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INTRODUCAOQ

A carie e a doenéa periodontal, doencgas de grande pre
valéncia no homem; levaram os pesquisadores, nos ultimos anos, a
estudar com mais énfase esses dois problemas. A cdrie dentiria
€ uma doenga infecciosa, transmissivel, com uma alta taxa de mor
bidade. As inUmeras pesquisas mos traram que‘ela permanece entre
uma das doencas de mais alta incidencia, ficando a dbenga perio
dontal em segundo lugar. ’

Nos @ltimos anos a discussdo tem sido voltada ao compro
metimento bacteriano na doencga periodontal, relacionada a placd‘
‘dental; calculo dental, endoxina, produtos catabolicos e eniﬁmig
como fatores de agressao ao periodonto humano.. O calculo dentél
se quma a partir da mineralizacao da placa dental, e o seu desen
volvimento assemelha-se ao de outras calcificacdes biologicas. O
mineral organico deposita-se nos aentes e subseqlientemente se mi
neraliza atravésida incorporacao ae sais organicos do liquido bu
cal e do soro. Se o acumulo do material organico for evitado,
nénhum calculo se desenvolvera. No desenvolvimento do osso, da
dentiha‘e do esmalte, a matriz orgénica parece ser secretada por
um tipo de célula e a calcificagdo procede de forma ordenada. No
desenvolvimento do calculo, a matrii e aparentemente derivada de
varias fontes, incluindo bactérias, saliva, soro, células .epite
liais, leucocitos e dieta nao ingerida.

A ecologia da cavidade oral tem merecido intmeros estu
dos, e cénsiderando a importancia dos microrganismos na formagao

da placa dental e na sua evolugdo para o calculo dental, e consi’

derando, ainda, o papel deste na etiologia da doenga, o presente
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trabalho .tem como objetivo estudar a microbiota do sulco gengival

humano, com énfase no papel dos bastonetes Gram positivos facul

tativos, que apresentam potencial de calcificagdo e a sua sensi
1

bilidade a clorhexidina.



REVISAO DA LITERATURA

Desde ha muito os pesqﬁisaddres tem dirigido seus estu
dos no sentido de definir o mecanismo de formagao, a composigao
quimica e mesmo a possibilidade de inibigdo da formacao do calcu
lo dental.

MUhlemann.(1968) definiu o calculo dental como sendo o
resultado da mineraiizagéo'da placa dental.

0 calculo dental, também chamado tartaro, € considerado
um dos fatores etioldgicos da doencga perioddntal. Os estudos epi.
demioldgicos tém indicado uma relacgdo positiva entre ambos. Esta
rela§§o € devida essencialmente a irritac¢io mecdnica e aos produ
tos bacterianos formados na placa (Greene, 1963; Theilade, 1964),

Bernir apud Prichard (1971), sustenta queva formagao do
calculo & conseéuéncia e nao causa da inflamacao gengival, e que
' ~a inflamagao sémbre existe, inclusive em gergivas clinicamente
Inormais. Prichard (1971) afirma que o calculo n3o € o fator pri
'mério ou essencial na etiologia periodontal. Marcos (1977), con
‘athdo; discorda déssas informacoes afirmando que a importancia do
calculo reside na sua capacidade de reter ou fi#ar a placa, per
petuando a doen§a periodontal. ‘ |
i A composi¢do quimica do célcﬂlo € variavel, contudo a
anilise quimica tem mostrado que hévpredominéncia de cerca de 80%
de substﬁncia}miheral, contendo calcio e fosforo, 20% de agua e
constituintes organicos.

;_ Glock § Murray (1938) encontraram uma variagdo na taxa
:de cilcio e f6sfofo, numa razao entré 1,29 e 1,59, em especimes

individuais de calculos. BEssa variagdo tornou-se evidente atra

vés da técnica de difracdo do RX do céléﬁlohdentgl.



Rowles (1964), estudando o calculo dental pela difﬁ@éo
“do RX, identificou diferentes formas cristalinas de.fosfato_ de
calcio. Quatro foram'aé-formas cristalinas identificadas: hidro
xiapatita, fosfato octacdalcio, "whitlockite" (ou fosfato beta tri
calcio) e bruxita.

Na Tabela 1, foi dada a formula de cada uma das amostras
e a taxa molar de calcio e fosforo. A hidroxiapatita tem uma ta
xa mais alta, ou sejaa de 1,67, e a bruxita & a mais baixa e »é
igual a 1,00; a mistura dessas quatro amostras pode dar uma taxa
de 1,24 a 1,59, encontrada para amostra individual de calculo,.

. por Glock & Murray (1938).

TABELA 1*

COMPONENTE FORMULA** i RAZAO MOLAR CA/P
Hidroxiapatita CalO(OH)Z(PO4)6 | 1,67
'”Whitlockite”_ CaS(PO4)2 1,50
. Fosfato octacalcio - Ca4(HPO4)(PO4)2 1,33
“Bruxita CaHPO4 1,00

i * Adaptada de Rowles (1964)
** A agua de hldratagao nao esta incluida na formula
Grande nimero de amostras de calculo foram coletadas
por Rowles (1964), durante varios anos. Ele fez uma média rela
tiva da abundﬁncia de cada forma, variando com a idade e 1locali

'zagao do calculo e os resultados obtidos sao dados na Tabela 2.

TABELA 2*

COMPONENTE - PREVALENCIA $ ABUNDANCIA AREAS R ke

. . . por toda a =

Hidroxiapatita 99,5 55,3 denticao nao
"Whitlockite" 80,7 24,2 posterior aumenta

s _ anterior =

-Fosfato octacalcio 94,8 20,0 superior nao
Bruxita 43,6 8,9 . éanterior decresce

inferior

- = TANNL AN
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O percentual de prevaléncia, dado na Tabela 2, & a ilus
tragao do féto de que estas amostras de calculo dental apresentam
geralmehte trés ou, quase éempre, as quatro formas do fosfato de
calcio. E o némero da média de abundancia ndo conduz a grande
Vériagéo na composigio que € encontrada entre as amostras indivi
duais.

A hidroxiapatita, encontrada na caicificagéo normal do
corpo, estava presente em todas as amostras, sendo o.maior compo
nente. ’

0 "whitlockite" foi mais abundante do que o fosfato oc
tacalcio, mas ocorreu ﬁenos freqllentemente e € encontrado geralf
mente na regiao posterior. ' - Vi

A descoberta do fosfato octacdlcio deu-se no cilculo
dentqi e esté.presente em muitas amostras, mas em proporgéb mais
baixa.

A bruxita € uma forma bém cristalizada do fosfato de
calcio sécundérid'e, em contraste;_ocorreu em menos da metade das
_amostras:e, em média, compreende menos do que um décimo do fosfa
td de calcio presente, sendo mais comum na regiao anterior infgf
rior. |

Nas caicificagaes precoces da placa, o mineral tem si
do evidenciado pela técnica de difrégio'de RX e contém principal
mente criétais de bruxita e pouca quantidade de cristais de apa
tita e fosfato de calcio (Schroeder.a Bambauer, 1966 ; Kaufman §
Kleinberg, 1973).

Foi observado por Rowles (1964) que a bruxita €& mais
'comum em cél;ulo supragengival. O calculo subgengival cont_ém maior
concentragao de "whitlockite'" do que o supragengival, o ﬁue, pro

vavelmente, € o resultado da maior concentragdo do magnésio pre
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sente no fluido gengival. O que indica ser a "whitlockite" um
préduto caracteristico do calculo maduro, poiS ndo € encontrado
com freqiiéncia no calculo jovem. Schroeder & Bambauer (1966) com
provaram os achados de Rowles (1964), confirmando a presenga de
bruxita em calculo supragengival jovem, ao contrario da "whitlo
ckite'". Schroeder § Bambauer (1966) observaram que, a medida que
a placa envelhece, o depdsito de bruxita diminui e o de hidroxia
patita, fosfato octacélcio;e "whitlockite"'aumenta. Assim pode-se
perguntar se a bruxita seria uma precursora da hidnndapafita, de
fosfato octacdlcio e da "whitlockite'. : Sl

E conhecido, pelos estudos "in vitro', que a bruxita”.
tende a crescer na forma metaestavel e pode'ser transformada’ em
fosfatd octacalcio, em meio aquoso, na.tempefatura entre 37°C ‘e
»40°C, quando o pH € ajustado entre'(.),z e 7,0 (Newesely apud Newesely,
19685. 0 fosfatp.octacéléio € estavel "in vitro"§ entreténto, se
o pH & aumentado, ou se o fllhor € adicionado proporcionaimente
entre 10 e 100 ppm, o fosfato octacialcio & transfbfmado em hidro
xiapatita, enquanto a bruxita nao é sensivel ‘a presenga do flUor

'(Newesely apud Newesely, 1968). Por outro lado, se o sistema "in
» yitro” contendo bruxita, € suplementado com magnésio, ela se trans
forma ém’”whitloqkite", em vez de fosfato octacalcio (Trauti G‘
Zapanta - Legeros apud Schroeder §& Bémbauer, 1966). Assim, podeﬁe‘
realménté'afirmar qﬁe a bruxita & precufsora do fosfato octacal
cio, da hidfokiapatita e da "thtlockite".

| Little et af. (1966) observaram que o contetdo em N e
a composigéo de aminoacido do calculo de diferentes areas dos den
‘tes variém, enquanto que o conteudo de carboidrato foi i?lativg,

mente constante. N3o € possivel identificar a matriz dol calculo

com qualauer composto duimico. o que nao € surpreendente. uma vez
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que consiste de materiais derivados da saliva e das bactérias an
fibionticas.

' A matriz organica & composta principalmente de proteina

e contém cerca de'12-20% de carboidrato, incluindo 6% de varias
hexoses, 4% de fucose (Hampar ef. af., 1961; Little et af., 1961).

E interessante notar que entre os carboidratos estao
presentes o acido éondrointim sulfurico, acido hialuronico e o
sulfato de heparina, substancias nao enconfradas na saliva e nem
na placa, mas que estao presentes na gengiva. |

A ocorréncia de 3% de lipidio no calculo sugere uma ori
gem bacteriana, visto que esta_conéentragéo € maior do que aquela”
verificada na saliva, Osuoji & Rowles (1972). Vi

Mandel (1963) dembnstrou que-todos 0s carboidratos da
matriz do calculo, exceto arabinose{ xilose e ramnose, e€stao pre
sentes também na mucina salivar. A autor também detectou a pfg
senca de acido sialico, arabinose e xilose no calculo suprégeng}
val, e assim confirma que a matriz do cdlculo € de origeﬁ micro
biana. E interessante notar que foiAidentificada, na saliva das
glandulas parotidas e submaxilares, a presenca da glicose, gaiag-
tose, fucose, hexosamina e acido sialico. A xilose e ramnose so
mente foram encontradas na saliva da glandula submaxilar e a ara
binose na parede da célula bacteriana. Little et af. (1966) con
firmam os échado§ de Mandel (1963) elobéervaram que a composigao
do cdlculo varia nas diferentes ireas dos dentes. Os autores con
cluiram QUe a matriz do calculo era semelhante a matriz da placa.
Middletoﬁ apud Dawes & Shaw (1968) mostrou que as bactérias da
placa, realmente, degradam a fucose das glicoproteinas sa%ivams,
e isto & possivel, desde que a proteina permaneca na plaéa.

Segundo Liftle et al. (1963), a quéntidade de Ca e P,

-

em placas pré-calculo, aumenta rapidamente com o tempo. Em 1966 Little



_ g
et al. mostraram que o material cristalino do calculo contém, prima
riamente, fosfato de calcio, em cerca.de 30-35% de Ca e 15-18% de
P. A relagao Ca/P varia de 1,75;2,00, dependendo da idade e da
}ocalizagﬁo do calculo. ‘

Schroeder (1963), estudando a formacgao de depGSifo su
pragengival, em folhas de.prata, ligadas a superficie lingual dos
incisivosléentrais inferiores, durante 12 dias, determinou que a
taxa de formacao de deposito variou individualmente, mas indicou,
na media, uma progressao linear. | |

0 iconteiido de cidlcio e fosforo, nas cinzas, aumentou,
proporcionai%ente,de dois para trés dias de‘dep651to evfoi relatif
vamente alto? A composigéq quimica da placa coletada em folha ou
diretamente da superficie do dente sao similares. -

Liftle & Hazen (1964), comparando a§ concentracoes de
CaeP do_célculo marginal, supragengival e subgengival profundo,
concluiram que eles .possuem maior éoncentragﬁo de Ca, nao séndo
evidenciadas aiferengas nas concentragoes de fosfato. As relagdes
de Ca/P determinadas péra.o calculo subgengi§;1 profundo, supragen
giﬁal e marginal, foram 2,04; -1,75 e.1,89, respectivamente.

