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RESUMO

A utilizacdo de fluoreto (F) tem sido considerada extremamente
importante no controle da céarie dental, devido a seu efeito na diminui¢do da
desmineralizacdo e ativacdo da remineralizacdo do esmalte e dentina. Para
isso, o F deve ser mantido no meio ambiente bucal, em especial no biofilme
dental, e meios que promovam sua retencdo nesse local deveriam se
investigados. Apos a utilizacdo de agentes fluoretados, o F pode ficar retido no
biofilme dental ligado a ions calcio (Ca) presentes na superficie bacteriana, ou
precipitado na forma de fluoreto de calcio. Desses reservatorios, o F pode ser
liberado, o que seria importante durante a queda de pH que ocorre no biofilme
dental frente a um desafio cariogénico. Assim, objetivo deste estudo foi estudar
a retencgéo do F ligado a bactérias do biofilme dental, bem como sua liberagéo
em pHs decrescentes. Dois estudos in situ foram realizados, utilizando placa
teste produzida in vitro a partir de Streptococcus mutans, a fim de obter
condi¢cbes controladas para a ligacdo do Ca e F a superficie bacteriana.
Posteriormente, a liberacdo desses ions a partir dos sitios bacterianos foi
estudada, avaliando-se o efeito de tampfes em pHs decrescentes nessa
liberacdo. Os resultados sugerem que a exposicao a baixas concentracdes de
F € capaz de aumentar o reservatério biolégico de F do biofilme, que pode ser

liberado para o fluido para exercer seu efeito anticarie.
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ABSTRACT

Fluoride (F) use has been considered extremely important for dental
caries control, due to its effect to reduce demineralization and activate
remineralization of enamel and dentine. For this purpose, F must be maintained
in the oral cavity, in special in the dental biofilm, and methods of F use which
promote its retention at this site should be investigated. After the utilization of F
agents, F can be retained in dental biofilm binded to calcium ions (Ca) existing
at the bacterial surface, or precipitated as calcium fluoride. From these
reservoirs, F can be released, what would be important during the pH drop that
occurs in the dental biofilm, during a cariogenic challenge. Therefore, this aim of
this study was to evaluate the retention of F in dental biofilm bacteria, as well as
its release at decreasing pHs. Two studies in situ were performed, using a test
plaque produced in vitro from Streptococcus mutans, in order to obtain
controlled conditions for Ca and F binding to the bacterial surface. Afterwards,
the release of these ions from the bacterial sites has been studied. The results
suggest that short-term exposure of plaque to low F concentrations is able to
dose-dependently increase plaque biological F reservoirs, which could act as a

source of F to plaque fluid.
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1. INTRODUCAO

Apesar do declinio na prevaléncia de cérie dental observado no Brasil e
no mundo nas Ultimas décadas, grupos de individuos considerados de alto
risco ainda apresentam indices de carie elevados [Narvai et al., 2006]. Para
esses individuos, métodos mais eficientes de controle da doenca deveriam ser
investigados.

Em todos os meios de utilizacdo do F, o objetivo final é a manutencéo do
ion na cavidade bucal, em especial no fluido do biofilme dental, para interferir
no processo de desmineralizacdo e ativar remineralizacdo. Assim, havendo F
disponivel no fluido do biofilme, o grau de saturacao desse fluido em relacao a
fluorapatita aumenta, e no evento de queda de pH, ao mesmo tempo em que a
hidroxiapatita, mineral mais soluvel, se dissolve, ocorre a reprecipitacdo de
calcio, fosfato e F na estrutura dental na forma de fluorapatita, mineral menos
soluvel [Pearce, 1998; ten Cate, 1999]. Isso reduz a perda mineral liquida e
consequentemente os sinais clinicos de carie dental.

Em todos os meios topicos de utilizacdo de F, a retencédo na cavidade
bucal é limitada pelo fluxo salivar, que acaba por rapidamente diluir o F que foi
aplicado. Entretanto, o ion pode ficar retido em reservatérios na superficie
dental ou no biofilme, de acordo com a concentracéo de F do agente aplicado.

