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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 

deficiência de ferro é desconhecido. O objetivo do presente experimento clínico foi avaliar o 

efeito do sulfato ferroso sobre Streptococcus mutans (SM) presentes no biofilme dentário e na 

saliva de crianças com cárie precoce da infância (CPI). A amostra foi constituída por 14 

crianças com idade entre 36 e 71 meses diagnosticadas com anemia por deficiência de ferro 

(Hb < 11,0 g/dL ou ferritina sérica < 30 μg/L). Crianças portadoras doenças sistêmicas 

debilitantes e/ou que tinham feito tratamento para anemia por deficiência de ferro nos últimos 

seis meses antes da coleta de amostra foram excluídas. A suplementação foi realizada com 

sulfato ferroso (4mg/kg/dia) durante 60 dias. As amostras de biofilme e saliva foram coletadas 

antes do início da suplementação com o sulfato ferroso (baseline) e 60 dias após o início do 

tratamento. Realizou-se a quantificação das unidades formadoras de colônias (UFC) de SM 

nas amostras de biofilme (UFC/mg) e saliva (UFC/ml), bem como análise por densidade 

óptica de imunoglobulina A anti-mutans. Para comparação dos efeitos antes e após a 

suplementação foi usado o teste t  pareado (BIOESTAT 5.0), sendo o nível de significância 

fixado em 5%. A suplementação com sulfato ferroso não teve efeito sobre a redução da 

contagem de UFC de SM no biofilme (p = 0,4).  Nas amostras salivares foi observado que a 

redução na contagem de UFC de SM ficou no limite da significância (p = 0,053). Entretanto, 

observou-se redução dos anticorpos IgA anti-mutans entre baseline e 60 dias (p = 0,016). Os 

resultados desse estudo sugerem que a suplementação com sulfato ferroso tenha um efeito 

anti-mutans na saliva de crianças com CPI. 

Descritores: Sulfato ferroso; Streptococcus mutans; Imunoglobulina A; Ensaio Clínico 
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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 μg/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.  INTRODUÇÃO  

 

A anemia por deficiência de ferro representa a mais importante e severa deficiência 

nutricional no mundo atual e é considerada um dos principais problemas de saúde pública 

(WHO, 2008). É particularmente prevalente em crianças (WHO, 2001), atingindo sua máxima 

prevalência em populações de baixo poder aquisitivo (MANIOS et al., 2007; COLE et al., 

2010).   

Da mesma forma, a cárie em crianças se constitui num grave problema de saúde pública 

ao redor do mundo (BIRKELAND, HAUGEJORDEN & FEHR, 2000; STECKSÉN-

BLICKS, SUNNEGÅRDH & BORSSÉN, 2004; TOMAR & REEVES, 2009; BRASIL, 

2011).  Quando acomete crianças menores de 71 meses resultando em lesões, cavitadas ou 

não, é definida como Cárie Precoce da Infância (CPI) (AMERICAN ACADEMY OF 

PEDIATRIC DENTISTRY, 2002).  Assim como a anemia por deficiência de ferro, a cárie é 

mais prevalente em populações com menores indicadores sociais (DINI, HOLT & BEDI, 

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

 

Estudos de Associação: Cárie Precoce e Deficiência de Ferro 

Estudos de associação entre CPI e menores níveis de marcadores da anemia ferropriva 

têm sido mostrados na literatura. Neles, crianças com quadro grave de CPI (ceo > 6) 

apresentaram deficiência de ferro (CLARKE et al., 2006; SHAOUL et al., 2012). Há uma 

hipótese de que esse resultado esteja associado à redução do consumo de alimentos ricos em 

ferro ou devido à dor durante a mastigação (perda da função), ou à perda de sangue oculta, 

ocasionada por processo inflamatório e infecção local (SHAOUL et al., 2012). 

