UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA
MESTRADO

MARIANA ALMEIDA MELLO PROENCA

EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM SULFATO
FERROSO SOBRE STREPTOCOCCUS MUTANS:
UM ESTUDO CLINICO

SAO LUIS

2013




MARIANA ALMEIDA MELLO PROENCA

EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM SULFATO FERROSO SOBRE
STREPTOCOCCUS MUTANS: UM ESTUDO CLINICO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Odontologia como parte dos
requisitos para a obtencdo do titulo de Mestre em
Odontologia.

Orientador: Profa. Dra. Cecilia Claudia Costa

Ribeiro

SAO LUIS

2013



Almeida Mello Proencga, Mariana.

Efeito da Suplementagdo com Sulfato Ferroso sobre
Streptococcus mutans: Um estudo clinico / Mariana Almeida
Mello Proenca. - 2013.

44 f£.

Coorientador(a): Silvana Amado Libério.

Orientador (a): Cecilia Claudia Costa Ribeiro.

Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pbés-graduacdo em
Odontologia/ccbs, Universidade Federal do Maranhdo, S&o
Luis, 2013.

1. Anemia por deficiéncia de ferro. 2. Céarie
dentdria. 3.Ensaio clinico. 4.Imunoglobulina A.5.
Sulfato ferroso. I. Amado Libério, Silvana. II.
Costa Ribeiro, Cecilia Claudia. III. Titulo.




Mariana Almeida Mello Proenca

EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM SULFATO FERROSO SOBRE
STREPTOCOCCUS MUTANS: UM ESTUDO CLINICO

A Comissao julgadora da Defesa do Trabalho Final de Mestrado em
Odontologia, em sessdo publica realizada no dia 27/ 02/ 2013, considerou a

candidata:

(x) APROVADA () REPROVADA

Prof* Dr* Cecilia Claudia Costa Ribeiro
Orientadora
Universidade Federal do Maranhéao

Prof* Dr* Luciana Salles Branco de Almeida
Examinadora Externa
Universidade CEUMA

Prof. Dr. Tarcisio Jorge Leitdo de Oliveira
Examinador Interno
Universidade Federal do Maranhéao




A Deus, por ter me dado coragem para
enfrentar esse desafio; e a minha mde,

Larissa, que me ensinou a admirar a docéncia.



vi

AGRADECIMENTOS

- A Deus, por ter colocado na minha vida pessoas que me ajudaram a chegar até aqui;

- Aos meus pais, Evandro e Larissa Proenca, que ndo somente acompanharam toda a minha
trajetdria até aqui, como também tornaram possivel que ela acontecesse. Pelo amor, paciéncia,

dedica¢do, doagao, incentivo;

- As minhas irmas Macela e Marina, melhores amigas, torcedoras e grande incentivadoras,

que tantas vezes ficaram até tarde na Universidade esperando minhas atividades terminarem;

- Ao meu noivo, Claudio Freitas, por me acalmar nos momentos de aflicdo; pela paciéncia,
compreensdo ¢ companheirismo até nos dias e horarios inusitados que precisei estar no

Laboratoério da Universidade;

- A minha orientadora, Professora Dra. Cecilia Claudia Costa Ribeiro, pelo exemplo de

inteligéncia, sabedoria e humildade. Obrigada pela paciéncia e disponibilidade;

- Ao Programa de Pés-Graduacio em Odontologia, representado pelos professores Dr.

Darlon Martins Lima e Dra. Claudia Maria Coélho Alves; obrigada pela dedicagdo.

- A Cadidja do Carmo ¢ Pierre Adriano, por tudo o que me ensinaram, pela ajuda que me

deram; pela paciéncia, pelas palavras que muito me ajudaram a crescer;

- Aos demais professores que, de forma direta ou indireta, contribuiram para que eu chegasse

até esse momento;
- Aos colegas de turma, que me ajudaram a tornar essa jornada mais prazerosa;
- A Coordenaciio de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel Superior, pela bolsa de estudos;

- A Fundacio de Amparo a Pesquisa e Desenvolvimento Cientifico do Maranhio e
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico, que financiaram o

laboratério de Bioquimica e Microbiologia Oral, onde esse trabalho foi executado;

- A [Ivaldo Filho, técnico responsavel pelo Laboratério de Bioquimica Oral.



vii

“Feliz aquele que transfere o que sabe e

aprende o que ensina.”