As concentracoes de fluoreto sao bastante elevadas no

célculo, sendo varias vezes maiores do que na placa e na saliva.
As concentracoes de Mg++ podem alcangaf ate 0,9%.
— Em/9964,8chrqeder observou que os.menorgsl cristais de
apatita, em fofﬁa de agulha ou sémelhan&s a folha, sao concentrados
dentro da célﬁla bacteriana, ao passojque cristais maiores, agrega
dos aos fragmentos pobremente formados, estao imprensados entre as
células descalcificadas (Figura 1).

New;sdbr (1968) citou em seﬁ trabalho que a maioria dos
miéroscopispaé eletronicos tem observado nas regioes ndnefaiiiadas

da placa, cristais em forma de agulha, cristais de forma volumosa



© FIGURA-1

Bruxita ' Fosfato Octacdicio o T

Hidroxiapatita Whitlockite

‘Adaptada de Newesely (1968)



- 11 -
(isométrica) e cristais lameliformes ou varios desses tipos ao
mesmo tempo. E observou que o cristal de fosfato de calcio sinte
tizado "in vitro', em condigoes similares ao encontrado na placa,
respeitando o pH e ‘a concentragao, determinou condigoes panatrangl
formacgao 'das estruturas de fosfato de calcio (isto e, hidroxiapa
tita, "whitlockite'", fosfato octacélcio e bruxita) na camada mine
ralizada da superficie do dente. : K
Schroeder (1969) descreveu dois centros de-calcificacao
A e B. Tais centros deram yeacoes histoquimicas diferentes e nio
se comportaram da mesma- maneira sob a luz polarizada. _Centros do.
tipo A s3ao encontrados somente quando uma matriz microbiana‘extrgA
celular esta presente, embora a formagao do cristal possa ser ini
ciada intra ou extracelularmente (a Giltima € a mais frequente). }b
cristal de centro A sao cristais em forma de aéulha. O centro VB.
feprésenta um tipo diferente de mineralizagao. Eles aparecem ‘qo
microscopio como agregados monocristais sem nenhuma matriz entfe
eles e nem microrganismo.
0 autor descreveu tres tipOS'de cristais: a) cristais
‘en forma de agulha foram encontrados em centro tipo A e pqsterioz
~mente-no espago extracelular e representanm oé_cristais'dé hhhokig
patita, e & difi;il distingui-los; b) grandes cristais rasos,acum
lados jdntos como fibras, e esses sao similares aos cristais de fos
fato—octacélcio é c) cristais em forma de coluna, com uma gecg&;hg“
xagonal em cruz, a qual forma grandes agregacoes (centro B). Estes
sdo considerados como bruxita.
; A composigdao quimica do calculo pode ser resumida assim:
“uma parte organica e uma inorganica. A inorganica € formada de
calcio, fosforo (na forma de hidroxiapatita,‘”whitlockiﬁé”, fosfa

to octacalcio e bruxita), magnésio e flior. A parte organica &
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formada de proteinas, lipidios, mucopolissacaridios, glicoproteinas saliva

res, celulas epiteliais e restos bacterianos.

TIPOS DE CKLCULO_DENTAL

0 cdlculo dental pode ser classificado, quanto a locali
Zagéo, em calculo supragengival e subgengival.

0 cdlculo supragengival & chamado, algumas vezes, ptia
16geno ou salivar devido E.origem dos sais minerais ser da saliva.
E o calculo subgengiVal &€ denominado pidgeno, sérico ou hematogé
nico devido a sua formacao ser a expensaS'de‘elementos minerais dg
exsudato gengival (liquido de Brill).

0 calculo supragengivai ¢ de coﬁsisténcia dura, dé cor
branco-amarelada, podendo Sér corado por pigmentos alimentares.
Incide mais em areas proximas as saidas das glandulas salivares.
E mais abundante na face lingual dos dentes anteriores.e na face
- vestibular dos molares superiores. Geralmente € encontrado em es
'iégios diferentes de calcificagdes nos diversos dentes,.o que in
dica tratar-se de uma estrutura dinamica. Pode apresentar-se de
positado em placas continuas ou nicleos de calcificacoes. E quan
'&o sua retencao no esmalte € feita atraves de umé pelicula organi
ca, sua remogao e facil, e quando ha enfrosamento entre seus cris
tais e o0s dentes,‘sua remocao € dificultada (Lascéla &Moussalli,198]).

0 célculd subgengival €& mais denso e d@nx e sua cor varia
do marrom, ao esverdeado ou preto. Nao mostra téndéncia a estar
localizado proximo aos ductos salivares. - De acordo com sua reten
ggo na superficie dentaria poderé_éér removido com maior ou menor
dificuldade. " Esta dificuldade de remogao pode ser agravada, quan
do houver entrosamento entre seus cristais e os da superficie den

taria, o que comumente ocorre. - -

.
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' Mandel (1963) mostrou que o calculo podera se restringir

as porcles supra e sut;gengival. Assim, o calculo supragengival
pode cobrir toda a unidade dental, inclusi?e a porcao coronaria,

"

e desenvolver-se numa area cariada.

FORMACAO ‘DO CALCULO DENTAL

0 calculo dental €& formado pela impregnacao da placa
" dental com ,crisfais de fosfato de calcio (Theilade § Schroeder, 1966). |
O’;":_teAmpo que uma placa demor'a'para atingir o conteldo
inorganico c%‘e 75% a 80% & chamado de "‘;empo‘ ae formagéo" do cal.
culo (Muhlemann § Schroeder, 1964). A analise quimica histoquimi
ca tem indichgdo.que-_ o tempo de formagao do calculo & de doze dias,

para os f_ormétdores de calculo, embora ele difira entre os indivi
duos (Schroeder, 1963). . | |

| 0 :mecanis‘mo, pelo qual a formacgao d'o~ calculo € iniciado,
ainda nio & conhecido, contudo varias teorias tém surgido, mas ne
nhuma foi comprovada. A possibi‘lidade de que as bactérias ou seus
pfodutoé sejam os principais 'responséveis pela formagao do calcu
lo foi colocada em dﬁvida por Fitzgérald & Mc Daniel (1960) que ve
nrificaram, em animais '"germ free" (que nao possuem bactérias), a
formacao de fina camada de cilculo. Além do mais, foi descrito
antefiorment;e que a formacgao do calculo geralmente comecga, de pre
ferencia, naé matriz e nao no citoplasma da célula bacteriana. No
entanto, em é:ondigc'ies naturais, € certo que as bactérias e seus
prod_utos influenciam o crescimento &a massa do calculo.

A saliva & saturada com calcio e fosfato, e disto surgiu
a hipotese dé que a precipitagdo de cdlcio e fdsforo, av-partir da

saliva, € um resultado do aumento do pH salivar. Estas ‘mudangas

poderiam ser. devidas a perda de CO, que ocorre, assim que a sali
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va entra na cavidade oral, ou a produgdo de alcalis durante o me
tabolismo da uréia salivar.'vAssim se explica a localizacao pre
ferencial do cdlculo dental ao nivel da desembocadura das glandu
ias‘salivares do canal de Stenon e de Wharton.

E possivel que o aumento de Ca e P dentro da placa pos
sa iniciar a cristalizacgao. Isto podé ser devido a 1iberé§50 do
calcio ligado 2 proteina, pela acao da fosfatase da placa. O con
ceito mais admitido & o que se baseia no mécanismoeqﬁiéctkm,‘aﬂa
formagcao € iniciada pela ajuda de outro composto, que providen

ciaria sitios para deposicao e alinhamento de Ca e POi;' em ‘uma

configuracao correspondente a do cristal. Este cristal inicial’
funciona, entao, como uma Semente ou nucleo para que o procéssp;
de mineralizacao continue por suceésivés precipitacoes de Ca :e
POZ.. | | )
. Mandel (1963) € de opinido que qualquer teoria, para ex
plicar'a formacdo do calculo dentél, precisa ser suficientemente
abrangente para incluir o cdlculo de glandula salivar. A explica
géb da precipitacao, Quando o pH, calcio e fosfato sao suficien
.tés, nao concorda com o conceito prevalente da'calcificagéo em’
qualquer parte do organismo. Este autor concorda também com ©
conceito.epiféctico e reconhece que a concentragdo de ﬁjm, céLﬁo
e fosfatos ndo € suficientemente alta, em fluido tissular e sali
var, paré'pfecipitar espontaneamente, més € suficiente para su
portar o crescimento de cristais. Uma vez férmado o cristal ini
cial, Fléisch & Bisaz apud Mandel (1963) consideram que a calci
ficagéo.écorre somente em locais especificos, isto €, no dente e
no osso, por causa da existéncia de mecanismos inibit6r1§§. Qual
quer que seja o mecanismo, € evidente que o fluido tissuiar do

corpo contém suficiente calcio e fosfato para prover a calcifica

¢d8o. Quando se formam calcificagbes ectopicas, € razoavel admi
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tir que o delicado equilibrip, normalmente estabelecido, foi per
-turbado.i | |

Ha muita Variagéo na taxa de formagdo do éélculo em di
férentesuinaivfduos, e disto tem provocado o estudo de .suas Ta
iaés. A possibilidade de que a concentragao salivar de calcio e
fosfato deva estar envolvida no processo de calcificagdo, tem si
do estudada, mas os resultados sao contraditSrios. Mandel § Thomp
son (1967) encontraram uma alta concentracao de uréia e_profeina
na saliva da glandula submaxilar, de formadores de calculo, con
firmando ser, essa elevaggo um fator importante no desenvolvimento
do calculo supragengival.

A‘hréia na placa se constitui em um substrato para o0s
microrganiémgs produtores de urease. Embora a placa dental seja
sempre assoc&ada a carie dental, & crescente o seu papel na for
magao do'célpulo e da‘doenga periodoﬁtal.

| lxléinberg,& Jenkins (1964) verificaram a coincidénéia
do pH baixo em areas da boca com grande incidéncia de carie den
tai, e que as areas alcalinas estao relacionadas com a doenca pe
'ribdontai, confirmando assim,. os estudos de Frostell (1960). Este
~autor, estudando a atividade ureolitica da placa (medihdo a quan
tidade de amonia produzida a partir da uréeia), encontrou uma ca
pacidade maior de produgao de substéﬁcias alcalinas na plaﬁa, do
. que de produééo de étido. Se a uréia e a giicose:eram introduzi
das simultaﬁehmente, na maioria das piacas_o pH résultanté era:
alcalino. Encontrou uma tendéncia pa}a um aumento da atividade
ureolitica em pacientes com periodontite.

Kleinberg (1970), estudando o metabofismo acido-basico .
da placa denfd—gengival e a3 sua relagﬁo com a carie dental e a
doenca perioddntal, observou que existe uma relagéo com d metabo

= '

lismo de substrato de nitrogénio, especialmente uréia, o que re
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substrato entrara na placa mais facilmente do que ela pode difun

dir.

Kleinberg (1970) demonstrou que o pH da placa pode va
riar de baixo (4,0) para um pH alto (aproximadamente 9,5). Sobre
essa larga escala de pH, o fosfato de calcio, que € o principal
constituinté do esmalte e da dentina, cemento e calculo dental,
ﬁostra diferenca marcante na sua solubilidade. Para a parte in
ferior da escala, o fosfato de calcio é'altamente-solﬁvel, enquan
to que na parte superior da escala € mais insoldvel. Isto expli
ca o fato de que a cirie dental, que € a perda de mineral  do es
malte, estd associada com a diminuig¢do do pH da placa, enquanto’
que a formacdo do calculo esta ésséciada com o pH elevado. Quan
do o pH esta abaixo, € chamado de bH cariogénico, e quando esta
acima, € chamado de pH calculogénico; _

Kleinberg et al. apud Kaufman § Kieinberg (1973) mostra

ram que os niveis de calcio e fosforo sdao mais altos na placa de

~um dia. Niveis altos iniciais de Ca e P na placa podem servir,

nao somente como depbsito destes elementos para proteger o esmal

te durante o periodo de carie, mas, também, prover um depdsito -
@e calcio e fSSféro para subseqllente mineralizagéo.