Uma outra hipótese é a de que esteja havendo um desequilíbrio na dieta, relacionado à 

maior ingestão de açúcar em vez de nutrientes importantes (JOYCE & GIBNEY, 2008; 

GIBSON & BOYD, 2009), entre eles o ferro (GIBSON & BOYD, 2009). Há evidências de 

que, assim como a CPI está claramente associada a uma maior ingestão de açúcares 

(ANDRESON et al., 2009; NUNES et al., 2012), a deficiência de ferro está associada a 

menor ingestão de micronutrientes (TYMPA-PSIRROPOULOU et al., 2005; MANIOS et al., 

2007).  
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Estudos in vitro 

  Há décadas, estudos observam que compostos à base de ferro possivelmente 

apresentam um efeito local na doença cárie (LACY, 1979; TORELL, 1988). Um dos 

pioneiros nessa linha de pesquisa foi TORELL (1988) que observou em ratos, utilizando 

microscopia eletrônica de varredura, análises de fluorescência de raios-X, microscopia 

eletrônica de transmissão e difração de elétrons, que íons de ferro apresentavam-se 

precipitados na superfície do esmalte como uma camada ácido-resistente, contendo cristais 

amorfos de hidróxido de ferro. Além disso, o ferro pareceu ser capaz de nuclear a formação 

de apatita, atuando como mediador da reposição dos minerais dissolvidos devido à 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 é possível inativar essa enzima a partir de uma reação oxidativa, a qual 

depende da disponibilidade do íon ferro na cavidade oral.  

BERLUTTI et al. (2004) observaram, em um estudo in vitro, que em uma saliva ferro-

deprimida (Fe3+ < 0,1 μM) havia aumento do agregado de Streptococcus mutans (SM) e 

formação do biofilme, sendo que na saliva rica em ferro (Fe3+ > 1 μM) esse efeito foi 

reduzido. 

Ao comparar diferentes concentrações de ferro (1, 10 e 100 ppm) sobre blocos de 

esmalte dentário bovino, RIBEIRO et al. (2012) evidenciaram um efeito dose-resposta 

inverso do ferro na contagem de SM. Além disso, o ferro em sua maior concentração 

demonstrou ser um inibidor da desmineralização tão eficaz quanto a clorexidina e o fluoreto 

de sódio, o que pode ter sido resultado da redução da colonização bacteriana. 

Ainda em 2012, WANG et al. avaliaram, in vitro, o efeito da disponibilidade do ferro 

na cavidade oral sobre a composição da microbiota local. A análise de PCR combinada à 

eletroforese em gel de gradiente desnaturante demonstrou uma mudança drástica na 

composição das espécies microbianas em amostras de saliva humana. À medida que o íon 

ferro era retirado do meio de cultura, havia uma proliferação de bactérias hemolíticas – entre 

elas, SM. 
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Estudos em animais 

Foi demonstrado, em ratos, que a atividade de bactérias cariogênicas 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 combinação do cobre, ferro e fluoreto co-cristalizados com a sacarose sobre o 

desenvolvimento da cárie, ROSALEN, PEARSON & BOWEN (1996) utilizaram um modelo 

experimental no qual ratos foram divididos em grupos que receberam variados padrões 

dietéticos relacionados aos íons em questão. Os resultados encontrados sugerem que 

combinações de cobre, ferro e flúor co-cristalizados com sacarose podem afetar a formação 

do ácido lático, reduzindo a colonização bacteriana e, consequentemente, o potencial 

cariogênico da sacarose. 

 Foi observado também que grupos de ratos expostos a frequências diárias distintas de 

ferro a 88 ppm co-cristalizado com sacarose tiveram padrões de desenvolvimento da doença 

cárie diferentes. Aqueles ratos alimentados mais vezes com ferro apresentaram redução 

significativa da incidência de cárie dentária em comparação àqueles ratos que não tiveram a 

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

ESGHI et al. (2012) analisaram histologicamente dentes de ratos submetidos uma 

dieta cariogênica, comparando aqueles que recebiam ferro na alimentação aos que eram ferro-

deprimidos. Observaram uma menor perda mineral nos ratos alimentados por uma dieta rica 

no íon, sugerindo que o sulfato ferroso reduz a progressão da cárie dentária 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 desmineralização do esmalte. 