Cora Coralina



viii

RESUMO

Um efeito anti-mutans do sulfato ferroso foi observado em modelos experimentais in vitro,
em animais e in situ, mas seu efeito quando administrado via oral para tratamento de
deficiéncia de ferro ¢ desconhecido. O objetivo do presente experimento clinico foi avaliar o
efeito do sulfato ferroso sobre Streptococcus mutans (SM) presentes no biofilme dentério e na
saliva de criancas com carie precoce da infancia (CPI). A amostra foi constituida por 14
criancas com idade entre 36 ¢ 71 meses diagnosticadas com anemia por deficiéncia de ferro
(Hb < 11,0 g/dL ou ferritina sérica < 30 pg/L). Criangas portadoras doengas sistémicas
debilitantes e/ou que tinham feito tratamento para anemia por deficiéncia de ferro nos ultimos
seis meses antes da coleta de amostra foram excluidas. A suplementagdo foi realizada com
sulfato ferroso (4mg/kg/dia) durante 60 dias. As amostras de biofilme e saliva foram coletadas
antes do inicio da suplementagdao com o sulfato ferroso (baseline) e 60 dias apds o inicio do
tratamento. Realizou-se a quantificagdo das unidades formadoras de colonias (UFC) de SM
nas amostras de biofilme (UFC/mg) e saliva (UFC/ml), bem como analise por densidade
optica de imunoglobulina A anti-mutans. Para comparacdo dos efeitos antes e apds a
suplementagdo foi usado o teste t pareado (BIOESTAT 5.0), sendo o nivel de significancia
fixado em 5%. A suplementacdo com sulfato ferroso ndo teve efeito sobre a reducdo da
contagem de UFC de SM no biofilme (p = 0,4). Nas amostras salivares foi observado que a
redugdo na contagem de UFC de SM ficou no limite da significancia (p = 0,053). Entretanto,
observou-se redugdo dos anticorpos IgA anti-mutans entre baseline e 60 dias (p = 0,016). Os
resultados desse estudo sugerem que a suplementacdo com sulfato ferroso tenha um efeito

anti-mutans na saliva de criangas com CPIL.

Descritores: Sulfato ferroso; Streptococcus mutans; Imunoglobulina A; Ensaio Clinico



ix

ABSTRACT

An anti-mutans effect of ferrous sulfate was observed in experimental models in vitro, in
animals and in situ, but this effect is unknown when the ferrous sulfate is administered orally
as a supplement for the treatment of anemia due to iron deficiency. The aim of this clinical
trial was to evaluate the effect of ferrous sulfate on Streptococcus mutans (SM) present in
dental plaque and saliva of children with early childhood caries (ECC). The sample consisted
of 14 children aged 36 to 71 months diagnosed with iron deficiency anemia (Hb < 11.0 g/dl or
serum ferritin < 30 pg/l). Children with debilitating systemic diseases and/or who had
undergone treatment for iron deficiency anemia in the last six months prior to sample
collection were excluded. The suplementation was carried out with ferrous sulphate
(4mg/kg/day) for 60 days. The plaque and saliva samples were collected prior to the start of
supplementation with ferrous sulfate (baseline) and 60 days after the start of treatment.
Biofilm and salivary samples were collected before treatment start (baseline) and 60 days
after. We carried out the quantification of colony forming units (CFU) in samples SM biofilm
(CFU/mg) and saliva (CFU/ml) and optical density analysis of IgA anti-mutans. To compare
the effects before and after supplementation was used paired t test (BioStat 5.0), with the
significance level set at 5% test. Ferrous sulfate supplementation had no effect on count of
MS biofilm’s (p = 0.4). In the salivary samples was observed that the reduction in CFU count
of SM was at the limit of significance (p = 0.053). However, there was a reduction of IgA
antibodies anti-mutans between baseline and 60 days (p = 0.016). The results of this study
suggest that supplementation with ferrous sulfate has an effect anti-mutans in saliva of

children with ECC.

Descritores: Ferrous sulfate; Streptococcus mutans; Immunoglobulin A; Clinical trial
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1. INTRODUCAO

A anemia por deficiéncia de ferro representa a mais importante e severa deficiéncia
nutricional no mundo atual e ¢ considerada um dos principais problemas de saude publica
(WHO, 2008). E particularmente prevalente em criangas (WHO, 2001), atingindo sua maxima
prevaléncia em populagdes de baixo poder aquisitivo (MANIOS et al., 2007; COLE et al.,
2010).

Da mesma forma, a carie em criangas se constitui num grave problema de satide publica
ao redor do mundo (BIRKELAND, HAUGEJORDEN & FEHR, 2000; STECKSEN-
BLICKS, SUNNEGARDH & BORSSEN, 2004; TOMAR & REEVES, 2009; BRASIL,
2011). Quando acomete criangas menores de 71 meses resultando em lesoes, cavitadas ou
ndo, ¢ definida como Cérie Precoce da Infancia (CPI) (AMERICAN ACADEMY OF
PEDIATRIC DENTISTRY, 2002). Assim como a anemia por deficiéncia de ferro, a carie ¢
mais prevalente em populagcdes com menores indicadores sociais (DINI, HOLT & BEDI,

2000; HALLETT & O’ROURKE, 2006; LIVNY, ASSALI & SGAN, 2007).

Estudos de Associacdo: Cdrie Precoce e Deficiéncia de Ferro

Estudos de associacao entre CPI e menores niveis de marcadores da anemia ferropriva
tém sido mostrados na literatura. Neles, criancas com quadro grave de CPI (ceo > 6)
apresentaram deficiéncia de ferro (CLARKE et al., 2006; SHAOUL et al., 2012). H4 uma
hipotese de que esse resultado esteja associado a redugdo do consumo de alimentos ricos em
ferro ou devido a dor durante a mastigacao (perda da fun¢do), ou a perda de sangue oculta,

ocasionada por processo inflamatorio e infeccao local (SHAOUL et al., 2012).

