nica, ela pareceu ser pouco exata em
função da eompatação visual em que

se baseia. Dai, ter sido relegada a
um ,qegundo plano.

A possibilidade de serem estabele-
cidas comparações fotográficas das
deposições experimentais com o con-
trole, também não pareceu ser uma
boa solução. Mesmo sendo possível a
verificação exata da superfíeie foto-

grafada, seria perdida a possibilicla-
de da verificação do volume total. Es-
te fato, sem dúvida, levaria a distor-
ções na leitura dos resultados.

A idéia, em princípio boa. de pe-
sagem dos depósitos produzidos tam-
bém se mostrou poucõ precisa quan-
do foi observâdo que a"s amostras
formavam deposições diferentes sobre
os fios de aço: umas mais e outras
menos circunvolutas. As com maior
número de circunvoluções e em con-
seqüência com maior superfície ex-
terna, quando removidas as "benga-
las" do meio, transportavam uma
nraior quantidade de líquidosl im-
possibilitando uma comparação efe-
tiva, por pesagem, desses depósitos.

A fim de serem utilizados os bene-
fícios desta técnica de pesagem, sem
os inconvenientes referidos, partiu-
se para a dessecação do material a-
derido às "bengalas". Esta técnica
de pesagem foi adaptada às condi-
ções da pesquisa. O método foi ela.
borado em suã totalidade juntamen-
te com o Prof. José O. Schneider
Santos e o Acadêmico Ruy Opper-
nrann38. Um sumário do mesmo foi
descrito em Material e Métodos.

:

4.2. Resultados Obtidos

A í'análise das regressões linea-
res ", teste estatístico empregado no
presente trabalho, permiüe o estudo
dos resultados obtidos dentro de uma
interpretação teórica básiea.

Dois valores característieos das du-
as regressões foram comparados en-
tre si: as medias ajustadas (yt e y")
dos resultados dâs pesagens e os coe-
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Íicientes de regressão (br e b2), eue
caraeteriz&m a declividade (slop) das
respeeüiv'as retas.

Na cornparação entre tais valores
caraeterísticos 'de d-rras retas podem
ocorrer os seguintes casos:

1.o CASO: haver diferença significa-
tiva tanto entre as mé-
dias ajustadas eorno eïì-
tre os eoeficientes de re-
gressão.
Neste caso, - Portanto, â)

população dos valores Yr
difere da dos valores y,.
.{deurais, as leis der "for-
mação de depósitos" (da-
das por br e b2) também
são diferentes.

2.o CASO: Haver diferenga signifi-
cativa entre as médias
ajus,tad^as e não haver en-
tre os eoefic,ientes de re-
gressão.

3.o CASO: Não haver diferença en-
tre as médias ajustadas e

haver entre os coeficien-
tes de regressão.

4.o CASO: Não lraver diferença sig-
nifieativa tanto entre as
noédias ajustadas corno
entre os coeficientes de
regressão.

A aplicaSo desta interPretação
te,úq'iea a ecperirnentagão prâtica,
pernt'ite a sumarizagão dos resulta-
dos, quanto a sua signifieâneia esta-
tística, da squinte forma:

a) a produção de depósitos por bac-
térias plaeogênicas (antostras
AIilT e IB), íncubadas eom 0,2/o

de fluoreto de sódio, apresenta
ur,na redução estatisticamente sig-
nificante, ao nível de t/o, quan-
do comparada corn a situaçáo de
coltrole. Esta observação está re-
Iacionada com o L.0 caso da in-
terpretação teórica, onde se veri-
flca uma diferença significativa
tanto entre as médias ajustadas
corÌeo entre os coeficientes de re-
gressão. }Iá, por conseguinte,
conjr:ntos diferentes de valores
para cada s^ituação (0,2río e con-
trole), assirn como diferentes
"leis de formação de depósitos".
A pro&rçõo de depósitos Pela
arnostra AHT, inctrbada com 1

ppm de flúor, não apresentou re-
dução estatisticarnent'e significan-
te, ao nível de l/o, qaando eom-
parada com a situação de contro-
Ie. Esta observação está relacio-
neda com .o 4,o caso da interpre-
tação teórica, onde se verifiea que
não };réL difeença significativa
tanto ent e as médias ajustadas
como entre os coeficientes de re-
gressão. Os eonjurrtos de valores
são sianilareõ para as duas situa-
ções (1 ppm e controle), assim
conoo há uma mesma "lei de for-
noeção de depósitos".
A produção de depósitos PeIa a-
rnostra IB. ineubada com 1. PPm
de flúor, uão apreaentou redução
estatietie'mente signiÍie*nte, âo