Mandel (1974), estudando a saliva de formadores r&ﬁdos.
de calculo, encontrou que eles tém um nivel de proteina salivar
signi%icativamente maior do que os nao formadores. Sugeriu-se que
a diferenca seja qualitativa e n8o quantitativa. Assim, indivi
duos formadores de,célculo devem possuir uma prdteina adicional
que aumenta a formac@o de calculo. Observou-se também que forma
dores de calculo tém um nivel de uréia salivar maior do que os

que possuem maior atividade das enzimas, esterase, pirofosfatase

e fosfatase acida (Draus et al., 1968).4Outra diferenga € que a viscosidade
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resulta na formacao de base a um pH alto, que pode levar 3 depdsi

¢do e acumulagao dentro da placa do fosfato de calcio, formando

o calculo. .
A placa tem duas propriedades que favorecem a acUmulg
¢ao do produto final acido ou basico, quando substrato de nitro

génio e carboidratos sao catabolizados (Figura 2):

1 - A placa contém uma alta concentragdo de bactéria,
como resultado, o catabolismo desses substratos, car
boidrato e nitrogénio, que podem ser metabolizados
pela microflora da placa, & consideravelmente ace
lerado. ' T

-

2 - A entrada e o catabolismo do substrato sao proces
sos mais rapidos do que a difusao dos produtos fi
nais da placa na vizinhanga da saliva.

I CII ' 111
Substrato na sa-
] ' - ————
1liva e na super-&———

., ficie da placa

Substrato Substrato fi pEroduto final
— —
na placa nal na placa na placa

Figura 2 - Um esboco do processo cinético

0 agﬁcgr e o amido, encontrados na maioria das dietas,
ajuntahente com ©O subétrato de nitrogénio e uréia, tornam o passo
I e o passo II mais rapidos que o III,- fazendo com que haja uma
'acumglagéo do pfoduto final e uma mudanga no pH de linha base.
Quando o substrato & carboidrato, a mudanca do pH € abaixo (Kleig
berg, 1961), enqﬁanto que, com a uré€ia, a mudanéa esta acima do
pH de linha base (Kleinberg, 1967). Quando os passos I e II fo
&em mais lentos, o produto final n3o acumulara. |
| Havendo conversdo rapida do substrato para o produto fi
fnal, o gradiente de concentracao entre o substrato na saliva e

na placa € mais impregnado do que o oposto, em conseqiiéencia, o



¥

- 18 -
salivar de individuos formadores & menor do que a de nido formado
res. Por outro lado, sugere-se que a diferenga, na capacidade de
formagao do calculo, ndo & o resultado de um fator adi'cional; mas
Si]"ﬂ a auséncia- de algum "constituinte da saliva. Assim, individuos
nao formadores_ tém um maior nivel de pirofosfato em sua saliva, o

que inibiria a formagdo de calculo.

MICROBIOTA DO CALCULO

. Em experiéncias '"in vitro", verificou-se que o papel dos

microrganismos, que constituem a maior parte do material da placa,

na formacdao do calculo, nao pode ser ignorado. A micrografia e a

Y microscopia eletronica do calculo, formado "in vitro', tem mostra.

do que as calcificagbes sao associadas com uma variedade de micror
ganismos de diferente morfologia (Selvig, 1969 e Socransky, 1970) .
Nos estudos de calcificacoes bacterianas "in vitro", as

espécies Gram positivas e Gram negativas, tornam-se calcificadas,

.quando imersas em solugdo de fosfato de calcio metaestavel e, pela

.analise de difragao de RX, a forma de fosfato de calcio, encontra

dé nos depésitos,l foi de hidroxiapatita (Wasser'manv et al., 1958;:
Ennever, V. § Summers, 1975; Rizzo et af., 1962, 1967; Bowen §&
Gilmour, 1961; Rosen § Weisenstein, 1964, Streckfuss et al., -.1974;
Keefe, 1976). 1 | |

Os tipos de microrganismds, presentes na placa, parecem
variar de acordo :com a idade do depdsito. Em del“p(‘)sito recente, cer
ca de sete dias, p.revalecem.os microrganismos cocoides e bastone
t‘es. Nas placas de mais de sete dias, os microrganismos filamen

‘:c'osos“tornam'—se mais distintos (Turesky et af., 196la; Theilade, 1964).

"Em alguns individuos, os microrganismos filamentosos foram os or

ganismos igualmente predominantes nos primeiros dias de formagao de

%



placa (Dossenbach § Mihlemann, 1961).
| Mandel et af., (1957) demonstraram que as b_actérias' pa_I_‘.
fiéipam do mecanismo de calcificagao. ~Os autores fixaram nas fa
ces linguais dos incisivos inferiores uma fita de poliéster ultra
fina, sobre a Qual poderiam acompanhar as possiveis modificagGes
da deposic3o microbiana antes e apds a calcificagao, e, assim,
descreveram trés fases de formacgao do cdlculo: a) fase acelular;
b) fase celular e c) fase de mineralizacao.
Na fase acelular, ocorre a deposicao de componentes sa
livares, provavelmente glicoproteinas, sobre a tira ou sobre a
superficie dental. Na fase celular, os microrganismos estao dis
@postos em paligada e misturados em uma matriz intermicrobiana ho
mogenea. Na fase de mineraiizagéo, 0os cristais podem ser vistos.
inicialmente na matriz intermicrobiana, embora a cristalizacgao
possa também se iniciar dentro de alguns microrganismos. As. nu
_merosaslbactérias na matriz organica do calculo tem  geralmente
¢levado a questdo de sua significancia no processo de mineraliza
géé.
O trabalho de Mandel et af., (1957) foi contestado por
'ﬁaer & Newton (1959) e Fitzgerald § Mc Daniel (1960) que verifi
caram a formaciao de calculo em animéis'”germ free'". Portanto, a
hibStese de que a;mineralizagéo do cilculo depende sobretudo da
fdrmagéo de apatita dentro da bactéria foi contrériada pélos.trg
balhos com animais  '"germ free'. Assin, sugere~sé que o material
ofgﬁnico, nao bacteriano, funcione como matriz calcificante, em
bqfa a presenga doxmicrorganismo possa acelerar 6 processo de cal
cificagdo e o.aumento da massa do cilculo.
Wasserman et alf.. (1958) mergulharam tiras de celuldide

com placa bacteriana aderente e blocos de-agar, contendo colonias

dq'ActinomyceA, tratadas com 10% de formalina, paré tirar-lhes a
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viabilidade e foram colocadas em uma solugio calcificadora,eaelas
calcificaram igualmente como as células com atividadés enziﬁéti
.ca§. _ : - |

Ennever (1960) verificou qué microrganismos filamento
sos quando crescidos, em caldo com sais minerais, apresentavam nﬁ
cleos de calcificacao que, pelo estudo através da difragéo do RX,
foram identificados como hidroxiapatita. |

Bowen & Gilmour (1961) imergiram dentes mono radicula
res, isentos de carie e esterilizados, em caldo BHI com certa su
plementacao de cdlcio e fosfato e inoculado com':Acthomgcgé -ou
Leptatnichid. Observaram que os micforganismos fixaram-se no ce’
émento, e o depdsito era semelhante‘ao cdlculo fbfﬁado "in vivo'".
lOs tubos inoculados com Actinomyces e Leptotrichia aumentaram a
deposicao de sais de calcio. |

Wasserman et af. (1958), em seu tfabalho, provaram que
a viabilidade do microrganismo nao g um fator essencial para a
mineralizagéd; cqntudo para Rizzo et al. (1962 e.1963), a vitali
.dade da bactéria pode retardar a calcificag@o. O trabalho de Lie
§-Selvig (1974) parece corroborar o pensamentolde Rizzo et al.
‘1962), pois em éeus_estudos se comprovou que deve existir algu
ma mudanca degenerativa no microrganismo, antes "da mineralizagéo
ser iniciada. Rizzo et al. (1967)_;oﬁfirmaram;'mais uma vez, que
as bactérias nio sio indispensiveis na formacdo do calculo, mas
- garantem uma depdsigéo‘mais abundante. | ‘

Rizzo ei al. (1962) colocaram culturas puras de bacté
fias isoladas de calculo e colocadas em sacos de didlise que fo
fam implantadas dentro da cavidade peritonial dé ratos. Apds qua
ﬁorzé dias’aé bactérias permaneceram viaveis e foram detectadas
¢élulas, contendo'cristais de apatita; Evidentemente a bactéria

forma apatita no fluido tecidual, o qual éumenta?a probabilidade

o
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de que eles também possam ser formadog da saliva ou fluido da
-placa. |

Rizzo et al;‘(1963) mostraram; quanto a mineralizacgao,
que certas microrganismos, como os difterdides, calcificavam gra
dativamenfe, do citoplasma para os envoltdrios, enquanto a Vedil
Lonella calcificava, dos-envoitGrios para o citoplasma. | |

 Ennever (1962), Ennever (1963) e Takézoe et al. (1963),
reséaltaram é importancia do Bacterionema ﬁatnuchotii, filaﬁento'
aerobio, Gfam_positivo na formagéo do calculo, demonstrando que

4

cristéis de”hidroxiapatita apareciam no citoplasma do filamento.
Prepararam Sm extrato de microrganismo, que também calcificava;‘
admitindo oé'autores, qﬁe esta fracdo podia ser liberada na_:plé
¢a dental, ﬁéra'conduzir a calcificacdo do dep6$ito.

"~ Rosen § Weisenstein .(1964) compararam a capacidade de
calcificacdo do Bacterdionema matruchotii com uma variedade d% mi
crorgaﬁiémoésisolados_da placa dental e observaram que os micror
ganismos nao calcificaram no mesmo grau que o Bacterdionema matru
.chotii,_e aiguns nao mostraram nenhuma calcificag50.4

- Howell et af. (1965) realizaram um trabalho em indivi
-duos due apresentavam, de moderada a intensa depasigéo de cdlcu
lo, com o objetivo de isolér, identificar e quantificar os mﬂﬁnﬁ
ganismos das amostrés isoladas: os estreptococos foram os micror
ganismos predominantes. Bastonetes Gram negativos e Nedsserda
estavam preséntes em numeros elevadosﬂ ApSs noventa dias, as for
mas predominéntes sao filamentosas, é:omo Actinomyces naesfundi ou
Actinomyces Lisraeld ou ambos, e as prevaléncias'dos estreptococos
declinam. Outras espécies como Veilﬁonéﬁza, thfenELde&, Hwob@g

tenium sao isoladas, mas em uma percentagem bem menor, assim co

‘mo s3o detectadas leveduras ou outros microrganismos semelhantes.

1
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Rizzo et af. (1967) colocaram dentes esterilizados e
dentes misturados com bact&rias em membranas de dialise. Introdu
ziram na cavidade periotdnial.de ratos e mostraram que as bacte
rias sao ;mportanfés na formagao do calculo. lSobre os dentes es
terilizados havia apenas uma fina pelicula calcificada, enquanto
que, naqueles que tinham bactérias, havia massas volumosas de de
poésitos calcificados; portanto as bactérias ;15“0 sao indispensaveis,
mas garantem uma deposicao mais abundante. | |
Ennever et af. (I'968) estudaram o possivel fator Trespon
savel pela ligacdo do calcio e um Bacterionema matruchozii calci
ficavel. Determinaram que a fragdo lipidica da célula € o fatof‘
responéével pela ligacéao do calcio e qpando se extraia essa 'fﬂi
cdo ndo se detectava o calcio. )
| Ennever et al. (1972) tesfaram, quanto a calcificagéo,
ém um meio sinté€tico, quatorze microrganismos orais isolados do
homem ou da saglii. Quatro dos miérorganismps, Eschendichia coli,
Aﬁcaﬁigéneb Ap.,~Entenobacteh cﬁodqae e Proteus mirabdllis, deségz
vdlveraﬁ‘calcificagéo—intracelular. Atraves da difrag§6 de RX
oBservou-se que E. coli, ‘A. sp. e E. cloacae obtiveram o padrao
de apatita, e o Proteus mAnabilis tiﬁha o padrao de ”Whiﬁkmkitd'.
Ennever et af. (1974) estudaram a calcificacao dal%chg.