Blocos de esmalte dental humano aplicados em dispositivos palatinos foram submetidos a 

diferentes tratamentos, entre os quais Fe++ em concentrações de 18 e 70 ppm. Foi observada 

uma redução das populações de SM no biofilme dental formado, além de um efeito do ferro 

sobre a desmineralização do esmalte dental dose-dependente. 

Considerando que crianças com CPI possuem maior prevalência 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 e em ensaios in situ, o presente estudo foi conduzido a 
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fim de avaliar o efeito da suplementação via oral de sulfato ferroso sobre os SM no biofilme 

dental e saliva de crianças com deficiência de ferro e CPI. 
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2. CAPÍTULO I 
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** Medicamento distribuído nas Unidades Básicas de Saúde pelo Governo Federal  

Resumo 

O ferro pode ter um efeito antibacteriano sobre Streptococcus mutans (SM), mas isso 

só foi demonstrado em experimentos in vitro, in situ ou em animais. O objetivo do presente 

estudo foi avaliar o efeito da suplementação com sulfato ferroso sobre a contagem de SM no 

biofilme e na saliva de crianças com anemia por deficiência de ferro (ADF) e cárie precoce da 

infância (CPI). Quatorze crianças com ADF (hemoglobina < 11,0 g/dL e ferritina sérica < 

30µg/L) e CPI foram suplementadas com sulfato ferroso (4 mg/kg) durante 60 dias. Biofilme 

e saliva foram coletados antes da suplementação e 60 dias após o início do tratamento. As 

amostras foram analisadas a partir da contagem de unidades formadoras de colônias (UFC) de 

SM e imunoglobulina A anti-mutans. A suplementação com sulfato ferroso não mostrou 

efeito sobre biofilme dental (p = 0,4) e ficou no limite da significância em relação às amostras 

salivares (p = 0,053) em relação à contagem unidades formadoras de colônias de S. mutans. 

Entretanto, houve uma redução significativa de Ig A anti-mutans salivar (p = 0,0165), 

confirmando a redução da exposição ao antígeno relacionado. Os resultados obtidos a partir 

da análise imunológica sugerem que a suplementação com sulfato ferroso tenha efeito sobre 

colônias bacterianas presentes na saliva de crianças com ADP e CPI.  

 

Descritores: Anemia por deficiência de ferro; Cárie dentária; Sulfato ferroso; Imunoglobulina 

A; Ensaio Clínico. 
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INTRODUÇÃO 

 

 A anemia por deficiência de ferro (ADF) é a consequência da carência de ferro devido 

à síntese de hemoglobina1. Representa a mais importante e severa deficiência nutricional no 

mundo atual e é considerada um dos principais problemas de saúde pública2. Atingindo sua 

máxima prevalência em populações de baixo poder aquisitivo3, é particularmente prevalente 

em crianças4.  Da mesma forma, a cárie em crianças se constitui num grave problema de 

saúde pública ao redor do mundo5, 6.  

A cárie é uma doença multifatorial cujo maior fator contribuinte é a saliva. 

Componentes salivares como fluxo, viscosidade e capacidade-tampão desempenham o maior 

papel na prevenção, início e progressão da doença cárie. Esses fatores ajudam na prevenção 

da cárie devido ao seu efeito antibacteriano7.  Quando acomete crianças menores de 71 meses 

resultando em lesões, cavitadas ou não, é definida como Cárie Precoce da Infância (CPI)8.  

Assim como a anemia por deficiência de ferro, a cárie é mais prevalente em populações com 

menores indicadores sociais9. 