Uma outra hipétese ¢ a de que esteja havendo um desequilibrio na dieta, relacionado a
maior ingestdo de aglicar em vez de nutrientes importantes (JOYCE & GIBNEY, 2008;
GIBSON & BOYD, 2009), entre eles o ferro (GIBSON & BOYD, 2009). Ha evidéncias de
que, assim como a CPI estd claramente associada a uma maior ingestdo de acucares
(ANDRESON et al., 2009; NUNES et al., 2012), a deficiéncia de ferro esta associada a
menor ingestdo de micronutrientes (TYMPA-PSIRROPOULOU et al., 2005; MANIOS et al.,
2007).
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Estudos in vitro

Hé4 décadas, estudos observam que compostos a base de ferro possivelmente
apresentam um efeito local na doenca carie (LACY, 1979; TORELL, 1988). Um dos
pioneiros nessa linha de pesquisa foi TORELL (1988) que observou em ratos, utilizando
microscopia eletronica de varredura, andlises de fluorescéncia de raios-X, microscopia
eletronica de transmissdo e difracdo de elétrons, que ions de ferro apresentavam-se
precipitados na superficie do esmalte como uma camada acido-resistente, contendo cristais
amorfos de hidroxido de ferro. Além disso, o ferro pareceu ser capaz de nuclear a formagao
de apatita, atuando como mediador da reposi¢do dos minerais dissolvidos devido a acidez do

Processo carioso.

Outro efeito do ferro investigado na literatura foi sobre a glicosiltransferase (GTF),
enzima-chave no desenvolvimento do processo carioso. DEVULAPALLE & MOOSER
(2001) sugeriram que ¢ possivel inativar essa enzima a partir de uma reag@o oxidativa, a qual

depende da disponibilidade do ion ferro na cavidade oral.

BERLUTTI et al. (2004) observaram, em um estudo in vitro, que em uma saliva ferro-
deprimida (Fe** < 0,1 pM) havia aumento do agregado de Streptococcus mutans (SM) e
formagdo do biofilme, sendo que na saliva rica em ferro (Fe*" > 1 uM) esse efeito foi

reduzido.

Ao comparar diferentes concentragdes de ferro (1, 10 e 100 ppm) sobre blocos de
esmalte dentdrio bovino, RIBEIRO et al. (2012) evidenciaram um efeito dose-resposta
inverso do ferro na contagem de SM. Além disso, o ferro em sua maior concentracdo
demonstrou ser um inibidor da desmineralizacao tao eficaz quanto a clorexidina e o fluoreto

de sodio, o que pode ter sido resultado da reducao da colonizagdo bacteriana.

Ainda em 2012, WANG et al. avaliaram, in vitro, o efeito da disponibilidade do ferro
na cavidade oral sobre a composicdo da microbiota local. A andlise de PCR combinada a
eletroforese em gel de gradiente desnaturante demonstrou uma mudanca drastica na
composi¢do das espécies microbianas em amostras de saliva humana. A medida que o ion
ferro era retirado do meio de cultura, havia uma proliferacdo de bactérias hemoliticas — entre

elas, SM.
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Estudos em animais

Foi demonstrado, em ratos, que a atividade de bactérias cariogénicas pode interferir na
disponibilidade do ferro na cavidade oral (ROSALEN, PEARSON & BOWEN, 1996;
MIGUEL, BOWEN & PEARSON, 1997). Nessa linha de pesquisa, a fim de avaliar os efeitos
da combinacdo do cobre, ferro ¢ fluoreto co-cristalizados com a sacarose sobre o
desenvolvimento da carie, ROSALEN, PEARSON & BOWEN (1996) utilizaram um modelo
experimental no qual ratos foram divididos em grupos que receberam variados padrdes
dietéticos relacionados aos ions em questdo. Os resultados encontrados sugerem que
combinagdes de cobre, ferro e flior co-cristalizados com sacarose podem afetar a formacao
do éacido latico, reduzindo a colonizacdo bacteriana e, consequentemente, o potencial

cariogénico da sacarose.

Foi observado também que grupos de ratos expostos a frequéncias diarias distintas de
ferro a 88 ppm co-cristalizado com sacarose tiveram padrdes de desenvolvimento da doenga
carie diferentes. Aqueles ratos alimentados mais vezes com ferro apresentaram reducao
significativa da incidéncia de carie dentdria em comparagdo aqueles ratos que ndo tiveram a

dieta suplementada pelo ion (MIGUEL, BOWEN & PEARSON, 1997).

ESGHI et al. (2012) analisaram histologicamente dentes de ratos submetidos uma
dieta cariogénica, comparando aqueles que recebiam ferro na alimentagdo aos que eram ferro-
deprimidos. Observaram uma menor perda mineral nos ratos alimentados por uma dieta rica

no ion, sugerindo que o sulfato ferroso reduz a progressao da carie dentaria em ratos.

Estudos in situ

A partir de um modelo in situ, PECHARKI et al. (2005) demonstraram o efeito da
sacarose contendo Fe™" sobre SM do biofilme dental e sobre a desmineralizagdo do esmalte.
Blocos de esmalte dental humano aplicados em dispositivos palatinos foram submetidos a
diferentes tratamentos, entre os quais Fe'" em concentra¢des de 18 ¢ 70 ppm. Foi observada
uma redugdo das populagdes de SM no biofilme dental formado, além de um efeito do ferro

sobre a desmineralizagdo do esmalte dental dose-dependente.