>

nichig coli, em um meio sintético, Contgndo fosfato de calcio me
taestavel, e houve a formacdo intracelular de apatita biongica..
Theilade et af. (1964), com o microscopic eletronico,
observarém o calculo dental de ratos "germ free" e convencionais
e encontiaram, em secgoes nao calcificadas de ratos convmxjohahg
-numerosos mi;rorganismos, cristais em forma de agulha, 0S | quéié'
foram identificados com hidroxiapatita e encontrados tan%o dentro

da bactéria como no meio extracelular. As secgGes descalcificadas,

escurecidas com o paladio, mostraram uma matriz granular intermicrobiana.
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0 cialculo formado em ratos ""germ free' continha cris
tais em forma de agulha agrupédos ao acaso. O depésito,emzﬂgmm
casos, apareceu mergulhado, e, em outros, apresentou-dawidmk:mg;
forme sobre grandes areas e foi também identificado como hidroxia
patita. As secgOes escurecidas com paladio mostraram uma camada
granular interrompida por pequenos orificios. A presénga de cal
culo em animais "germ free" prova que o material organico de ori
gem nao bacteriana pbde também servir como matriz para deposicao
mineral da saliva. »
Fitzgerald et al. (1960) submeteram ratos Sprague Dawley
a uma dieta com cloranfenicol e clortetraciclina e compararam a
formacao de calculo com os que récgberam dieta cériogénica mais
antibiotico. Foi observado em animais que receberam dieta com
cloranfenicol ou clortetaciclina ndo exerceram efeito inibitério
na deposicdao do calculo, e os que receberam dieta cariogénica mais
antibidticos nao apresentaram alteragﬁo_apreciével na deposicao
devcélculo e demonstraram uma inibigao da formacao de novas le
soes éariosas. |
“ Smith gt al. (1963) estudaram em ratos Sprague Dawley
6 efeito da dieta e demonstraram que uma dieta gorda de consistén
cia oleosa foi efetiva na produgao de calculo, assim como uma die
ta alga em carboidrato de'consisténcié mole. Por - outro lado,
Mandel ef al. (1957) encontraram acidos gordurosos no calculo e
tem conhecimento Ae que as calcificagoes patongicas em geral
podem ocorrer em areas onde ha depressao de gordura, tubérculos,
1é56es ateromatosas e lipomas. Desta forma pode-se indicar Que
o?mecanismo para formacao do calculo pode ser o mesmo das calci
ficagoes patdlégicas que ocorrem em outras partes do corpo. Obser
vou, também, que quando se dava solugao antendo sacarose "ad 1i

¥

bitum', isso geralmente resultava em uma diminuicao na formagao
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do calculo e quando alimento_e.igua eram dados ao mesmo tempo, ndo
‘mostravam um decréscimo significativo na.formagdo do calculo, sem
. pre que a sacarose e€era adicionada na agua.

v Baer (1964) estuaou a importancia do fator nutricional
e hormonal na deposigdo do calculo dental e observou que a dieta
€ importante. Baer et af. (1961), em experiéncia com ratos Spra
gue Dawléy, colocaram os animais em uma dieta alta de carboidrato
-Qué consistia em 66% de amido, 33% de leite desnatado e 2% de po
de figado, por um periodo de 30 dias. Apds o periodo experimental
verificou &ﬁe o calculo formou nos dentes molares, com minimo de
lesoes de é%rie, e foi notado mais cilculoino maxilar do que na

%
mandibula.

PLumbo et af. (1963) notaram, em ratos Sprague Dawléy,
que'néb.hé aiferenga significativa entre sexbs, mas tem sido uma
tonstanté nos dados que as fémeas tendem a formar mais calculo do
que os'machb§. ‘

- Smith et af. (1963) também acharam que a quantidade de
fluido ingefido e imﬁortante na formacao do‘célculo; assim os fa
tores enddcrinos tomam um papel importante na influéencia da quan
_tidade do calculo dent31 que € formado. Isso ficou provado na
experiencia feita por Baer et af. (1963) que verificou, apds a
extifpagao dés glandulas salivares, uma diminui¢do na formagao
do célculo:§ '

Kinoshita el al. (1966) préscreveram uma dieta a dez
individuos durante um periodo de sete dias com caramelo "toffes"
e nao encontraram alteracdo na formagdao do depodsito.

Turesky et af. (1961b), através de seus estudos histo
logicos e hlstoqulmlcos sobre a mudanga do meio na formagao -do
calculo, observaram que, colocando uma tira de acetato de celulo

.

'se na boca de nio formadores de calculo e dep01s;colocando a mes
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‘ma fita na bocé de formadores, nota-se que ha um aumento na for
‘magao do calculo quando a troca e feita e, assim, sugere que a
formacdo do calculo & afetada pela mudanca do meio salivar.

Brebou § Muhlemann (1966) fixaram uma fita de poliéster
de superficie rugosa a superfCie de um denté de formadores de cal
culo e constataram um aumento na_depoéigéo do calculo.

Sidaway (1978a) estudou a flora microbiana do cdlculo
maduro e encontrou microrganiémos Gram positivos preéentgs em
méis de 50% de todas as amostras, Streptococcus sangudls 96%, Strep
tococeus mition 93%, Adtinomyéeé naeslundi 78%, Actinomyces Lisrae
L4 72%, Rothia dentocardiosa e Bacterndlonema matruchotid 70%, Acié’
nomyces viscosus 67%, as espécies Gram negativas que mais prémkg
ceram foram Neisseria pharyngis 89%, Selenomonas 80%, Fuzobacig
nium nucleatum 78%, Bactercides melaninogenicus e Leptoinich@a;
Bucaéié 70%, Campylobacter 60%, Veillonella alcalenscens e basto
netes Gram negativos nao identificados 593, Eikeneclla connodens
56%. Verificou éinda a auséncia'de.SIneptococcuA mutans e pre
dominio aumentado de Stnepiacoccué sanguds sorotipo I, II. A.
‘ndeéﬂundi, A. viscosus e V. alcalescens estavam mais predominantes
em amostras subgengivais e N. phangngié, B. meﬁaninogenicué, em
amostras‘supfagengivais. . “ | .

Sidaway (1978b), continuahdo seus estudos sobre célqg
lo dentai, frabalhou com as 34 espécies'de microrganismos isola
dos do cdlculo dental humano e fez experiéncia de uﬂcifhxgéo'&n
vitro". As culturas foram expostas em solugao de fosfato de cal
cio metaéstével, renovando o meio a cada 20 horas, durante 7 - 17
'diaé. Diariamente era preparado esfregaco das amostras é,corado
pelo método de Von qusa, para demonstrar o material cahﬁficado.
Verificou-se que 18 das 35 linhagens calcificaram '"in vi%fo“ e

que os microrganismos Gram negativos tomam maior parte naprodugdo do calculo.



Z26 -
Sidaway (1979) fez um estudo comparativo enxmequdpiigg
gao de culturas vivas e mortas em formol. Trinta e cimew amos
~tras de microrganismos isolados de cilculos humanos foram inocu
lados emvdisco de agar e iﬁcubados. Apdés um periodo de 7 a 14
dias de incubagio, foram realizados esfregacos preparados a par
tir de cada disco e que foram-corados pela técnica de Von Kmssa{
Fo1i checada a viabilidade e pureza do material de cada disco. Os
ﬁiérorganiémés foram imersos em 10% de formalina neutra poxjﬂhhg
ras. As aﬁostras mortas foram entao incubadas em vasilha comten
do‘fluido églcificante e trocado diafiamen?e. .

-

Og seguintes microrganismos foram examinados: Miumwgé
5 .
cus varians, Staphylococcus epidermides, Strneptococcus salivaning,
Streptococcus sanguis, Bacterionema matruchotii, Rothia denteoea
nLoAa,'ActLﬁomyceA viscosus ATTC 15987, Actinomyces naeélundﬁi,
Actinomyces viscosus, um bastonete Gram positivo nio identificado,
_ v .

ActinoMyceA'bqvid, Actinomyces LsnaelliL sorotipo I, Actinomyces
isnaelli sorotipo II, Actinomyces odontolyticus, Propionibacterium
acnes, NeLA&enia phanéngié, Haemophilfus para influenzae, Haemophi
Lus aphrophilus, Haemophilfus segnis, bastonetes Gram negativos nio
identificados, Eikenefla connodens, Veillonella alealescens, Lep
totrichia bucalis, Pepto&tﬁeptococcu; Ap, BactenEided'meZaninégg
nicu{, EuBac{é&ium saburneum, Fusobacterium nucleatum, Campylobac
ten sp e Sé{enomonaé sp. |

Ob%iveram os seguintés resuitados: vinte e umab cultu
ras foram Von Kossa positivos, dezeséete’destes mortos pela for
malina também foram positivos ao método de Von Kossa. O Von Kos
sa positivo indica que microrganismos calcificédoS estavam presen

O’VPn.Kossa foi negativo para quatorze ?ulturaé viaveis

e destas, oito mortas pelo formol também foram negativos ao méto
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do de Von Kossa. A anilise de difracao de RX mostrou que em cul
‘turaé viaveis a calcificagﬁo'dds'microrganismos.estava associada
sempre com hidroxiapatita. .
: As cuituras-dé microrganismos viaveis induziram a for
'magao deuhidroxiapatita, ao passo que as culturas mortas produzi
ram um tipo de hidrdxiépatita, mais fraca do que aquela dada pe
las culturas viaveis ou somente fosfato octacé}cio ou bruxita e,
algumas Vézes, nao era detgctado o fosfato do calcio cristalino.
| Sidaway (1980), apds estudar varias espécies bacteria
nas da cavigade oral, concluiu que: a) a maioria das espécies
Gram positiﬁas apresentaram calcificacao intracelular (associada.
o8 .
ao mesossomé); b) os Gram negativos apresentaram calcificacgao ex
tracelular sugerindo que esta.mineraliiagéo poderia ter um signi
ficado_espegial na calcificacao precoce da matriz do cilculo.
A importéncia do Badtenionemg mathruchotii foi ressalta
da por(EnneQer em 1962 e 1963, e Takazoe et al. (1963) sobre a
capacidadé de calcifitagéo em diferentes condicoes experimentais.
Posteriormente Rosen § Weisenstein (1964) compararam a capacidade
"de calcificacado desse micforganismo com uma variedade de ﬁdcnngg
nismos isolados da placa dental e confirmaram os .achados destes
autores. ‘Os‘microrganismos_néo calcificaram no mesmo grau que o
Bactenionema matruchotii e alguns nem épresentaram calcificacao.
0 trabalho de Sidaway (1978b) mostrou que, ‘juntamente com o Bac
tenionema ma%nuchotii,.bastonetes Gram positivos nao identificados
e Aciinomyceg naeslundid, apresentarém o mesmo nivel de calciﬁpg
i
¢ao e assim discordou dos achados de Rosen § Weisenstein (1964).
Este mesmo trabalho confrontou-se com o trabalho de Ennever et al.
(1972) que usaram Actinomycéé naesfundi{ como controle mnegativo

para calcificagao. Ainda neste trabalho, Sidaway mostrou um Von

Kossa positivo com as amostras de A. naesfundii, em apenas quatro
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dias de incubagéq, em contéto com o fluido calcificante. Provou,
portanto, que o tempo em contato com a. solucao calcificadora nio
parece ser o fator determinante para calcificagdo. Ha um confli
to em relacdo a habilidade das espéciés-de‘Stnéptacoccué’para cal
cificagao "in vitro'".