Estudos de associação entre CPI e menores níveis de marcadores da anemia ferropriva 

têm sido mostrados na literatura. Neles, crianças com quadro grave de CPI (ceo > 6) 

apresentaram deficiência de ferro10,11.  

A razão para esses achados poderia estar numa dieta desequilibrada: maior ingestão de 

açúcar em vez de nutrientes importantes12,13, entre eles o ferro13. Assim como a CPI está 

claramente associada a uma maior ingestão de açúcares14,15, a deficiência de ferro está 

associada à menor ingestão de micronutrientes3,16. 

Compostos à base de ferro tem mostrado um possível efeito local na doença cárie, 

agindo no fenômeno da des-remineralização17,18. Ademais, estudos in vitro e experimentos 

com animais mostraram o efeito do ferro na redução de Streptococcus mutans (SM), que são 

os principais microrganismos relacionados à etiologia da doença cárie19-22. 

Em um modelo in situ também foi observada uma redução das populações de SM no 

biofilme dental formado sobre os blocos tratados com sacarose Fe++ a 70 ppm co-cristalizado 

com sacarose, sugerindo que esse íon pode reduzir o potencial cariogênico da sacarose. Nesse 

estudo também foi demonstrado um efeito anticárie do Fe++ naquela dose, sendo sugerido que 

esse pareceu estar relacionado à redução das populações de SM no biofilme dental formado23. 

Estudos anteriores já mostraram um efeito anti-mutans em concentrações do íon ferro 

entre 70 e 151 ppm19,21,23 e a resposta parece ser dose dependente21,23. Pressupõe-se aqui que, 
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durante a suplementação para tratamento da ADF, esse efeito anti-mutans possa ser 

observado, haja vista que a concentração do ferro elementar no suplemento utilizado para o 

tratamento da ADF é em torno de 25000 ppm.  

Considerando que crianças com CPI possuem maior prevalência de anemia por 

deficiência 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 suplementação com sulfato ferroso 

sobre os SM na saliva e no biofilme dental de crianças com anemia por deficiência de ferro e 

CPI. 

 

METODOLOGIA 

 

Delineamento Experimental  

 O presente estudo clínico foi realizado em quatro etapas: T1 - diagnóstico de cárie 

precoce da infância e seleção aleatória da amostra; T2 - coleta baseline de amostras salivares 

e de biofilme para análise baseline microbiológica e imunológica; T3 - coleta e análise 

microbiológica e imunológica das amostras de saliva e biofilme 30 dias após o início da 

suplementação com sulfato ferroso; T4 - coleta e análise microbiológica e imunológica das 

amostras de saliva e biofilme 60 dias após o início da suplementação com sulfato ferroso.  

 A análise microbiológica foi realizada imediatamente após a coleta das amostras, 

enquanto amostras salivares foram armazenadas para posterior análise dos níveis de Ig A anti-

mutans.  

Para o cálculo do tamanho da amostra, realizou-se um estudo piloto com cinco 

crianças. A partir da média (0,9) e o desvio-padrão (1,21) das diferenças da variável Ig A anti-

mutans na saliva antes e depois da suplementação com o ferro, foi considerado o poder do 

teste 90% e α = 0,05. O n alcançado foi igual a 8 voluntários que, acrescido um valor de 20% 

de perdas, totalizou uma amostra composta por 10 crianças. 

 

Questões Éticas e Amostragem 

O presente estudo clínico foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital 
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Universitário da Universidade Federal do Maranhão - UFMA (Protocolo nº 33104-019/2007). 

A participação de todas as crianças foi autorizada previamente pelos pais/responsáveis através 

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

As crianças foram recrutadas em treze creches/escolas comunitárias, selecionadas por 

conveniência nos diferentes distritos sanitários do município de São Luís, Maranhão, Brasil. 

Todas as crianças matriculadas nas creches e escolas foram convidadas a participar do estudo. 