Considerando que criangas com CPI possuem maior prevaléncia de anemia ferropriva,
que o ferro parece ter um efeito antibacteriano sobre SM e que essa resposta foi mostrada

apenas in vitro, em modelos animais € em ensaios in situ, o presente estudo foi conduzido a
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fim de avaliar o efeito da suplementagdo via oral de sulfato ferroso sobre os SM no biofilme

dental e saliva de criancas com deficiéncia de ferro e CPI.



2. CAPITULO 1

Efeito da Suplementacao via Oral com Sulfato Ferroso
sobre Streptococcus mutans: Um estudo clinico

(a ser submetido a Revista Brazilian Oral Research)

15
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Resumo

O ferro pode ter um efeito antibacteriano sobre Streptococcus mutans (SM), mas isso
sO foi demonstrado em experimentos in vitro, in situ ou em animais. O objetivo do presente
estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo com sulfato ferroso sobre a contagem de SM no
biofilme e na saliva de criangas com anemia por deficiéncia de ferro (ADF) e carie precoce da
infancia (CPI). Quatorze criangas com ADF (hemoglobina < 11,0 g/dL e ferritina sérica <
30ug/L) e CPI foram suplementadas com sulfato ferroso (4 mg/kg) durante 60 dias. Biofilme
e saliva foram coletados antes da suplementagdo e 60 dias apds o inicio do tratamento. As
amostras foram analisadas a partir da contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) de
SM e imunoglobulina A anti-mutans. A suplementacdo com sulfato ferroso ndo mostrou
efeito sobre biofilme dental (p = 0,4) e ficou no limite da significancia em relagdo as amostras
salivares (p = 0,053) em relagdo a contagem unidades formadoras de colonias de S. mutans.
Entretanto, houve uma reducgdo significativa de Ig A anti-mutans salivar (p = 0,0165),
confirmando a reducdo da exposi¢do ao antigeno relacionado. Os resultados obtidos a partir
da andlise imunoldgica sugerem que a suplementagdo com sulfato ferroso tenha efeito sobre

colonias bacterianas presentes na saliva de criangas com ADP e CPL.

Descritores: Anemia por deficiéncia de ferro; Carie dentéria; Sulfato ferroso; Imunoglobulina

A; Ensaio Clinico.

** Medicamento distribuido nas Unidades Basicas de Saude pelo Governo Federal
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INTRODUCAO

A anemia por deficiéncia de ferro (ADF) ¢ a consequéncia da caréncia de ferro devido
\ ’ . 1 . . “ A . P
a sintese de hemoglobina’. Representa a mais importante e severa deficiéncia nutricional no
mundo atual e é considerada um dos principais problemas de saude piblica®. Atingindo sua
Axi 1énci lagdes de bai d isitivo®, é particul t lent
maxima prevaléncia em populacdes de baixo poder aquisitivo’, ¢ particularmente prevalente

4

em criangas”. Da mesma forma, a céarie em criangas se constitui num grave problema de

satide publica ao redor do mundo™ .

J4

A carie ¢ uma doenca multifatorial cujo maior fator contribuinte é a saliva.
Componentes salivares como fluxo, viscosidade e capacidade-tampao desempenham o maior
papel na prevengdo, inicio e progressao da doenca carie. Esses fatores ajudam na prevengao
da cérie devido ao seu efeito antibacteriano’. Quando acomete criancas menores de 71 meses
resultando em lesdes, cavitadas ou ndo, ¢ definida como Cérie Precoce da Infancia (CPI)®.
Assim como a anemia por deficiéncia de ferro, a cérie é mais prevalente em populagdes com
menores indicadores sociais’.

Estudos de associag@o entre CPI e menores niveis de marcadores da anemia ferropriva
tém sido mostrados na literatura. Neles, criancas com quadro grave de CPI (ceo > 6)

apresentaram deficiéncia de ferro'®!!.

A razdo para esses achados poderia estar numa dieta desequilibrada: maior ingestdo de

12,13

agucar em vez de nutrientes importantes!>!®, entre eles o ferro!®>. Assim como a CPI esta

14,15

claramente associada a uma maior ingestdo de agucares ™', a deficiéncia de ferro estd

associada a menor ingestdo de micronutrientes™!®.

Compostos a base de ferro tem mostrado um possivel efeito local na doenga carie,
agindo no fendmeno da des-remineralizagio'”!8. Ademais, estudos in vitro e experimentos
com animais mostraram o efeito do ferro na reducgdo de Streptococcus mutans (SM), que sdo

os principais microrganismos relacionados a etiologia da doenca carie'*22,

Em um modelo in situ também foi observada uma redu¢ao das populagdes de SM no
biofilme dental formado sobre os blocos tratados com sacarose Fe*" a 70 ppm co-cristalizado
com sacarose, sugerindo que esse ion pode reduzir o potencial cariogénico da sacarose. Nesse
estudo também foi demonstrado um efeito anticarie do Fe™" naquela dose, sendo sugerido que
esse pareceu estar relacionado a redugio das popula¢des de SM no biofilme dental formado?’.