nível de LTo, qua;ndo comparada
com a situação de controle. Esta
observação tamlÉm esbá reüacio-
nada oom o 4.o easo da interpre-
tação tóriea. Desta forma, am-
bas as amosttas, IB e AHT, in-
.cubados com 1 çprn de flúor, ao

b)

c)
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nível de t/o, náo reduziram sig-
nificativamente a produção de

depósitos. Entretanto' Païa a a-
mostra IB, considerando-se o ní-
vel de significância de 6/o, ob-
serva-se que háL uma diferença
estatisticamente significante en-

tre as declividades, embora isso

não ocorra entre as médias ajus-
tadas. Esta observaçáo está re-
lacionada com o 3.o caso da in-
terpretação teórica e,significa
que a dependência da Produção de

depósitos do contrôle. em relação
ao tempo é de tipo diferente da
produção de depósitos exPerimen-
tais (1 ppm) em relação ao tem-
po. ,São "leis de Produção de de-
pósitos" diferentes, embora os

conjuntos de valores sejam simi-
lares.

A análise das quantidades de de-
pósitos produzidos, permite observar

eüê, além da ocoruência de tais va-
riações experimentais, determinadas
pela adição de fÌúor, oeorreram va-
riações individuais entre as amostras.
A quantidade de depósitos produzi-
dos variou sensivelmente entre as

amostras AHT e IB, conforme pode

ser observado do confronto das tabe-
las I e If demonstrando que a aÍmos-

tra AHT é mais produtora de depó-
sitos que a amostra IB. É possível
que outros tipos de alterações pos-
sam oeorrer quando da testagem de

outras amostras de StrePtococcus
mutans.

Em função dos resultados altamen-
te significanbes na queda da produ-

ção de depósitos, por ambas as amos-
tras, obtidos quando da adição de

0,27o de NaF, bem como do fato de

nunca ser observado, com o olho de-
sarmado, qualquer tipo de deposição

sobre a's ttbengalas", ïesolveu-se rea-
lizar um teste de viabilidade (capa-

cidade de reprodução) das amostras
submetidas a essa condição. Obser-
vou-se que em 24 horas de incuba'
ção com est,a concentração do aditi-
vo, as duas amostras perdiam a via-
bilidade: repicadas para tubos con-
tendo o meio de cultura sem o fluo,-
reto de sódio, não tornaram a cres-
cer, mesmo após vários dias de in-
cubação. Tal fato, se presume, de-
veria determinar uma produção nu-
la de depósitos; não deveria ocorrer
alteraçã"o de peso nas bengalas, is-
to é, o valor da pesagem da ttbenga-

la," limpa deveria ser praticamente o

mesmo que se verificaria após a in-
cubação. Isso no entretanto, não se

verificou dessa forma.
Após os períodos de incubação, os

valores das pesagens das "bengalas"
foram quase sempre mais elevados,
ir:.dicando a existência de um fator
determinante da alteração de peso.

Embora não tenha sido encontra-
da, para este fato, uma justifieativa
plenamente satisfatôria, é possíveÌ
elaborar algumas conjecturas que po-
derão se constituir em novos temas
de investigação:

1.o - o fluoreto de sódio a 0,27o

pode ter determinado a Per-
da da viabilidade bacteriana
sem, contudo, ter afetado a

capacidade produtora {e de-
pósitos daquelas bactérias in-
troduzidas pelo inóculo iniei-
al:'

29 - o mesmo sal pode ter agido
como bactericida, determinan-
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clo a morte das bactérias ino-
euladas. As variações de pe-
so das "bengalas" seriam de-
vidas a adesão de diferentes
quantidades de restos eelula-
res e componentes do meio de

cultuça.
3.o - Pode ter ocorrido um fator

de erro, variável de 0 a L,4

mg (valores extremos das lei-
turas - figuras 3 e 4), cons-
tantemente presente nas pe-
sag€ns, em vista da sensibi-
l.idade da balança. Isso envol-
veria a existência de um er-
ro estatístico eüe, no entan-
to, seria comum aos demais
aspectos analisados, nã"o de-
terminando, por conseguinte,
unnâ mudança no quadro da
significância estatística.