No biofilme, o F pode estar: 1) ligado a ions Ca na superficie bacteriana
ou em proteinas da matriz do biofilme, ou 2) precipitado na forma de CaF,. A
ligacdo do F com o Ca em bactérias/proteinas é funcédo da disponibilidade de
Ca e do pH do fluido do biofilme, tendo em vista que o Ca em si esta ligado a
grupamentos fosfato que podem ser protonados pela diminuicdo do pH,
diminuindo a ligacdo do cation [Rose et al., 1993; 1996]. Assim, durante uma
gueda de pH no biofime, Ca e F séo liberados desses reservatérios,
aumentando sua disponibilidade no fluido do biofiime. Esse F ligado a
bactérias/proteinas € o principal reservatorio de F em condi¢cdes de repouso,
horas ap6s a exposicéo a agentes fluoretados.

O conhecimento existente sobre o reservatério bioldgico de F no biofilme
(F ligado a bactérias/proteinas) € proveniente de estudos in vitro com bactérias
tratadas com Ca radioativo e F, em concentracbes acima daquelas

encontradas fisiologicamente no fluido do biofilme dental [Rose et al., 1993;
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1996]. No entanto, nenhum estudo controlado avaliou a incorporacdo de F
nesses reservatorios e sua liberacdo em condi¢cfes que simulem aquelas da
cavidade bucal, como a concentracdo de Ca normalmente encontrada no fluido
do biofilme. Isso poderia ser estudado utilizando modelos in situ, nos quais a
cavidade bucal de voluntarios é utilizada como cenario dos eventos a serem
investigados, sendo possivel controlar variaveis como o biofilme formado.
Assim, neste trabalho, a ligacdo de Ca e F a bactérias e sua liberacao
em funcdo do decréscimo de pH foi estudada utilizando um modelo in situ de

curta duracao, permitindo a padronizacao de diversas variaveis.



2. PROPOSICAO

O objetivo desse projeto foi estudar a ligacdo de Ca e F em uma
placa teste de Streptococos mutans e sua liberacdo mediante decréscimo de
pH.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Delineamento experimental

Um modelo in situ de curta duracdo [Zero et al., 1992; Cury et al.,
2003; 2005] foi utilizado para estudar de forma padronizada a ligacéo de Cae F
a superficie da bactéria Streptococcus mutans, simulando o que ocorreria no
biofilme dental. Um estudo preliminar foi realizado para avaliar a ligacéo do Ca
a superficie bacteriana. Em seguida, outro estudo foi realizado para determinar
a ligacdo de F a esses sitios de ligacdo de Ca, e sua liberacdo em pHs
decrescentes.

Estudo 1: Tempo de saturacdo da placa teste de S. mutans com Ca
proveniente da saliva.

Nesse estudo foi determinado o tempo necessario para que o Ca
presente na saliva de voluntarios se ligue a superficie das bactérias da placa
teste de S. mutans. Dez voluntarios adultos saudaveis utilizaram dispositivos
intrabucais palatinos contendo placa teste de S. mutans, que foi coletada em
diferentes tempos para determinacdo da quantidade de Ca presente. Os
tempos de coleta foram 5, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos apos o inicio de
uso do dispositivo in situ. Apos a coleta, o fluido da placa teste foi obtido por
centrifugacéo, sendo determinada a concentracéo de Ca livre (idnico). A porcédo
sélida da placa seréa tratada com acido cloridrico 0,5 M, para determinacao da
concentracdo total de Ca. O tempo necessario para a saturacdo dos sitios de
ligacdo de Ca presentes na placa teste foi calculado por meio de analise de

regressao.

Estudo 2: Ligacdo do F a bactérias na placa teste e liberacdo em
diferentes pHs.