Estudos anteriores j& mostraram um efeito anti-mutans em concentragdes do ion ferro

19,21,23

entre 70 e 151 ppm e a resposta parece ser dose dependente?!?*. Pressupde-se aqui que,
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durante a suplementagdo para tratamento da ADF, esse efeito anti-mutans possa ser
observado, haja vista que a concentragcdo do ferro elementar no suplemento utilizado para o

tratamento da ADF ¢ em torno de 25000 ppm.

Considerando que criancas com CPI possuem maior prevaléncia de anemia por
deficiéncia de ferro, que o ferro parece ter um efeito antibacteriano dose-dependente sobre
SM e que essa resposta foi mostrada apenas in vitro, em modelos animais e em ensaios in situ,
o presente estudo foi conduzido para avaliar o efeito da suplementagdo com sulfato ferroso
sobre os SM na saliva e no biofilme dental de criangas com anemia por deficiéncia de ferro e

CPL

METODOLOGIA

Delineamento Experimental

O presente estudo clinico foi realizado em quatro etapas: T1 - diagndstico de carie
precoce da infancia e seleg@o aleatéria da amostra; T2 - coleta baseline de amostras salivares
e de biofilme para analise baseline microbiologica e imunologica; T3 - coleta e andlise
microbiologica e imunoldgica das amostras de saliva e biofilme 30 dias apds o inicio da
suplementagdao com sulfato ferroso; T4 - coleta e andlise microbiologica e imunoldgica das

amostras de saliva e biofilme 60 dias apds o inicio da suplementacdo com sulfato ferroso.

A andlise microbioldgica foi realizada imediatamente apos a coleta das amostras,
enquanto amostras salivares foram armazenadas para posterior analise dos niveis de Ig A anti-

mutans.

Para o célculo do tamanho da amostra, realizou-se um estudo piloto com cinco
criangas. A partir da média (0,9) e o desvio-padrao (1,21) das diferencas da varidvel Ig A anti-
mutans na saliva antes e depois da suplementacdo com o ferro, foi considerado o poder do
teste 90% e a = 0,05. O n alcangado foi igual a 8 voluntérios que, acrescido um valor de 20%

de perdas, totalizou uma amostra composta por 10 criangas.

Questdes Eticas e Amostragem

O presente estudo clinico foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
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Universitario da Universidade Federal do Maranhao - UFMA (Protocolo n® 33104-019/2007).
A participagdo de todas as criangas foi autorizada previamente pelos pais/responsaveis através

da assinatura, em duas vias, do termo de consentimento livre e esclarecido.

As criancas foram recrutadas em treze creches/escolas comunitarias, selecionadas por
conveniéncia nos diferentes distritos sanitarios do municipio de Sdo Luis, Maranhdo, Brasil.
Todas as criangas matriculadas nas creches e escolas foram convidadas a participar do estudo.
Foram elegiveis criangas com no maximo 71 meses de idade e denticdo decidua composta
pelos quatro segundos molares. Foram excluidas criangas com doengas sistémicas debilitantes
e que tinham feito tratamento de deficiéncia de ferro nos ultimos seis meses antes da coleta de
dados. Em seguida, foi realizado um tratamento pré-experimental para atividade da doenga
carie: orientacdo sobre higiene oral e disponibilizacdo de creme dental fluoretado a 1100 ppm

a todas as criancas.

Apds um més, realizou-se um novo exame clinico e as criangas que permanecerem
em atividade de cérie foram selecionadas para a etapa seguinte de coleta de sangue para o

diagndstico da anemia.

As criangas diagnosticadas com deficiéncia de ferro foram encaminhadas para o
pediatra e receberam o tratamento adequado para a doenga. Aquelas com carie foram

encaminhadas para a clinica de Odontopediatria da Universidade Federal do Maranhdo.

Diagndstico de Cdrie e Deficiéncia de Ferro

Um examinador calibrado (k > 0,8) realizou o exame clinico com auxilio de espelho
bucal e sonda exploradora. Foram diagnosticadas as lesdes cariosas ativas’* e, em seguida,
realizados os exames de sangue para posterior avaliagdo por médico pediatra. As criancas
foram consideradas anémicas quando os niveis de hemoglobina no sangue estavam abaixo de
11 g/dL?. O médico, em seguida, prescreveu a suplementacdo para aquelas criancas que

precisavam do tratamento.

Dentre as criangas avaliadas, 14 foram selecionadas para o estudo por apresentarem

diagndstico de carie precoce e de anemia.
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Tratamento para Deficiéncia de Ferro

Apbs a pesagem das criangas, o pediatra prescreveu sulfato ferroso (FeSOs) 125
mg/mL, correspondendo a 25 mg de ferro elementar, segundo informado pelo fabricante
(Masferol, Natulab — Santo Antdnio de Jesus, Bahia, Brasil™"). Durante a semana, as criancas
eram suplementadas na escola por suas professoras e, aos finais de semana, a suplementagao
era realizada em casa pelos responsaveis. Os responsaveis foram orientados a darem o sulfato
ferroso puro para as criangas, a uma dose de 4 mg/kg/dia. As criangas nao deveriam beber
agua ou alimentar-se por pelo menos trinta minutos ap6s a suplementagdo, a fim de prolongar

a permanéncia do Fe™" na cavidade oral.