Foram elegíveis crianças com no máximo 71 meses de idade e dentição decídua composta 

pelos quatro segundos molares. Foram excluídas crianças com doenças sistêmicas debilitantes 

e que tinham feito tratamento de deficiência de ferro nos últimos seis meses antes da coleta de 

dados. Em seguida, foi realizado um tratamento pré-experimental para atividade da doença 

cárie: orientação sobre higiene oral e disponibilização de creme dental fluoretado a 1100 ppm 

a todas as crianças. 

 Após um mês, realizou-se um novo exame clínico e as crianças que permanecerem 

em atividade de cárie foram selecionadas para a etapa seguinte de coleta de sangue para o 

diagnóstico da anemia. 

As crianças diagnosticadas com deficiência de ferro foram encaminhadas para o 

pediatra e receberam o tratamento adequado para a doença. Aquelas com cárie foram 

encaminhadas para a clínica de Odontopediatria da Universidade Federal do Maranhão. 

 

Diagnóstico de Cárie e Deficiência de Ferro 

  Um examinador calibrado (k > 0,8) realizou o exame clínico com auxílio de espelho 

bucal e sonda exploradora. Foram diagnosticadas as lesões cariosas ativas24 e, em seguida, 

realizados os exames de sangue para posterior avaliação por médico pediatra.  As crianças 

foram consideradas anêmicas quando os níveis de hemoglobina no sangue estavam abaixo de 

11 g/dL3. O médico, em seguida, prescreveu a suplementação para aquelas crianças que 

precisavam do tratamento. 

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

diagnóstico de cárie precoce e de anemia.  
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Tratamento para Deficiência de Ferro 

 Após a pesagem das crianças, o pediatra prescreveu sulfato ferroso (FeSO4) 125 

mg/mL, correspondendo a 25 mg de ferro elementar, segundo informado pelo fabricante 

(Masferol, Natulab – Santo Antônio de Jesus, Bahia, Brasil***). Durante a semana, as crianças 

eram suplementadas na escola por suas professoras e, aos finais de semana, a suplementação 

era realizada em casa pelos responsáveis. Os responsáveis foram orientados a darem o sulfato 

ferroso puro para as crianças, a uma dose de 4 mg/kg/dia. As crianças não deveriam beber 

água ou alimentar-se por pelo menos trinta minutos após a suplementação, a fim de prolongar 

a permanência do Fe++ na cavidade oral. 

 

Coleta de material biológico 

 As amostras de biofilme e saliva eram coletadas entre as 7 e 9 horas da manhã, com as 

crianças em jejum. A coleta foi realizada após um intervalo mínimo de 8 horas desde a última 

suplementação. As mães eram orientadas a não escovar os dentes dos seus filhos, nem na 

noite anterior à coleta, nem na manhã 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 regiões diferentes da cavidade oral. 

Coletou-se uma amostra pré-tratamento (baseline) e outra 60 dias após o início da 

suplementação. A coleta de biofilme foi realizada por meio de curetas dentinárias estéreis, 

armazenando-o em eppendorfs previamente esterilizados. Mantidas sob refrigeração, as 

amostras eram encaminhadas para o Laboratório de Microbiologia da Universidade Federal 

do Maranhão. 

 

Coleta de saliva 

 A saliva estimulada foi coletada em dois tempos distintos: 0 (baseline – antes da 

suplementação com sulfato ferroso) e 60 dias após o início da suplementação. Esse 

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

                                            
** Medicamento distribuído pelo Governo Federal 
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estéreis para armazenamento do material. Após a coleta, as amostras foram levadas sob 

refrigeração para o Laboratório de Microbiologia Oral da Universidade Federal do Maranhão.   

 

Análise Microbiológica 

 No laboratório de microbiologia, as amostras de biofilme eram imediatamente pesadas 

em balança analítica para a utilização do peso como fator de correção das diferentes 

quantidades amostras de biofilme coletadas.  