Sidaway (1978b) conseguiu calcificacao com as amdstras
de Streptococcus salivarius e Streptococcus sanguis (Tipo I), dis
cordando assim dos achados de Streckfuss et af. (1974), que rela
taram a ocorréncia de calcéficagéo com as amostras de Stheptococ
cus sangudls (Tipo 1), mas nao ‘com a de Streptococcus ég&iud&@uA,'
Sidaway (1978b) também testou as amostras isoladas por Ennever.
et al. (1972) e nao obteve calcificagéo,.contrariando assim oS
achados deste Gltimo. };

Ennever et af. (1968) isolaram uma fracdo lipidica da.
célula do Bacterionema maf&uchctii,'atribuindo a ela a rTesponsa
bilidade pela calcificagao desse microrganismo. Mais tarde, EE
never et af. (1977) deram énfase & fragdo lipidica e sugeriram
que o iﬁiciador da calcificagao possa ser uma proteina (complexo
‘proteina-fosfolipidio). Sidaway (1980) sugere que outros  1lipi
dios, associados com'a material encontrado nas paredes celulares,

poderiam também ser considerados como iniciadores da calcificagao.

~
e s |

Sidawa& (1980), estudando. o padrao da calcificacdo "in
vitro", ‘descobriu que a maioria das espécies Gram positivas pro
duziam apenas caicificagéo intracelﬁlar. Este achado apdia o pon
to de vista de Vogel § Ennever (1971) e Vogel § Smith (1976) de
que as ﬁembranas duplas sao as fontes de fosfolipidio bacteriano
- e que pddem atuar como niucleo de formagao de hidroxiapatita intra
celular. Sidaway (1980) observou, com freqUéncia, a miﬂeralizg
c¢ao da parede celular em culturas de Michococcus varians, Staphy

Lococcus epidenmis . Neissenia pharyngis. Takazoe et al. (1963)
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encontraram essa mineralizacao nas culturas de Bacterdionema matuu
cho#ii; portanto, Sidaway (1980) mostrou que nado & somente  nas
culturas de Bacteadlonema matruchotii que chrre a mineralizagao
da parede celular.

A ligacao do calculo na superficie do dente vem sendo
estudada ha varios anos. Zander apud Jenkins (1979) foi o primei
ro a analisar os férios modos de ligacdo, através de observagoes
histologicas. Investigagoes subseqﬂentesAforam feimﬁ;pOrKopczyk
& Conroy (1968) e por Selvig (1969), que estenderam esse‘ estudo

pela microscopia eletrdnica e descreveram quatro tipos-de ligagao:

1 - Ligacao na pelicula adquirida;

2 - Se a pelicula estiver ausente, liga-se a pequenas

irregularidades no cemento; .

3 - Massas de organismos que penetram no cemento esta
" vam continuas com aquelas no calculo, sendo presu

mivelmente, presas és,leSGes cariosas;
4 —,Célculos estavam em alguns lugares fechados em areas
de reabsorcao do cémgnto. |
E assim éxplica porque, em alguns.casos, a remocao do
calculo & mais dificil e em outros, mais facil. |
Em 1970 o mesmo autor estudou a 1igég50 da placa e_c5l
culo na superficie do dente, de 28 denfes extraidos recentemente,
com calculo supra e subgengival, e concluiu que a ligacao de uma
placa bacteriana calcificante depende, primeiro, da propriedade
adesiva da matriz intercelular organica e, segundo, de uma forga
inorganica atuando entre cristais do cilculo e substdncia do den

te subjacente.
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INIBIGAO E PREVENGAO

A prevaléncia da doénga periodontal E grande _no. mﬁndo
(World Health Organization, 1961) e a sua incidéncia éumenta com
a idade. |

0 calculo dental € o maior fator na etiologia da doenca
periodontal e sua remogao e inibigao sao essenciais para o trata
mento e prevencgao do mesmo (Leung apud Theilade & Schroeder, 1966).

Varios pesduisaddfes tém tentado encontrér meios terapéu
ticos de inibigao ou remogao do calculo dental (Weinstein § Mandel,
1964). | - ‘

Theilade § Schroeder (1966) mostraram com suas pesmﬁsaé
gghe a calcificacao da piaca dental origina ovcélcﬁlo dental e &
uma causa importante na etiologia da doencga periodontal.

Muitas experiencias foram realizadas por diversos aufg
res com agentes anticalculo que interferiam nos depositos organi
cos da métriz.‘ ‘

Mihlemann (1968), estudando sobre calculo dental "in vi
vo', diz que a prévengéo do calculo pode ser realizada:

1° - reduzindo o nimero de microrganismos da cavidade .

oral por agentes antibacterianos ou antiplaca;

2?9 - interferindo no mecanismo de aderéncia das bacterias
na superficie do esmalte: .

3¢ - interferindo na dureza e espessura dos depOsitos amo
lecidos com agentes inibidores da nucleagdo e cres
cimento de cristais, com agentes descalcificadores
do calculo ou agentes que decompdem a matriz calci
ficada.

Os agentes anticalculo, testados por MUhlemann (1968),

com o método da pelicula de "nylon" aderida a superficie do dente,

de acordo com seu modo de agao, foram os seguintes:

N,
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19 - Compostos antibacterianos e de superficie ativa ha
bitam, cloreto de dequadina, oximetileno metil-tio
uréia, antarox ricinoleato, fluoreto amino, clore
to amino quaternario de amonio, cloreto de cetil-poly-

vinil-pirrolidona;

29 - Compostos que interferem com produtos extracelula
res e matriz organica-lisozima, ascoxal (mucoliti
co), rhozym (proteolitico), ubiquina (fator de di
fusdo); _ ' _

39 - Compostos que interferem na mineralizacao'da pla
ca diamox (gnibidor da carbonidrase), ortofosfato,
pirofosfato, fluoreto e gluconato de calcio. -

Os compostos antibacterianos e agentes ativos na Supei-
ficie; administrados diariamente em bpchechos, mostraram _pfoqgg
ciada capacidade de inibicido na formacao de célculo. E possiﬁel
avaliar o efeito inibidor dos agentes anticalculo pela simples
determinacio do conteldo de_célcio nos depGSitos das fiﬁas.

Os pacientes que formam o calculo rapidamente pbdanacg
mular no minimo.O,Smg de dep551t9 seco por dente, em sete dias.

- E'possivel)que alguns tipos de compostos antﬂxwterhnbs
fequeiram poucos dias para exercer seu efeito total na flora oral
e marginal. Sob tais condicdes, & 1Ggico comecar com a..adminig'
tracdo prévia oral de agentes, antibacterianos, quatro a Einco
dias antes da colocagao das fitas. As observacdes de Mﬂhlemaﬁn
(1968)'indicam que os inibidpres bactériands, com atividade de
superficie, poderdo ser os mais promissoréé agentes, destacadamen
te aquéles com especifica afinidade para pléca mineralizada. Nao
ha acordo, na 1iteratura, no que tange a acao do ascoxal (agente
mucolitico) como agente anticalculo. Muller et af. (1962) acha
ram 38% de reducdo em fita de sete dias, e Kristoffersén (1963)
niao obteve nenhuﬁa inibicdo com esse agente.‘ Na opiniéo de Mih

lemann (1968) a acdo antibacteriana do mucolitico ascoxal e efe
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tiva;somente durante os primeiros dias de administracao, sob a
forma de bochechos, mas, com o tempo, a flora adapta-se ao agen
te. Isto explica o efeito inibidor nosvdepGSitos iniciais e a
falta de inibigdo nos calculos adultos.

Mukerjee (1969) testou substancias que dissolvem a par
te organica do calculo dental ou seus sais iporg&ﬁcos,ﬂﬁn\dtrdg
como possiveis agentes anticadlculo. Varias substancias foram tes
tadas em combinacao e o efeito foi estudado por 5 a 10 -minutos
em misturas finas de célcufo,,dentina e esmalte. Nenhuma das squ.
tancias testadas sozinhas ou em combinacao com outras tiveraﬁ um
efeito seletivo no calculo.

Utilizando-se de bochechds duas vezes ao dia com EDﬁﬁ
(dissédio-hidroxil, 1 difosfato) com uma concehtracdo de ﬁihlZS%,
Mihlemann et «£. (1970) inibiu a deposigéo'de calculo em fitas
padronizadas em incisivos inferiores. O efeito foi mais pronuﬁ
" ciado em pacientes que formam calculo em pouco tempo.

Uma revisao da quimioterapia no controle da placa foi
‘realizada pof Johnson & Rozanis (1979) que relataram os vérioé
agentes antimicrobianos, usados em diferentes concentracoes, o
tempo e o seu modo de aplicagao. Ablicagéo eﬁ pomadas t6bicas,
bochechos , pastilhas, goma de mascar;\dentifricios, bem como a
eficacia dos agentes utilizados. Entre os agentes utilizados es
tavam a clorhexidina, alexidine, os antibiodticos, as enzimas, os
compostos quaternario de amonio, iodo, fluoreto e xilitol.

A clorhexidina € um antibacteriano'do grupo das bi-bi
‘guadinas, com propriedades cationicas. Loe & Schiott (1970) des
creveram grandes reducOes na formacao da placa utilizan&of dois

bochechos diarios com solugdo aquosa de gluconato de clorhexidina

a 0,2%, mas nao inibiam a formacgao desta-em todas as  areas da
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cavidade bucal. No entanto, uma aplicacdo topica diaria de solu
'cdo a 0,2% prevenia completamente a formacdo de placa. Quando o
uso dessa substancia ndo era continuo, a placa reassumia sua for
’magﬁo nofmal. .

" As pesquisas estao sendo voltadas para o uso da clorhe
xidina, procurando-se entender o seu mecanismo de acdo. Hugo &
Longworth-(1964) mostraram que a clorhexidina tem grande afinida
<deipe1as bactérias, provavelmente, em decorréncia da adsor¢§o da
molécula cétianica (positiva) da clorhexidina a parede  celular
baCterianaj:que € anionica (tem carga negativa). Essa adsorcao

.

aumenta a ﬁgrmeabilidade da membrana bacteriana, abrindo verdadel
X . :
TOS buracos; permitindo a penetracao da clorhexidina no citoplas
ma, causandd;a morte da bactéria. A teoria de Hugo & Longworth
(1964) nao é mais aceita, e, em 1970, Loe & Schiott demonstraram
que, "in vitro", a clorhexidina & adsorvida pela hidroxiapatita
a ¢

na supérficie do dente e pela mucina salivar. E, em 1975, Rolla
& Melsen sugeriram que a clorhexidina € um cation que atua:

lj-pelo blodueio de grupos écidosvanianicos em glicopro
‘teinas salivares, reduzindo,7ent50, a formacdo da pelicula e ini
bindo assim a colonizacao da placa; '

2) pela ligacdo 3 bactéria salivar e interferindo,‘eg
tao, com Sua adsorg§o no dente;

35§pe10 deslocamento de calcio na placa e precipitagao
de fatores dé aglutinacao da séliva é reduzindo, em con&aﬂ@ncia,
a coesao da ﬁlaca. j

Rolla et af. (1970) demonstraram a afinidade,do'ghxmng
to de clorhexidina pelas mucinas salivares e pélé hidroﬁhqmtita;
Nos experimeﬁtos ""in vitro" a clorhexidina adsorveu-se ﬁa hidro
Xiapatita ppﬁa;Ana superficie dos dentes\humanos € nas _mucinas

Al
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salivares e descobriram que, ac baixar a concentracdo do meio, a
clorhexidina era libe}ada. Propuseram, éntao, a teoria de que se
formava'teservatério deste.produto nos dentes "in vitro', nos quais
‘a clorhe&idina era lentamente liberada prevenindo, assim, a colo
nizacao bécteriana e a formacdo de placas.
~Flotra et af. (1972) empregaram o bochecho com clorhe
xidina, jﬁnto com a escovagao habituél, em 50 éoldadbs, durante
'quatro meges. .Registraram uma redugao substancial na quantidade
de placas é(gengivites,.mas mostraram uma periodontite jé estabe
leéida (isé% €, gengivite associada com bolsas periodontais com
$ .
mais de SImR de profundidade que nao tinha sido influenciada pé-
la droga). A clorhexidina profavelmente nao age em placa subgeg'
'gival. Confud&, apos todos os soldados terem feito uma profila
xia compieta, a condicao gengival melhorou também nestas areas.
Flotra apud Gjermo (1978) usou a clorhexidina em defi

cientes mentais por varios anos como droga de prevencdo geral de
placa, com certo sucesso. 3

| Johansen et af. (1975), numa investigacao 'cliniCa de
dois anos, envolvendo 73 estudantes, concluiram que tanto o grg‘
"po clorhexidina como o grupo de controle apresentaram  reducdes
similares na. placa e que oé niveis de ‘gengivite perméneceram img
taveis. 5

Hénsen el al. (1975), em experiéncia com a cloﬂwxidina

3

na forma de%gel, concluiram que ela.héo produz efeito sobre a
gengivite e apresenta leve efeito igibidor sobre a fdrmégéo da
placa.