Coleta de material biolégico

As amostras de biofilme e saliva eram coletadas entre as 7 € 9 horas da manha, com as
criangas em jejum. A coleta foi realizada apds um intervalo minimo de 8 horas desde a ultima
suplementagdo. As maes eram orientadas a nao escovar os dentes dos seus filhos, nem na
noite anterior a coleta, nem na manha da coleta, a fim de se obter quantidade suficiente de

biofilme para a amostragem.

Coleta de biofilme

O biofilme foi coletado de pelo menos quatro regides diferentes da cavidade oral.
Coletou-se uma amostra pré-tratamento (baseline) e outra 60 dias apds o inicio da
suplementagdo. A coleta de biofilme foi realizada por meio de curetas dentinarias estéreis,
armazenando-o em eppendorfs previamente esterilizados. Mantidas sob refrigeragdo, as
amostras eram encaminhadas para o Laboratorio de Microbiologia da Universidade Federal

do Maranh3o.

Coleta de saliva

A saliva estimulada foi coletada em dois tempos distintos: 0 (baseline — antes da
suplementagdo com sulfato ferroso) e 60 dias ap6s o inicio da suplementacdo. Esse

procedimento foi realizado com as criangas em jejum, utilizando parafilme e tubos Falcon

" Medicamento distribuido pelo Governo Federal
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estéreis para armazenamento do material. Apds a coleta, as amostras foram levadas sob

refrigeracdo para o Laboratorio de Microbiologia Oral da Universidade Federal do Maranhao.

Andlise Microbioldgica

No laboratério de microbiologia, as amostras de biofilme eram imediatamente pesadas
em balanca analitica para a utilizacdo do peso como fator de correcdo das diferentes

quantidades amostras de biofilme coletadas.

As amostras de biofilme e saliva foram submetidas a dilui¢io decimal em série até 10
com soluc¢ao salina estéril (0,9% NaCl). Aliquotas de 25 uL de cada dilui¢ao foram semeadas,
em duplicata, em placas Petri contendo meio de cultura Agar Mitis Salivarius (MSA) (Difco-
BD, Sparks, Maryland, EUA), suplementado com sacarose a 20%, 0,2 unidades/mL de
bacitracina e telurito de potassio a 1% (MSB)®® para contagem de SM. As placas foram
incubadas em jarras para microaerofilia (Probac, Sdo Paulo, SP, Brasil) durante 48h a 37°C.
Apos a incubacdo, o numero de unidades formadoras de colonias (UFC/mg de biofilme e
UFC/ml de saliva) foi determinado por um tUnico examinador cego por meio da técnica de
contagem padrdo de colonias de SM viaveis em microscopio estereoscopico. Trés colonias
foram selecionadas para avaliagdo da morfologia celular (fenotipagem) e por coloracdo de

QGram.

Andlise imunologica

Niveis de Imunoglobulina A anti-Streptococcus mutans salivares foram determinados
por Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), como previamente descrito®®. Para tal,
usaram-se placas de microtitulacdo com 96 pocos (NUNC, Roskilde, Denmark). A cada pogo,
foram adicionados 200 pL de Ig A de cabra anti-Ig A humana (Sigma-Aldrich, St Loius,
Missouri, USA) diluido na concentragdao de 1/1000 em solug@o tampao carbonato-bicarbonato
(pH 9,6). As placas foram incubadas por 18 horas a 4°C. A seguir, 0S pogos passaram por
lavagem tripla em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS; pH = 7,2) com adicao de
0,05% de Tween 20 (Promega, Madison, USA; PBS-T) e incubados em PBS contendo 1% de
soro de albumina bovina por 1 hora a 37°C. Depois, a cada pogo foi adicionado, em duplicata,
200 pL de amostra salivar diluida na propor¢ao de 1:10 em PBS, para que as placas fossem

incubadas por 2 horas a temperatura ambiente (= 25°C).
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As placas foram lavadas e, logo em seguida, adicionou-se 200 pL de anticorpo anti-Ig A
humana conjugado a fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich, St Loius, Missouri, USA), diluido a
1/500 em PBS-T a cada um dos pogos. As placas foram incubadas novamente por 2 horas em
temperatura ambiente e, depois, lavadas trés vezes com PBS-T. A cada pogo foi adicionado
200 pL de uma solucdo de p-nitrofenilfosfato (Sigma-Aldrich, St Loius, Missouri, USA;
pNPP) e as placas foram incubadas por mais 30 minutos a temperatura ambiente, observando
sempre a mudanca de cor caracteristica desta reacao. O bloqueio desta foi realizado com a
adi¢do de 50 pL de NaOH IN (Sigma-Aldrich, St Loius, Missouri, USA) a cada um dos
pocos. A densidade Optica foi mensurada em leitor ELISA com filtro de 405 nm de

comprimento de onda.

Andlise estatistica

Para as andlises, utilizou-se o software BIOESTAT 5.0, sendo o nivel de significancia
fixado em 5%. Os dados de microbiologia do biofilme e da saliva foram transformados em

Log 10.