 As amostras de biofilme e saliva foram submetidas à diluição decimal em série até 10-5 

com solução salina estéril (0,9% NaCl). Alíquotas de 25 μL de cada diluição foram semeadas, 

em duplicata, em placas Petri contendo meio de cultura Ágar Mitis Salivarius (MSA) (Difco-

BD, Sparks, Maryland, EUA), suplementado com sacarose a 20%, 0,2 unidades/mL de 

bacitracina e telurito de potássio a 1% (MSB)25 para contagem de SM. As placas foram 

incubadas em jarras para microaerofilia (Probac, São Paulo, SP, Brasil) durante 48h a 37°C. 

Após a incubação, o número de unidades formadoras de colônias (UFC/mg de biofilme e 

UFC/ml de saliva) foi determinado por um único examinador cego por meio da técnica de 

contagem padrão de colônias de SM viáveis em microscópio estereoscópico. Três colônias 

foram selecionadas para avaliação da morfologia celular (fenotipagem) e por coloração de 

Gram. 

 

Análise imunológica 

 Níveis de Imunoglobulina A anti-Streptococcus mutans salivares foram determinados 

por Enzyme-linked immunosorbent  assay (ELISA), como previamente descrito26. Para tal, 

usaram-se placas de microtitulação com 96 poços (NUNC, Roskilde, Denmark). A cada poço, 

foram adicionados 200 μL de Ig A de cabra anti-Ig A humana (Sigma-Aldrich, St Loius, 

Missouri, USA) diluído na concentração de 1/1000 em solução tampão carbonato-bicarbonato 

(pH 9,6). As placas foram incubadas por 18 horas a 4°C. A seguir, os poços passaram por 

lavagem tripla em solução salina tamponada com fosfato (PBS; pH = 7,2) com adição 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 poço foi adicionado, em duplicata, 

200 µL de amostra salivar diluída na proporção de 1:10 em PBS, para que as placas fossem 

incubadas por 2 horas à temperatura ambiente (± 25°C). 
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 As placas foram lavadas e, logo em seguida, adicionou-se 200 µL de anticorpo anti-Ig A 

humana conjugado a fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich, St Loius, Missouri, USA), diluído a 

1/500 em PBS-T a cada um dos poços. As placas foram incubadas novamente por 2 horas em 

temperatura ambiente e, depois, lavadas três vezes com PBS-T. A cada poço foi adicionado 

200 µL de uma solução de p-nitrofenilfosfato (Sigma-Aldrich, St Loius, Missouri, USA; 

pNPP) e as placas foram incubadas por mais 30 minutos à temperatura ambiente, observando 

sempre a mudança de cor característica desta reação. O bloqueio desta foi realizado com a 

adição de 50 µL de NaOH 1N (Sigma-Aldrich, St Loius, Missouri, USA) a cada um dos 

poços. A densidade óptica foi mensurada em leitor ELISA com filtro de 405 nm de 

comprimento de onda. 

 

Análise estatística 

 Para as análises, utilizou-se o software BIOESTAT 5.0, sendo o nível de significância 

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 comparação das 

médias da contagem de S. mutans (biofilme e saliva) e no Ig A anti-mutans salivar, antes e 

após 60 dias da suplementação usando-se teste t para amostras pareadas.  

 

RESULTADOS 

 

 Não houve redução 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 voluntários, antes e após a 

suplementação de ferro, estão apresentados na Tabela 1. Houve redução na contagem de SM 

em 50% da amostra, sendo uma redução na ordem de 100 vezes em 28,5% das crianças e de 

10 vezes em 21,5% delas. Após a aplicação do teste t para amostras pareadas (Tabela 1), esse 

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

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

dias estão apresentados na Tabela 1. Houve uma a redução de SM, observada através da 
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redução de Ig A anti-mutans na saliva em 57% da amostra. Essa redução 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 crianças com CPI e 

anemia por deficiência de ferro (média±dp; n=14). 