Neste estudo foi testada a retencao do F ligado a bactérias na placa
teste. Em um delineamento cruzado, duplo cego, dez voluntarios adultos
saudaveis utilizaram dispositivos intrabucais palatinos contendo placa teste de
S. mutans por um periodo de tempo definido no Estudo 1 (para a ligacdo prévia

com ions Ca da saliva). Os voluntarios entdo realizaram um bochecho com



solucbes de F em concentragBes crescentes, porém abaixo do limite de
solubilidade do CaF; (0, 1,5 e 10 ppm F, sendo cada concentragéo testada em
um fase experimental distinta). Assim, o F ficou retido na porcdo sélida da
placa teste apenas por ligacdo ao Ca na superficie bacteriana. Apés 30
minutos tempo definido em estudo piloto, a placa teste foi coletada e as
concentragdes de Ca ionico e F no fluido da placa teste foram determinadas. A
porcdo sélida da placa seré tratada com tampdo com a mesma concentracao
de Ca ibnico e F determinados no fluido, porém com pHs decrescentes (6,5 a
4,5), para determinar a liberagéo do Ca e F, simulando o que ocorreria na boca
durante um desafio cariogénico. Ao final das extracdes, a placa teste foi tratada
com acido cloridrico 0,5 M para remocao total do Ca e F ainda presentes.
Dessa forma, sera definida a faixa de pH para a liberacdo do Ca e F dos sitios
de ligacao bacterianos.

3.2. Descricao da analise do fluido da placa teste

3.2.1.0btencéo do fluido do biofilme

Ponteiras de 10 pL, preenchidas com Oleo mineral extra-pesado
(Drake Oil numero 35, da Penreco) e vedadas na extremidade foram utilizadas
como um tubo de microcentrifuga. Imediatamente apés a coleta da placa teste
com uma espatula plastica, esta foi imersa no 6leo mineral, para evitar o
ressecamento. A ponteira contendo a amostra foi pesada para determinacao
do peso do biofilme coletado. Apds a pesagem, a ponteira foi centrifugada,
adaptada a um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, a 4°C, por 5 minutos a
21.000 g.

Apés a centrifugacao, foi possivel visualizar 3 fases na ponteira de
10 pyL adaptada: precipitado de placa (porcdo sélida), fluido de placa e 6leo
mineral. Utilizando micropipetas de vidro, sob um microscépio estereoscopico

com aumento de 6 a 40 X, o fluido da placa sera coletado (figura 1).
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Figura 1: Separacao e coleta do fluido da placa teste.

3.2.2. Dosagem de F no fluido da placa teste

Para a dosagem de F no fluido da placa teste, foi utilizado um
eletrodo especifico para o ion, adaptado para microandlise [Tenuta et al.,
2006]. As amostras foram aplicadas na superficie do cristal sensivel a F do
eletrodo ion-especifico, sob 6leo mineral, utilizando micropipetas. Sob
microscopio, um microeletrodo de referéncia foi trazido em contato com cada
uma das amostras, fechando o circuito e permitindo a determinacdo da
concentracdo de F através de um potenciémetro.

Previamente a determinacdo da concentracdo de F nas amostras de
fluido, é necesséaria o tamponamento com TISAB Il (total ionic strenght
adjustment buffer). Para essa diluicdo, aliquotas de TISAB Ill foram aplicadas
na superficie do eletrodo, sendo que as amostras de fluido foram aplicadas
sobre essas aliquotas, em volume proporcional a 10 partes de amostra para 1
parte de TISAB lll. Previamente a diluicdo das amostras, o operador calibrado
aferiu a diluicdo, utilizando um padrédo de concentragdo conhecida, tolerando

um maximo de 3% de variacao entre a concentracao esperada e a obtida.



3.2.3. Dosagem de Ca idnico no fluido da placa teste

Amostras de fluido ndo diluidas com TISAB Il (que altera o pH e a
concentracdo de Ca idnico) foram depositadas na superficie do eletrodo de F.
Nesse caso o eletrodo funcionou apenas como base para a colocacdo das
amostras. Microeletrodo de Ca foi confeccionado como descrito por Vogel et al.
[2000]. Os microeletrodos de referéncia e de Ca foram trazidos em contato com
cada aliquota de fluido, sendo determinada a sua concentracdo frente a
padrdes de concentracdo de Ca conhecida.