4.3. -- Comparação com Resultados
de Trabalhos Prévios.

llma vez concluída a discussão da

significação estatística dos resulta-
dos, resta compará-los com aqueles

relatados em trabalhos prévios. Mui-
to embora não seia Possível fazet
uma comparação direta, em vista das

características diferentes com que os

trabalhos foram realizados, eompa-
rações indiretas podem ser desen-

volvidas.
Esta análise permite as seguintes

observações em torno dos resulta-
dc's desta pesquisa, comparativamen-
te aos demais:

1.o - Em relação aos resultados re-
latados por Guggenheim, Fitz-
gerald e Genco, não há con-

traposição uma vez que fo-
ïam analisados pontos mais

extremos: 
- 1 ppm de flúor,

certamente, também não afe-
ta a atividade da dextransu-

. erase e 904,97 ppm (A,27o de
NaF) embora tenha inibido a
formação de depósitos, não se
pode afirmar que a ação te-
nha sido sobre a dextransu-
crase, sobretudo tendo presen-
te o referido teste de viabili-
dade.

2.o - Em relação as afirmativas de
MôlÌer, os resultados foram
obtidos em pHs diferentes.
ParaMôllerla2ppmini-
bem a síntese de polissacá,ri-
des extracelulares a um pH
ácido. Não foi verificada es-
sa inibição em um pH neutro.
Talvez o fator pH possa ter
alguma influência nesse d.e-
senvolvimento.

3.o - Em relação aos resultados de
Shern, há discordância em ter-
mos genéricos, uma vez que
o fluoreto de sódio a O,Zyo
(904,97 ppm) determinou uma
inibição altamente significati-
va na produção de depósitos.

5. RESUMO E CONCLUSõES

Nas condições em que foi realiza-
do o presente experimento. levando-
se em conta os resultados encontra-
dos, é lícito concluir que:

1.o) - a adição de 1 ppm de flúor,
na forma de fluoreto de só-
dio, às culturas de Strepto-
coccus mutans, amostras AHT
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e IB, não Promove uma al-
teração estatisticamente sig-
nificante, ao nível d,e to/o, na
formação de depósitos e

2.o) - a edição d.e 0,2o/o de fluoreto
dc sódio, às culturas de

Streptococcus mutans, ãmos-
tras AHT e IB, pïomove uma
alteração, representada por
uma redução, estatisticamcn-
te significante ao nível de 1%
na formação de depósitos.'

A objetividade destas conclusões,
obtidas a partir do experimento "in
vitrot', nos leva a pensar que, pos-

sivelmente, "in vivo" possam ocor-
rer fatos semelhantes. Seguindo es-
ta linha de raciocínio, o flúor adicio-
nado as águas de abastecimento pú-
blico ( 1 ppm) não chegaria a atuar
sobre a placa denta'I. Por outro la-
do, L0,2/,1 de fluoreto de sódio, uti-
lizado na forma de bochechos, pode-
ria, além de conferir maior resis-
tência ao hospedeiro, agir também
sobre a formação da placa dental. É
importante salientar que esta infe-
rência para a) situação "in vivo",
necessita ser compïovada através de

futuros trabalhos experimentais.

6. SIPNOSIS

The author investigated the action
of sodium fluoride at the concentra-
tion of 9,2Vo and 1 ppm of flúor
(respectively used as mouthrinses
and added to water consumed by po-
pulation, in dental cariec prevention)
"in vitro", on dental plaque forming
bacteria (Streptococcus mutans, sam-
ples AHT and IB). These concen-
trations u'ere selected for the pre-
scnt study because its application
does not require previous dental pro-
phylaxis. Thus, any possible change
in the deposit formation would be
the result of the action caused by
the chemical agent and not by any
other external factor. The developed
technique was based on the deter-
mination, by dry weight of the ma-
terial placed over' "STICKS" of
stainless steel kept inside the cultu-
re medium, where the bacteria grew.
The results did not show any statis-
tically significant changes (at the
Ievel of l/s) when 1 ppm of fluor
vr'as added to the cultures. On the
other hand, it was noticed a reduc-
tion statistically significant (at the
level of I7o), in the deposit accumu-
lated when it was added sodium fluo-
ride at 0.2Vo.
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