 
T = 0 

 

T = 60 

 

Biofilme (UFC/mg)* 2,734±0,59a 2,702±1,00a 

Saliva (UFC/ml)* 4,631±0,531b 4,194±0,907b 

Ig A anti-mutans 1,621±1,38c 0,715±0,89C 

Teste t para amostras pareadas; α=0,05 
Letras de tamanhos diferentes correspondem a diferenças estatisticamente significativas.  
*Valores transformados em Log 10 
** Densidade Óptica 
 

 

DISCUSSÃO 

 

 No biofilme oral não foi encontrada redução na quantidade de SM após o período de 

suplementação, apesar da concentração de ferro elementar usada na suplementação das 

crianças 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.23 e 250 vezes superior 

à maior concentração usada por Ribeiro et al.21 . 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 concentração de 70 ppm, enquanto o 

segundo apresentou um efeito anti-mutans dose-dependente em concentrações variando entre 

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

 As diferenças encontradas entre os estudos supracitados e o presente experimento 

clínico, relativas às amostras de biofilme, podem ser atribuídas a condições experimentais 

distintas. No modelo de Pecharki et al.23, a solução 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.21, blocos com biofilme de SM eram mergulhados em uma solução de Fe++, durante 1 

minuto, 2 vezes ao dia. O biofilme dental é um material biológico que está sempre sobre 

renovação na cavidade oral, sujeito diretamente ao efeito de lavagem desempenhado pelo 
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fluxo salivar, estando sob agregação e desagregação constante27. No presente estudo, o ferro 

disponível na cavidade oral pode não ter sido observado no biofilme microbiano porque ele 

era diferente daquele coletado antes do início do tratamento.  

 A saliva estimulada corresponde a uma amostra representativa da microbiota oral, já 

que a mastigação remove os microrganismos do biofilme dental28, justificando a escolha dessa 

técnica para a coleta do material biológico. 

 A baixa sensibilidade da técnica de contagem direta das colônias de Streptococcus 

mutans também pode ser um fator limitante dos resultados. Isso porque a quantificação das 

UFC pode não ser exata, uma vez que em MSB é possível que cresçam colônias de outros 

microrganismos28. Sugere-se que a confirmação desse resultado seja feita utilizando a técnica 

de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). 

 Outra explicação para os resultados da contagem de S. mutans pode ser devido a 

diferenças no fluxo salivar, capacidade-tampão, composição da saliva ou à presença de alto 

nível de lactato-metabolização e base de geração de espécies bacterianas na placa dental29. O 

crescimento de microrganismos orais é influenciado por uma variedade de fatores, tais como 

temperatura, pH, disponibilidade de água e nutrientes, anatomia das estruturas orais, potencial 

de oxi-redução, fluxo salivar e substâncias antimicrobianas30. Nesse sentido, em se tratando 

de um estudo clínico, diversos fatores pertinentes ao hospedeiro podem ter influenciado 

positiva ou negativamente na ação do sulfato ferroso sobre as colônias de SM na população 

avaliada, resultando em uma redução aquém daquela vista em estudos in vitro, in situ e em 

animais manipulados e controlados laboratorialmente. 

 Os dados do presente estudo apontam para um efeito antimicrobiano do ferro a partir 

das análises salivares microbiológicas e imunológicas. Após a suplementação de ferro, houve 

uma redução de pelo menos uma casa decimal na contagem de SM em 50% das crianças 

(Tabela 2). Ainda que não se tenha mostrado diferença estatística, o valor de p ficou no limite 

da significância (p = 0,053). É possível que o tamanho da amostra tenha sido fator limitante 

para observação desse efeito sobre a contagem de UFC. Todavia, os resultados da análise 

imunológica da saliva mostraram uma redução significativa dos anticorpos Ig A anti-mutans 

60 dias após o início da suplementação. Os achados sugerem uma redução à exposição ao 

antígeno do SM, dando suporte aos dados observados na análise microbiológica de redução da 

quantidade de UFC na saliva.  