3.3. Descricdo da analise da porgéao solida da placa teste

A porcao solida da placa teste foi tratada com diferentes tampdes ou
com acido cloridrico para extracdo do Ca e F presentes, como descrito nos
estudos acima. A determinacdo da concentracdo de F nos extratos foi
realizada utilizando a mesma metodologia descrita para o fluido (3.2.2). Ja a
concentracdo de Ca total foi determinada utilizando o reagente colorimétrico
Arsenazo Il [Vogel et al., 1983]. A absorbéancia da mistura de padrdes de
concentracdo conhecida de Ca ou das amostras foi determinada a 650 nm em

leitora de microplacas (Multiskan Spectrum, Thermo).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudo 1:
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Figura 1. Ligacdo de Ca proveniente da saliva da placa teste de S. mutans em
funcdo do tempo de exposicdo na cavidade bucal. Em azul

concentracdo de Ca idnico no fluido, e em vermelho a concentracdo

de Ca total ligado as bactérias.

Os resultados apresentados na figura 1 demonstram que a ligacao
de Ca a partir da saliva se estabiliza apds alguns minutos na cavidade bucal,
pois mesmo apos 2 horas, a concentracdo de Ca ligado as bactérias é
semelhante ao encontrado apds 15 minutos. Com base nos resultados obtidos,

o tempo de 15 minutos foi utilizado no estudo 2 , realizado na sequéncia deste.



Piloto do estudo 2:
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Figura 2: Concentracdo de F no fluido da placa teste apds o uso de solucdes

fluoretadas.
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Figura 3. Concentracdo de Ca ibnico no fluido da placa teste ap6s o uso de
solugdes fluoretadas.
As figuras 2 e 3 representam as concentragdes de Ca e F no fluido
da placa teste nos diferentes momentos, imediatamente antes ou 15, 30 e 60
minutos apos bochecho com solugdes fluoretadas. Nessas concentracdes
usadas (100, 200 e 400 ppm F) esta prevista a formagéo de CaF2. A diminui¢do

na concentracdo de Ca observada no fluido deve estar relacionada a isso.



Nesse piloto, pode ser observado que o tempo de 30 minutos ap6s o bochecho
fluoretado poderia ser usado no estudo 2, pois apesar da diminuicdo em
relagcédo ao dado de 15 minutos, a concentracéo de F ainda permanece alta em
relacéo ao baseline.

Estudo 2:
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antes 30 min ap6s antes 30 min ap6s
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Figura 4: Concentragdo de F e Ca na saliva dos voluntarios, antes ou 30 minutos

apo6s o bochecho com as respectivas solucdes fluoretadas.
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Figura 5: Concentracdo de F e Ca iénico no fluido da placa teste coletada 30
minutos apos o bochecho com as respectivas soluces fluoretadas.
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Figura 6: Concentragdo de F e Ca total na parte sélida da placa teste coletada
30 minutos apés o bochecho com as respectivas solucdes

fluoretadas.

A figura 4 apresenta as concentracdes de F e Ca na saliva, antes e
apds o bochecho com as solugdes fluoretadas (0,1, 5 e 10 ppm). E possivel
observar que, mesmo apos 30 minutos do bochecho, a concentracédo de F na
saliva permanece ligeiramente alta para os grupos 5 e 10 ppm F, em relacéo
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aos demais. O bochecho com solucdo de 1 ppm de F, jA ndo apresenta
diferenca em relacdo ao controle negativo nesse tempo. Para o Ca, nao foram
observadas alteracdes. Na figura 5 e 6, pode-se observar que a concentragao
de F no fluido e na parte sélida da placa teste apés o bochecho com as
solugdes fluoretadas apresentaram tendéncia de aumento de acordo com o
aumento na concentracdo da solucao utilizada. Isso demonstra que, mesmo
apos utilizar uma solucgéo fluoretada com uma concentracdo de F relativamente
baixa (5 a 10 ppm F), é possivel aumentar a quantidade de F ligado nos sitios
bacterianos. Para o Ca, nenhuma tendéncia de alteracdo foi observada em

relacdo as solugoes fluoretadas usadas.

12



5. CONCLUSAO

Os resultados sugerem que ap0s uma exposicado de curta duracao
da placa a baixas concentracdes de F s&o capazes de dose depender o
aumento de reservatoério de F biolégico que pode atuar como um tipo de F no
fluido da placa
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