Gjermo (1974) observou alguns-efeités Colaterais com ©

uso prolongado da clorhexidina. Foram observadas nos ‘dentes e

restauracoes:, peliculas pigmentares e também uma descoloracdo no



dorso da 1ingug, descamacao da mucosa oral.

Witt (1978) descreveu um experimento, altefando a . con
centracgcao, volume e ffedﬂéncia dds boéhechos por dia. Utilizou
uma concentracao de 0,1% em 50 ml de solucgao, coﬁ bochechos éuas
vezes por dia, de gluconato de clorhexidina, e obteve resultados
relevantes, concluindo que a vantagem do volume maior € permitir.
varios bochechos, com uma concentragdao menor, tornando a solugao
menos amarga € portanto mais tolerada.

Saxer et af. (1982), em experiéncia com dezoito estudan
tes do sexo feminino, que tomaram parte numa'triagem clinica alea-
toria, parcialmente.supervisionadoé, no qual foram usadoé boche
chos com solucdo de clorhexidina e um composto quaternario de amd
nio D-201, durante periodos de sete dias (cinco sem higiene oral),
e com um intervalo de uma semana. A_formagéo da placa foi signi
ficantemente reduzida por ambas as solucOes testes. Nas superfi
cies dentails, nio limpas previamente, a formagéd da placa foi
igualmente inibida pela clorhexidina e D-301. Em superficies,
limpas previamente, o D-301 inibiu significantemente a formagao
.da placa, quando comparada com o controle. A pigmentacao dos den
fes e da lingua foi considerada igual,vdepois dd uso das duas
substancias. A écorréncia de distﬁrbios foram minimos, mas mais
ffeqﬂentes duranie o periodo em que o D-301 foi testado.

| Add et .af. (1982) estudarém o efeito de bochechos de
clorhexidina pelé manha e a noite, no desenvolvimento de manchas
é»acﬁmulo de placa nos dentes. Nesse experimento, dezoito volun
ﬁérios faziam bochechos uma vez a noite, ou umaivez pela manha,
Eom Clorhexidina em um esquema no quél o "bias" era omitido. Foi
prescrlto o uso de bochechos por 10 dias durante dois periodos.

A formacdao de placa f01 reduzida com os bochechos a noite, e apa
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receram mais manchas nos dentes com bochecho matinal e a 1lingua
apresentou manchas significativas.

. Gjermo (1974) encontrou alguns efeitos colaterais com
o uso prolongado da clorhexiding como manchas nos dentes, pigmen
tégéo na lingua e descamacao da mucosa oral. Add et af. (1982)
em seu estudo experimental, utilizando bochecho com clorhexidina
antes de dormir, reduziu significanfemente, mas nao aboliu a man
cha nos dentes. Portanto essa teoria seria inconsistente, como
uma etiologia proposta para;manchas nos dentes, associada com o
uso de clorhexidina (Prayitno ef al., 1979). Add et al. (19'82)“'
registraram diferencas, nao significantes, na formacao de placa,.>
com a éimples lavagem pela manhd ou 3 noite, porém uma tendéncih‘
foi ob;ervada, para mais placa, depois da lavagem pelalmmhé. Tal
descoberta pode n3o ser importante; nao obstante reflete uma ten
déncia para a maior formacdo de placa durante o sono. Assim, com
a lavagem noturna a formacao de placa teria sido inibida durante
o periodo de sono. A possibilidade de a formacao de placa séf
maior durante & noite nao & ildgica, desde que a sua formacdo nio
'seja afetada por qualquer acao de 1impeza natural da boca e porl
qualqﬁer efeito inibitorio da saliva. Assinm, o autor cohclpiu
que ndo € somente o uso da clorhexidina que reduz a placa, mas,
a associacao da lavagem noturna, com a escovacao do dente duran
te o dia, pode ser de grande valor. |

A alexidine (QR711) pertence também ao grupo das bi-bi
guadinas . e tem sido utilizada no controle da‘placa dental por
Barnes ei al. (1972). Foi testada em bochechos, com solucao de
0,35 até 0,05% de.alexidine, por Lobene et al.(igﬁﬂ e M@aﬂmrﬂnﬂ
et af..(1977) que conseguiram uma reducio de 40 a 45% da;fOnmméo

de placa. Carlson et af. (1977) ndo conseguiu reducdo significante
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na formacao de placa, usando a aléxidine em bochécho.

Foi notado em todos os estudos que, ap6svan1avagamibral
com alexidihe, os dentes e a lfngua, algumas Vezeé, sio manchados
em‘castanho como no caso da clorhéxidina.

Os antibioticos tém sido usados com algum sucesso  no
controle da incidéncia e severidade de caries e doenca periodon
tal em modelos animais. Contudo, seu sucesso em pacientes humg
nos nao € livre de problemas. A possivel inducdao de  linhagens
resiétentes de microfganismos, a constante preocupacao de manifes
tacGes alérgicas e outros efeitos menos ffeqUentes, como nausea
e diarréia, devem ser considerados.

Segundo Keyes (1969), podem aparecer microrganismos re
sistentes as drogas, mas este problema preocupa pouco quando se
usa a terap€utica com agentes topicos, pois estes podem ser admi
nistrados em concentracio suficiente para obter, com rapidez, o
efeito bactericida. Contudo seria muito vantajoso dispor de va
rios antibidticos, a fim de se poder fazer as suEstituigGes exi
tgidas,

. A espiramicina possul propriedade interessante de ser

retida em um estado ativo, por um periodo de tempo prolongado na

i
1

glﬁndula salivar; saliva e osso (Pellerat, 1963)¥

Keyes ét al. (1966) demonstréram.que'a espiramicinéibi
é‘mais efetiva dds nove agentes anfibacferianos testados no con
trole da placa dental, carie e doenca periodontél.

Lobene et af. (1969) conduziram um estudo bem controla
do sobre efeitos da eritromicina sobre a placa em humanos. Depois
de um periodo de de201to semanas sem escovacao, hav1a uma diminui
¢ao de 35% da placa no grupo que usoﬁ a eritromicina comparada

\

com o grupo controle. Efeitos colaterais, como diarréia e o de
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senvolvimento de espécies de microrganismos resistentes aos énti
bidticos, foram notados.
) Alguns estudos clinicos foram éonduzidos por Mitchell
& HolmesQ(1965) e Mitchell.et al. (1967) usando o cloridrato de
vancomicina em um composto aderente que reduzia a placa de manei
ra marcante. O grupo de .controle era composto por retardados men
tais nos duais nio se utilizou nenhuma forma de fisioterapia oral.
Ap6§ trés semanas de terapia, o escore da placa e gengiviteiﬁtqg'
navam ao anel de pré-tratamento.

Jénsen et af. (1968) avaliaram os efeitos do cloridrato

-

de vancomic%na e polimixina B, em forma de bochechos, sobre a coﬁ
i3 .

posicao da piaca e a presenca de gengivites em humanos. Depqis
de vinte e cinco dias, todos os membros do grupo da vancomicina
mostrafam'sintomas clinicos de gengivite e uma formacdo de maior
quantidade de placas em menos tempo, constituida de'germés Gram
positivos. :O grupo da polimixina demonstrou um aumento mais gra
dual de formas Gram negativas.
Usando, topicamente, uma pomada cdﬁ vancomiciha,Cothw

(1970) conseguiu a reducao na formacdo da placa e do eritema pos
gengivectomia. Em um ano de tentativas ;lenicas; usando a van
comicina, Jordan & De Paola.(1974) e De Paola et al. G97T)dmmh§
traram uma sgpressiq de.Stneptacoccué,mqta44 e uma reducao de cé
Tie oclusal{%quando 3% de vancomicina em gel foi aplicada em 268

criancas. % !

i
§

0 ﬁotencial de controle de ‘placa pela canamicina tem si
do testado por Loesche ef af. (1971) que aplicaraﬁ 5% de sulfato
de canamicing em "orobase' topicamente em alguﬁas'semanas e por
um ano (Loesche“& Nafe, 1973) em pessoas com baixa prevaﬁ%mia de

carie e moderada e severa gengivite. Clinicamente o escore da



gengivite diminui, embora o escore da placa ndo.esteja em decrés
‘cimo em ﬁeso e na densidade bacteriana da placa e € atribuido a
‘drbga ) decréscimo na proporgéo‘de Streptococcus da placa. Nao
fbi deteqtéda diferenca no conteiido de nitrogenio ou carboidrato
&a placa.  E os.autores concluiram que a canamicina pode ser usa
da para melhorar a saﬁde,oral de certas pessoas mentalmente reta;l
dadas. |

Utilizando-se de bochechos trés vezes ao dia, dufante
5 dias, com’ uma solugcao de 0,5% de tetraciclina em lugar de ech
vacao, Loe ¢t al. (1967) demonstraram uma reducao de placa, quan
do comparadé}ao grupo controle. Nao foi obgervada mudanca no es
core gengiv;i. Nos anos seguintes foi exaltado um possivel uso
da tetraciclina ‘como agente no controle da placa. Em 1978, ﬁa
reuni§o'da Associagéo Internacional de Pesquiéa Dental, trabalhos
foramvapfesentados e publicou-se que a‘'droga teria valor.  Pesqui
sas continuam em relacdo ao verdadeiro potencial desse antibioti
CoO no controlé da doenca periodontal (Williams gt'aﬂ., 1978).

_ Resultados de dois estudos sobre a~étuag50 da nidamici
na, publicados por Volpe et af. (1969) e Stallard et af. (1969),
demonstraram uma reducao né placa (até 77%) e forﬁagio do cglcgl
lo (91%) e um decréscimo no desenvolvimento de gengivites (55 pg
ra 72%) qUand6 foram usados bochechos de 0,1% duas vezes. diarig

_mente. |

Lamentavelmente a re51stenc1a bacteriana a nidamicina,
igualmente como uma resisténcia cruzada a ant1b10t1cos levou a
FDA (Food and Drug Administration) a nao aprovagao como . agente
antiplaca e antlcalculo Loesche (1976).

A pen1c111na € freqUentemente admlnlstrada por penuﬁos

prolongados para prevenir a ocorréncia de febre reumatlca e para
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) tfatamentO-de doenca respiratdéria cronica. Littleton & White
- (1964) e Handeiman et al. (1966) relataram que, durante os prﬁwi
ros anos seguintes‘is'administragées profilaticas, os pacientes
desenvolveram uma redugao de 54 a 68% da cérie, comparadosziseﬁs
pais nao tratados. AplOs esses estudos mencionou-ée que a penici
'lina é muito’importahte como droga no controle da placa e/ou das
bactéfias cariogénicas. | |
| Na Inglatérra, usé—se ha mais de 20 'anos, com resulta
dos satisfatorios, penicilina incorporada a goma de mascar, COmo
tratamento auxiliar na fuso-espiroquetose. Emsiie ét al. (1972).
conseguiram sucesso com O uso daApénitilina por via oral, causan
’ do menos problemas de alergia, conéordando, bortanto,'com os tra
balhos de Handelman et af. (1966) e Littleton & White (1964).
| As enzimas tem sido utilizadas com certo exito na pre
vengéo(evd15501ug§o da placa microbiana. Muitos dos estudos de.
senvolvidos tém como prevenir a formacao de'célcﬁlo. 0 tipo de
acio da droga € a dissolucado da placa. |
Léﬁng & Draus (1959) utilizaram um sistema de calculo

"in vitro'", para'investigar o efeito de diversas enzimas sobre a
i .

sua formaciao. Aé polissacaridases inibiam o céiculo'mais efeti
Vamente que as en21mas proteolltlcas.-\

| - Ennever & Sturzenberger (1961) incorporaram um prepara
do de‘enzimas pancreéticas em uma goma de mascaf. Dezenove pes
soas mastlgaram cinco tabletes desta goma por dia, durante . oito
semanas. Os autores calcularam que havia uma redugao de 24% de
calculo e que deverla conseguir-se um veiculo que produzisse um
contato mals'pr010ngado entre»a enzlma e o dente, A maioria db

grupo reclamou do sabor, consisténcia e odor do produto.