 A saliva é fonte de diversos fatores de defesa, específicos e não-específicos, sendo a 

IgA o principal fator de defesa específico da saliva31. A Ig A presente na saliva humana é 

capaz de inibir a aderência de Streptococcus à mucosa oral30, como também a ligação dessas 
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bactérias aos dentes32. Estudos anteriores observaram que baixos níveis de anticorpos Ig A 

estavam associados à alta atividade ou susceptibilidade à cárie33,34. Há ainda estudos na 

literatura que observaram um aumento do nível de Ig A anti-mutans após o tratamento da 

doença cárie35,36. 

 Recentemente, pesquisadores compararam a quantidade de Ig A anti-mutans em 

amostras salivares de crianças cárie-ativas (CPOD≥3) e crianças livres de cárie (CPOD=0), 

sendo observados maiores índices de Ig A anti-mutans a saliva das crianças cárie-ativas. Esse 

resultado foi atribuído a um mecanismo de defesa relacionado ao maior número de SM na 

saliva das crianças cárie-ativas37. A redução dos níveis de Ig A anti-mutans observada no 

presente estudo concorda com o resultado anteriormente encontrado, sugerindo que a redução 

de imunoglobulina A anti-mutans seja ocasionada pela redução de SM – possivelmente 

devido à suplementação do sulfato ferroso nessas crianças. 

 A concentração de ferro salivar varia de 0,1 a 1,0 μM dependendo do padrão dietético 

do indivíduo38. Dados de um estudo piloto (n = 3) mostraram que a concentração salivar após 

a suplementação 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 concentrações horas depois de 

aplicado na cavidade oral. O efeito anti-mutans aqui observado pode ser atribuído a essa alta 

permanência do ferro na saliva. 

 

CONCLUSÃO 

 

 Os achados sugerem um efeito anti-mutans da suplementação de ferro na saliva das 

crianças com anemia por deficiência de ferro e CPI. Todavia, mais estudos precisam ser 

conduzidos para avaliação da durabilidade desses efeitos antimicrobianos e se esses achados 

se refletirão na atividade anti-cariogênica em longo prazo.    
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3. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 Atualmente, a associação entre infecções orais e doenças sistêmicas tem sido alvo de 

muitos estudos científicos. Apesar de ainda não estar bem estabelecida na literatura, 

evidências apontam para uma associação entre CPI e deficiência de ferro (SHAOUL et al., 

2012). Além de uma interação sistêmica, 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 é 

relacionado à redução da desmineralização do esmalte (TORELL, 1988; PECHARKI et al., 

2005; RIBEIRO et al., 2012).  

 É importante ressaltar que esses estudos foram realizados em animais, in vitro ou in situ, 

determinando condições ideais de controle do experimento. Contudo, essas condições não são 

observadas em estudos clínicos, onde há, por exemplo, a atividade de limpeza exercida pelo 

fluxo salivar (ERICSON & BRATTHALL, 1989). 

 Nossos resultados demonstraram efeito do ferro sobre a redução na contagem de 

unidades formadoras de colônias de S. mutans, confirmado pela análise imunológica do 

anticorpo específico para esse microrganismo. Nesse sentido, pode-se esperar que, em 

condições ideais, esses efeitos fossem estendidos ao biofilme dental.  
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APÊNDICE A – RESULTADOS DA ANÁLISE MICROBIOLÓGICA EM BIOFILME 
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APÊNDICE B – RESULTADOS DA ANÁLISE MICROBIOLÓGICA EM SALIVA 
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bucal. 

Após ter todas as dúvidas esclarecidas pelo pesquisador responsável você deve assinar no campo abaixo e, a 
seguir receberá uma cópia deste documento.  
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