O efeito do tratamento com sulfato ferroso foi observado a partir da comparacao das
médias da contagem de S. mutans (biofilme e saliva) e no Ig A anti-mutans salivar, antes e

apos 60 dias da suplementacao usando-se teste t para amostras pareadas.

RESULTADOS

Nao houve redugado significativa sobre a contagem de UFC nas amostras de biofilme,

variando de 2,734+0,59 UFC/mg (T=0) para 2,7+1,00 UFC/mg (Tabela 1).

Os resultados da contagem de UFC na saliva dos voluntdrios, antes e apds a
suplementagdo de ferro, estdo apresentados na Tabela 1. Houve redu¢do na contagem de SM
em 50% da amostra, sendo uma redugdo na ordem de 100 vezes em 28,5% das criangas e de
10 vezes em 21,5% delas. Apos a aplicagdo do teste t para amostras pareadas (Tabela 1), esse

resultado apresentou-se no limite da significancia (p = 0,053).

Os resultados da avaliacdo de Ig A anti-mutans nas 14 criangas nos tempos t =0 e t = 60

dias estao apresentados na Tabela 1. Houve uma a redugdo de SM, observada através da
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reducdo de Ig A anti-mutans na saliva em 57% da amostra. Essa reducdo foi estatisticamente

significativa (p = 0,0165) quando aplicado o teste t para amostras pareadas.

Tabela 1: Resultados obtidos a partir da contagem das UFC em biofilme (UFC/mg),
saliva (UFC/ml) e Ig A anti-mutans nos tempos T=0 e T=60, em criancas com CPI e

anemia por deficiéncia de ferro (média+dp; n=14).

T=0 T =60
Biofilme (UFC/mg)* 2,734+0,59* 2,702+1,002
Saliva (UFC/ml)* 4,631+0,531° 4,194+0,907°
Ig A anti-mutans 1,621+1,38°¢ 0,715+0,89¢

Teste t para amostras pareadas; 0=0,05

Letras de tamanhos diferentes correspondem a diferengas estatisticamente significativas.
*Valores transformados em Log 10

*#* Densidade Optica

DISCUSSAO

No biofilme oral ndo foi encontrada reducao na quantidade de SM apods o periodo de
suplementagdo, apesar da concentracdo de ferro elementar usada na suplementagcdo das
criangas com anemia ter sido na dose de 25 mg/mL. Essa dose, correspondente a 25000 ppm,

é 350 vezes maior que a dose usada no estudo in situ de Pecharki et al.?*

e 250 vezes superior
a maior concentragio usada por Ribeiro et al.>! . Em ambos os experimentos, foi demonstrado
um efeito sobre SM presente em amostras de biofilme dental. O primeiro demonstrou um
efeito estatisticamente significativo anti-mutans a uma concentracdo de 70 ppm, enquanto o
segundo apresentou um efeito anti-mutans dose-dependente em concentragdes variando entre

1, 10 e 100 ppm de Fe num modelo de biofilme in vitro.

As diferencas encontradas entre os estudos supracitados e o presente experimento
clinico, relativas as amostras de biofilme, podem ser atribuidas a condigdes experimentais

distintas. No modelo de Pecharki et al.??

, a solucdo de sulfato ferroso era gotejada 8 vezes ao
dia, durante 15 dias, diretamente sobre o biofilme formado in situ. No estudo de Ribeiro et
al.?!, blocos com biofilme de SM eram mergulhados em uma solucdo de Fe™", durante 1
minuto, 2 vezes ao dia. O biofilme dental ¢ um material bioldgico que esta sempre sobre

renovagdo na cavidade oral, sujeito diretamente ao efeito de lavagem desempenhado pelo
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fluxo salivar, estando sob agregacio e desagregacio constante?’. No presente estudo, o ferro
disponivel na cavidade oral pode ndo ter sido observado no biofilme microbiano porque ele

era diferente daquele coletado antes do inicio do tratamento.

A saliva estimulada corresponde a uma amostra representativa da microbiota oral, ja
que a mastiga¢io remove os microrganismos do biofilme dental?®, justificando a escolha dessa
técnica para a coleta do material bioldgico.

A baixa sensibilidade da técnica de contagem direta das colonias de Streptococcus
mutans também pode ser um fator limitante dos resultados. Isso porque a quantificagdo das
UFC pode ndo ser exata, uma vez que em MSB ¢é possivel que crescam colonias de outros
microrganismos?®. Sugere-se que a confirmagio desse resultado seja feita utilizando a técnica
de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Outra explicacdo para os resultados da contagem de S. mutans pode ser devido a
diferencas no fluxo salivar, capacidade-tampao, composi¢ao da saliva ou a presenca de alto
nivel de lactato-metabolizagdo e base de geracdo de espécies bacterianas na placa dental®”. O
crescimento de microrganismos orais ¢ influenciado por uma variedade de fatores, tais como
temperatura, pH, disponibilidade de 4gua e nutrientes, anatomia das estruturas orais, potencial
de oxi-reducdo, fluxo salivar e substincias antimicrobianas’. Nesse sentido, em se tratando
de um estudo clinico, diversos fatores pertinentes ao hospedeiro podem ter influenciado
positiva ou negativamente na acdo do sulfato ferroso sobre as colonias de SM na populagao

avaliada, resultando em uma reducdo aquém daquela vista em estudos in vitro, in situ € em

animais manipulados e controlados laboratorialmente.