A enzima que tem recebido consideravel:iatencdo e estu
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dos, como um agente potencial paré o controle da placa, € a “déi
tranase. ' )

‘ Fitzgérald et af. (1968) boncluiram que a dextranase in
duzida do Pennicifium funicufosum poderia dispersar '"in vitro"
placas formadas por algumas bactérias da cavidade oral.

Keyes et af. (1971) estudaram em 10 pacienteé, que foram
selecionados pof sua capacidade dé formagéo de placa, a agao da
dextranase usada em'bochechos durante cinco dias; E concluiram
que a dextranaée diminuiu a quantidade de placa em formacao, mas
nao dispersou uniformemente a placa ja formada. - |

Allen & Courtney (1972),vusando "viokase" em gmm1de1mg{
car, conseguiram a reduacao na formacgao da placé, sO0 que os indi
viduos lamentavam a irrit;géo da mucosa oral e o sabor desagrada
vel. |

Sturzenberger & Leonard (1969) avaliaram os efeitos de

" bochechos que continham um sal de quaternario de amonio (brometo

de domifen) e um agente de acao superficial de reducao da placa
(cloreto de cetilpiridino). Vinte e sete adultos utilizaram sua
propria técnica. de escovacd@o, com um bochecho deste composto du

rante trinta segundos, por uma semana. O grupo experimental mos

trou 38% de redugao da placa revelada, comparada ao grupo placebo

'ou com o agente de acdo superficial.

Gjermo ex af. (1974) demonstraram uma’ melhor inibigio
"in vitro" da formagao da placa com 0,2% de sdiugéo de cloreto de
benzalconio. Entretanto, quando testado clinicamente, quatro dos
cinco Voluntériés desenvolveram lesdes descamativas da mucosa.
oral e os pesquisadores descartaram seu uso.

0 uso de iodo, como agente antiplaca, tem sido focaliza

do pelos pesquisadores Kligerman & Bissada (1975) que, usando bo
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chechos com 0,2% de iodo, provaram a ineficicia.na diminuicao da
placa, mas quando solucdes topicas a 2% de I, e de 2;4% det'NaI
foram aplicadas, houve um decréscimo na.acumulagéo dé placa e um
de;envolvimento de gehgivite mais lento foi obServado.

Addy et af. (1977) nao mostraram reducao na formaéio de
placa, mas enéohtraram 30 a 40% de redugao na contagem bacteriana
‘salivar, quando 80 voluntarios lavaram, duas vezes ao dia, cbm_
uma solucao de 1% de "povidone iodine".-

Os inyestigadores concluiram que o iodo nio & um adjun
to para a higiene oral ou tratamento de gengivite cronica.

KeYes et al. (1966) observaram que a administracao de-

. fluoreto de sodio, em concentracio de 0,5 para 1,23% em hamsters,
rétardava-a acumulacdao de placas no sulco gengival e nas coroas
dos dentes. O retardamento na formacdo da placa terminava ao su
primir a aplicacao do fluoreto. Concluiram entdo, que os fluore
tos podiam inibir a placa.

Loesche et af. (1975) sugeriram que o_ugo de fluoreto
videterminou a supfesséo da placa bacteriana e especialmente Strep
ltococcué mutans . |

Glantz apud Loesche (1977) sugeriu, a partir de estudos -
;in vitro", que 6 fluor poderia diminuir a eneréia das superficies
do dente e, em cénsequéncia, dificqltar a ligagﬁo.da bactéria na
Qupefficie dentai. Muitas bactériaé da cavidade oral nio aderem
a supérficie do dente tratado com o.fluoreto. Se aderir, o peso
resultante da sua proliferacao causé a quebra das microcolonias.
A\forga coesiva, mantendo a bactéeria unida, seria maior do que
é‘forga adesiva, segurando a bactéria no dente.i Em outros estu
dos "in vitfd", o fluor tem mostrado desadsorver-a. bactéria da

hidroxiapatita porque ele se liga, mais efetivamente do que a bac
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teria, nas areas de carga positiva no cristal de hidfoxiapqtita

(Rolla & Melsen (1975). Essas_observagées indicam qﬁe o fllor

Apode exercer um efeito antiplaca,'semvnecessariamenté matar a
bactéria. | |

A substituigao, na dieté, de sacarose pelb xilitol levou

Scheinin & Makinen (1975) a concluirem que avdieta com xilitol re

duz a quantidade de placa em aproximadamente 50%, diminuindo tam

bém a.incidéncia de bactérias acidogénicas e cariogénicas na bo

ca e conseqllentemente o nimero de caries.
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PROPOSICAO

Considerando a importénéia dos microrganismos na - forma
¢do da placa dental e na sua evolugdo para o calculo dental, e con
siderando, ainda, o papel deste na etiologia da doenga;wrkﬁonﬁﬂ,
o presente trabalho tem como objetivo estudar a microbiota do sul
co gengival humano, com énfase no papel dos bastonetes Gram posi
tivos facultativos,'que apresentam potencial de calcificacido e a

sua sensibilidade a clorhexidina.



MATERIAL E METODOS

Para analisar a microbiota, envolvida na formagao do
calculo dental, sera coletado material ndo calcificado do sulco

gengival.

1. Preparo da vidraria

Lavagem

Os tubos de vidro permaneceram totalmente imersos, em
uma bacia com dgua e detergente por 24 horas. Apds este periodd:
todos os tubos foram escovados bor dentro e por fora e lavados em
Egua correnﬁé, geparadamente, para retirar o excesso de detergen
te. Posteriormente todos os tubos foram lavados em agua corrente

por 2 horas, para eliminar qualquer residuo do detergenté. O mes

mo procedimento foi realizado em relagdo as placas de Petri.

Secagem
O material foi invertido, com a parte superior para bail

xo, em secador de plastico, sendo coberto por um pano, a fim de ficar ao

abrigo da poeira. I .

2.APreparo dos dentes

- 1

.%,Molares superiores e inferiores e incisivos superio
res e inferizres recém-extraidos foram utilizados como corpo de
prova. Apos a extracao, os dentes foram lavados com 5gué e sabao
e foi procedida a remocao de todos os detritos eXistentes.

. Todo tecido cariado foiAremovido-com auxilio de alta

rotagdo, assim como as restauracbes presentes. Apds esta etapa

os dentes molares foram seccionados, aproximadamente em sua linha
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meédia, com o auxilio do motor de baixa rotagdo e disco de carborun
dum. Apos o seccionamento, todas as raizes foram perfuradas com
auxilio de uma broca esférica. Pela perfuracdo foi passado um fio
ortodontico que foi convenientemente torcido, de modo a formar um
~anel. Este tinha a finalidade de facilitar a transferéncia do den
te de um tubo para outro. Os dentes molares seccionados foram co
locados em tubos separados e as metades corréspondentes recebiam
um nimero, de maneira a ndo haver troca entre elas. Os dentes fo
ram mergulhados em agua destilada e foram esterilizados a 1200 C

durante 20 minutos.

3. Preparo das bengalas

Tubos capilares, com cérca de 3cm de comprimento, fo
ram levados a chama para fechar as extremidades e em seguida uﬁa.
delas foi aquecida e dobrada (como dma‘benéala). Esse recurso foi
usado por Oliveira § Aralijo (1968), quando estudaram a formagib

‘de placa "in vitro'" por Sitreptococcus.

"4. Meios de cultivo

O meio utilizado para as experiéncias foi o BHI "Brain
.Heart Infusion" (difco) composto de:

"Calf Brain, Infusion from" . . . . 200,0
"Beef Heart, Infusion from" . . . . 250,0
~"Peptone" . . . . + . « ¢ o . . . . 10,0
"Sodium Chloride" . . . ¢ . . « . . 5,0
"Disodium Phosphate". . . . . . . . 2,5
"DEXLTOSE e ¢ ¢ 4 ¢ 4 s e e o e e e 2,0

Formula em gramas por litro.

4.1 - Meio utilizado para o isolamento das amostras
Para o isolamento das amostras foi usado o BHI

adicionado de agar a 2%..
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Preparo do BHI agar:

A partir da dissolucgdo de 17,5g de BHI(Difco),
em 500 m1 de agua destilada, seguiu-se a adigdo de agar (Difco) na
proporgcao de 2%. Em seguidé o material foi aquecido em banho-ma
ria até completa dissolucao. O mesmo foi esterilizado durante 20

minutos a 120°C.

5. Método de colheita e transporte

0O material foi‘ coletado de cinco pacientes, ‘com cure
tas Mc Call esterilizadas por autoclavagao. O material foi cole.
tado do sulco gengival da regido de molares superiores diveito ou esquerdo,.
da face vestibular e da face lingual dos incisivos inferiores di
reito ou esquerdo. Na colheita do material, a cureta foi_introzl_;q
zida no sulco gengival de maneira a ndo coletar placa denta»l debg»
sitada nas coroas ou sobreva papila 'gengival. Para isso, foi so
licitado aos pacientes que fizessem varios bochechos com agua d’esftiladai,_
com a finalidade de remover depositos.nio aderentes. O material foi

colocado diretamente em papel de aluminio, previamente tarado e

esterilizado por autoclavacgao.

6. Metodo de dispersido

0 material coletado foi pe"'sado em balanga analitica.
Apos o calculo do peso do material, foram realizadas as diluigdes

do material, quando foi respeitada a proporcao de 1mg do material

4

para 10ml do diluente (1077). O diluente foi salina fisiongica

(NaCl a 0,8%). A dispersao do material foi realizada no homogenei
zador de Poter. O pistilo foi movimentado cerca de vinte vezes,
visando a uma perfeita dispersao dos grumos. ' A partir dés'sa homo

4 8

geneizagdo foram realizadas as diluigdes de 10~ até& 10 .
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7. Método de isolamento das amostras

Apds a dispersao e a preparacao das diluigoes | deci
mais, 0,1ml de cada diluicao foi espalhado sobre a sﬁperficie do
BHI agar, pela técnica dé esgotamento; Foram utilizadas duas pia
cas para cada diluigao que foram incubadas em microaerofilia (me
todo da vela) e em anaerobiose. A anaerobiose foi realizada ' na
jarra tipo Brewer, com envelope gerador de Hy. 0O material foi'ig
cubado & temperatura'de 370 C, durante quatro dias. Duas placas
foram incubadas em microaerofilia e duas em‘anéerobiose, a tempe
ratura de 37°C, durante quatro dias. As placas,_cohtendo entre 30
a 300 colénias, foram as escolhidas ﬁara o exame. Com o auxilie

&do microscopio estereoscopio, cercé de 30 colonias foram escolhi

das para serem transferidas para caldo BHI.

8. Morfologia colonial

A morfologia colonial foi estudada no meio BHI agar.

i

" As colonias foram examinadas com o auxilio do microscOpio estereoscopio.

9. Morfologia celular

A morfologia celular foi estudada a partir do BHI ig

i

clinado. Foram preparados esfregacos e coradOSipelo Gram.

~

10. Manutencao das culturas

As culturas foram mantidas em BHI agar inclinado. Cada
tubo foi mantidoié temperatura ambiente e a temﬁeratura do refri

‘gerador, sendo transferidos para meio fresco, a cada quinze dias.

11. Provas Bioguimicas

k 11.1 - Producao de catalase

Para verificar a produgao de catalase, uma go-
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ta de agua oxigenada a 3% era adicionada a uma suspensao do cres
cimento bacteriano colocado em lamina de vidro. O a;anxjmeﬁtd de
bolhas indica o desdobramento do perdoxido de hidrogénio pela cata-

lase. Para facilitar a observagdo foi utilizado o microscopio es

tereoscopio.