Os dados do presente estudo apontam para um efeito antimicrobiano do ferro a partir
das andlises salivares microbioldgicas e imunologicas. Apds a suplementacao de ferro, houve
uma redu¢do de pelo menos uma casa decimal na contagem de SM em 50% das criangas
(Tabela 2). Ainda que ndo se tenha mostrado diferenca estatistica, o valor de p ficou no limite
da significancia (p = 0,053). E possivel que o tamanho da amostra tenha sido fator limitante
para observacao desse efeito sobre a contagem de UFC. Todavia, os resultados da anélise
imunologica da saliva mostraram uma redugdo significativa dos anticorpos Ig A anti-mutans
60 dias ap6s o inicio da suplementagdo. Os achados sugerem uma reducdo a exposi¢cdo ao
antigeno do SM, dando suporte aos dados observados na andlise microbioldgica de redugdo da

quantidade de UFC na saliva.

A saliva ¢ fonte de diversos fatores de defesa, especificos e nao-especificos, sendo a
IgA o principal fator de defesa especifico da saliva’!. A Ig A presente na saliva humana ¢

capaz de inibir a aderéncia de Streptococcus 3 mucosa oral®’, como também a ligacio dessas
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bactérias aos dentes*?. Estudos anteriores observaram que baixos niveis de anticorpos Ig A

estavam associados a alta atividade ou susceptibilidade a carie’>**. H4 ainda estudos na
literatura que observaram um aumento do nivel de Ig A anti-mutans apds o tratamento da

doenca cérie®>°.

Recentemente, pesquisadores compararam a quantidade de Ig A anti-mutans em
amostras salivares de criangas cérie-ativas (CPOD>3) e criangas livres de carie (CPOD=0),
sendo observados maiores indices de Ig A anti-mutans a saliva das criangas carie-ativas. Esse
resultado foi atribuido a um mecanismo de defesa relacionado ao maior nimero de SM na
saliva das criangas carie-ativas’’. A reducdo dos niveis de Ig A anti-mutans observada no
presente estudo concorda com o resultado anteriormente encontrado, sugerindo que a reducao
de imunoglobulina A anti-mutans seja ocasionada pela redugcdo de SM — possivelmente

devido a suplementagdo do sulfato ferroso nessas criangas.

A concentracdo de ferro salivar varia de 0,1 a 1,0 uM dependendo do padrdo dietético
do individuo®®. Dados de um estudo piloto (n = 3) mostraram que a concentragdo salivar apds
a suplementacao de sulfato ferroso (25 mg/mL) apresentou-se em 300, 100 e 10 ppm Fe, nos
tempos de 5 minutos, 30 minutos e 24 horas, respectivamente. Esses dados demonstram que o
ferro possui uma alta substantividade, permanecendo em altas concentragdes horas depois de
aplicado na cavidade oral. O efeito anti-mutans aqui observado pode ser atribuido a essa alta

permanéncia do ferro na saliva.

CONCLUSAO

Os achados sugerem um efeito anti-mutans da suplementacdo de ferro na saliva das
criancas com anemia por deficiéncia de ferro e CPL. Todavia, mais estudos precisam ser
conduzidos para avalia¢do da durabilidade desses efeitos antimicrobianos e se esses achados

se refletirdo na atividade anti-cariogénica em longo prazo.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente, a associagdo entre infecgOes orais ¢ doengas sist€émicas tem sido alvo de
muitos estudos cientificos. Apesar de ainda ndo estar bem estabelecida na literatura,
evidéncias apontam para uma associagdo entre CPI e deficiéncia de ferro (SHAOUL et al.,
2012). Além de uma interagdo sistémica, a literatura apresenta estudos que reconhecem um
efeito anti-mutans de compostos a base de ferro (ROSALEN, PEARSON & BOWEN, 1996;
MIGUEL, BOWEN & PEARSON, 1997; DEVULAPALLE & MOOSER, 2001; BERLUTTI
et al., 2004; PECHARKI et al., 2005; WANG et al., 2012), sendo que o metal também ¢
relacionado a redu¢do da desmineralizacdo do esmalte (TORELL, 1988; PECHARKI et al,
2005; RIBEIRO et al., 2012).

E importante ressaltar que esses estudos foram realizados em animais, in vitro ou in situ,
determinando condigdes ideais de controle do experimento. Contudo, essas condigdes nao sao
observadas em estudos clinicos, onde ha, por exemplo, a atividade de limpeza exercida pelo

fluxo salivar (ERICSON & BRATTHALL, 1989).

Nossos resultados demonstraram efeito do ferro sobre a reducdo na contagem de
unidades formadoras de colonias de S. mutans, confirmado pela andlise imunoldgica do
anticorpo especifico para esse microrganismo. Nesse sentido, pode-se esperar que, em

condicdes ideais, esses efeitos fossem estendidos ao biofilme dental.
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APENDICE A — RESULTADOS DA ANALISE MICROBIOLOGICA EM BIOFILME
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APENDICE B — RESULTADOS DA ANALISE MICROBIOLOGICA EM SALIVA
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