11.2 - Reducao do Nitrato
Para o estudo da redugao do nitrato, foi wuti

lizado o meio "Tryptic Nitrate Medium" (Difco) que & composto de:

"Bacto-Tfyptose" e v e e 4 e e e e s 20 g

"Bacto DexXtresSe' .« . o« v o+ e 4 e . . lg
"Dissodium Phosphate". . . . . . . . 2 g
"Potassium Nitrate". . . . . . . . . 1g
"Bacto-Agar" .. v . v 4 e e e e lg

Agua destilada . . . . . . . . . . . 1000 ml

As amostras foram inoculédas nesse meio e in

cubadas a temperatura de 37° C, durante 72 horas.
| | A pesquisa do nitrato foi realizada, tomando-se
ﬁm mililitro do cultivo e adicionando-se ao mesmo 0,2ml de cada
um-dos reagentes, para a deteccao do nitrato. Coloragao rosa-ver.
melho indicava rqhgéo positiva - nitrato reduzid@. Aos tubos, que
nao apresentavam modificagdo na cor, era adicionada uma pitada de
Zinco em po, e, apés 30 minutos, a leitura era repetida. O desen

volvimento de cor rosa era anotado como reagdo negativa - nitrato

nao formado no meio (Sutter et af., 1975).

11.3 - Producao de Indol
| O meio de cultivo foi o mesmb descrito no item
anterior. As amostras foram inoculadés mo meio e incubadas a 37°0C,
dﬁrante 72 horas. Nos tubos em que houve crescimento eram coloca

das algumas gotas do reagente de Erlich. "Quando era observada a
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formagao de um anel cor-de-rosa, o teste era considerado positivo,

e a formagao de um anel amarelo indicava teste negativo.

11.4 - Hidrolise de gelatina

Para a prova da hidrolise da gelatina, foi utj._
lizado o caldo simples que € composto dos seguintes eleméntoé:
Rgua de carne . . « « « « « « . . . . 1000 cm3
Peptona. «. . + + ¢ ¢ « « ¢ ¢ ¢ o o o o 10 g
NACl. = v v v v v v e e e e v e ee . Sg
_A ‘gelatina foi acrescentada na concentragao de
4%. Cerca de 4ml foram distribuidos em tubos 13 por 100mm e es
‘terilizados durante 20 minutos a 120°C. Apds o .indculo, as cul
&turas foram incubadas, durante 72 horas, a 37°C. Apds o periodo
de incubacao, a leitura foi realizada, colocando-se os tubos na

geladeira durante uma hora, e apds este periodo os tubos eram in

vertidos. Os tuwbos nao gelificados foram considerados positivos.

.

11.5 - Provas do Vermelho de Metila (VM) e Voges-Pros

kauer (VP)

As amostras foram cultivadas no meio de Clarkv
8 Lubs. Esse meio foi preparado da seguinte maneira: 0,5g de pep
tona, 0,5g de fosfato dipotdssio (KZHPb4) em lodml de agua des
tilada. Ap6,s' est..eri-l'izagio a 120°9C, durante 15 minutos, no meio
fbram acrescentados assepticamente, 5ml de uma solugao de glicose
previamente esterilizada por filtragﬁo.' As amosjtras foram inocu
ladas no meio e incubadas por quatro dias a 37°C.

A leitura da prova do VM foi efetuada pela adi

gﬁo do seguinte reagente:



Vermelho de Metila

Vermelho de Metila . . . . . 0,1¢g
Klcool absoluto. . . . . . . 300 ml
- Kgua destilada . . . . . . . 500 ml

Quando era observada uma coloragao vermelha,
o teste era dado como positivo e, amarela era dado como negativo.
A prdva do VP foi efetuada pela adigao do se

guinte reagente:

Reativo de Barrit

VP, solugdo 1 - Naftol . . . . . . . ... 6g
- Klcool etilico . . . . . . 100ml

VP, solugdo 2 - Hidroxido de X . . . . . . 1l6¢g
Agua destilada q.s.p.. . . 100ml

Quando. era observada uma coloracao vermelha,

a reagao era positiva. '

11.6 - Crescimento em diferentes concentragoes de Clo

reto de Sodio

Preparamos o caldo B1 sem cloreto de sédio, e
depois o mesmo foi acrescentado para atingir as seguintes _conceg
tragGes:. %, 4%’,6’5%' As amostras foram inoculadas no caldo B1
e incubadas durante 48 horas, a 370 C. Apds este tempo as amostras
foram'in0cu1adas; com o auxilio de uma pipeta.estéril, nos meios

com as diferentes concentragoes de NaCl. A turvacao do meio era

considerada como prova de tolerincia ao NaCl.

11.7 - Fermentacao dos Carboidratos
Para a fermentagao dos carboidratos fdi'utili
zado o ‘meio B, (é o caldo B, sem glicose) acrescido do indicador

de Andrade e do substrato teste. = ~
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<0 caldo B1 € composto dos seguintes elamﬂmos:
-"Beef Extract of Muscle" (BBL) 5g em 1000ml de dgua destilada,
Aseguidd de aquecimento ‘a 500 C, durante 60 minutos e imediatamente
a 800 C, durante 10 minutos. Em seguida ao-aquecimehto, filtra-se
€m papel e acrescenta-se 0S Seguintes elementos:
-Proteose peptona (Difco) . . . . . . . . 10g
‘Cloreto de Sodio (Merck) « « « - « . « . 5g
Fosfato de potassio monobésicb (Baker) . 2,5¢g
Thiotone (BBL) + v = « = « v« = « 2 « < . 3g
Extrato de levedura (BBL). « s v « o« « 2¢g
Glicoée (Réagen)_L e e e e e e . T 2g
Ajusta-se o pH a 7,3. Esterilizar a 1200(5
-duranté 20 minutos. A concentracao do substrato teste foi de l%i
com excecio da Arabinose que foi acrescentada ao meio, para atin
gir a éoncentragio.de 0,5% e do glicerol (0,8ml v/v). As’conceg
tracoes foram de acordo com Holdeman § Modre (1972). .
| O tempo de esterilizacao foi de 115°C, duran
»tev15 minutos, coh excggéo da AraBinose cujo tempo ﬂﬁ.de]ZJﬁmmtdL
As amostras foram inoculadas no caldo B; du
rahte 48 horas, a 37° C. Apos, com auxilio de uma pipeta de 1mi,
graduddava 1/10 e esterilizada por autoclavacdo, foi 'digpen§ada
uma gota da cultura nos tubos com os substratos: glicose -(Reagen),
frutose (Mergk), sacarose (Merck), éalactose (Merck), mahbse(Dif
co), sorbitol (Merck), lactose. (Reagen), arabinose (Difco), Glicerol.
(Reagen). Os tubos inoculados foram incubados a 37°C, durante 14
dias, procedendo-se a leitura a cada 24 horas. Quando a coloragao

do meio se tornava vermelha, o teste era dado como positivo.

o

12. Tipo Respiratorio

Para verificar o tipo respiratorio, as amostras foram



- 583 -
semeadas em placas de agar sangue. Para cada amostra foram utili
zadas duas placas que foram incﬁbédas em condigoes de aerobiose e
de anaerobiose (em jérra tipo Brewer, com envelope de GasPak, duran
te quatro dias, a 37°C). As placas foram divididas em quatro, e

em cada parte foi semeada uma amostra.

13. Hemolise
Nas mesmas placas que foram usadas para verificacao

[
do tipo respiratdrio foi verificada a produgdo da hemolise.

14. Formacio de placa "in vitro"

Para formagdo de placa "in vitro", as amostras foram
inoculadas no meio basico recomendado por Gibbons § Banghart (1967),

modificado, e foi utilizada a técnica descrita pbr Bier (1970).

Meio basico

Tripticase (BBL) . . . . . . . . . . 10 g

Extrato de levedura (BBL). . . . . . 1,5¢g

NaCl (Merck) . . . . . . . . . .. . 1,0¢g

~ . KH2P04 (Baker) . . . . o. o e - o . ‘o' . 1,0 g

Sacarose (Merck) . . . . . . « . . . 25 ¢

Agua destilada . . . . . . . . . } .500 ml
; . ~ . )
A Cerca de 10 ml foram distribuidos em tubos 18 X 140mm
(com os dentes) e 3ml em tubos de 13 X-lOOnm} (com a bengala) e
esterilizados a 110°C. As amostras selecienadas foram inoculadas
no meio basico e incubadas durante 48 horas a 37°C, Apos cada 48
horas, os dentes e bengalas eram transferidos, com o auxilio da
alga de platina, para outros tubos contendo o meio basico. Essa
transferencia foi feita quatro vezes e, a medida que as édssagens

eram realizadas, anotavam-se os resultados.

Os dentes utilizados no expeérimento foram os. incisi

vos superiores e inferiores e os molares seccionados.
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O controle dessa prova foi realizado da seguinte ma
neira: os tubos com o meio basico, dentes e bengalas foram incu

bados a 37° C, durante 48 horas; a cada 48 horas os corpos de pro

va eram transferidos.

15. Efeito da Clorhexidina na formagcao da placa

Os molares seccionados (parte A e parte B) foram uti
lizados na formagao da placa bacteriana. A parte "B" foi utiliza
da para verificar o efeito da clorhexidina na formagao da placa

bacteriana..

[l

antiplaca f%i o '"Plak Out" (Hawe Neos Dental) nas concentragoes
2 .
de 0,2%, 0,3% e 0,05%.

O material empregado para verificar o seu potencial

~As amostras que melhor formaram a placa "in vitro"

. g
foram as utilizadas nos seguintes experimentos.

~ Clorhexidina a 0,2%

1¢ Experimento

‘Corpo de prova: dentes molares seccibﬂados (parte '"B')
— incisivos inferiores (controle) '
A solucgao de clorhexidina a 0,2% foi preparada da sg'
guinté maneira: para 10ml de adgua estéril adicionou;se oito go
tas de '"Plak Out'". . o0 | .

- A metade do dente, desigﬁada parte "B", foi colocada
na solucao d? clorhexidina durante um minuto, e, .em seguida,cndeg.
te era trans%erido com o auxilio da #1ga de platina para o meio de
cultura de 24 horas, ali permanecendé durante um minuto, €  apos
eram transferidos para tubos com o meio basico e:incubados duran
te 48 horas,, a 37°C. A cada 12 horas oS resuitados ermhzummados;

wo‘controle foi realizado de duas maneiras. Na primei

ra, o dente foi colocado na solugao de clorhexidina a 0,2% duran
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te um minuto e depois transferido para o meio basico e incubado
durante 48 horas, a 37°(L A ségunda, o dente foi colocado na cul
tura de 24 horas durante um minuto e em §eguida para meio Dbasico

e incubado da mesma maneira. que o anterior (Ver Figura 3).

it

2° Experimento

Apos o 1° experiménto os dentes foram lavados, esteri
lizados e utilizados no 2° experimento.

Corpo de prova: molares seccionados (parte "B'")
incisivos inferiores (controle)

" Os dentes foram mergulhados né‘solugéo de clorhexidi
na por um mi%uto e em seguida transferidos péra tubos estéreis é-
levados para“secar, a 37°C na éstufa, por um periodo de oito ho
ras. Apos eése'periodo os dentes eram mergulhados no meio de cﬁl
tura de'24 horas, durante um minuto, e depois transferidos para tu
bos estéreis e levados a estufa por 0ito horas, a 37°C. Apos esse
periodo; o'pfocediménto foi o mesmo utilizado na experieéncia aﬁtg
rior.

O controle foi feito em duas etapas:’ na'primeira, o
dente foi merghlhado na solugio de clorhexidina dprante um minuto
‘e, emvéeguida; transferido para tubo estéril e 1e&ado para secar,
a 37° C na estufa, durante 6ito horas. "~ Depois desse _'periodo; o}
dente_foi transferido para o meio basico e incubado por 48 horas,
a 37°c.

.Na segunda etapa, o dente foi mergulhado no meio de
cultura de 24 horas por um minuto e em seguida transferldo para
tubo estéril e levado para secar, a 37°C na estufa, por um perio
do de oito horas, apos o que foi transfefido péra'o meio basico e
incubado por 48 ‘horas, a 37°C (Ver Figura 4).

O mesmo procedimento foi utlllzado para as concentra
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goes de 0,1 e 0,05% (concentracao a 0,1% - 4 gotas de clorhéxidina;
a 0,05% - 2 gotas). |

~ 0 experimento com aS bengalas foi o mesmo fealizado

com os dentes.

CALCIFICAGAO "IN VITRO"

Apc').s, a formacao de placa os dentes e as bengalas foram
transferidas para uma solucao calcificadora. Essa solugdo foi pre
parada de acordo com Wasserman et af. (1958). Foi preparada uma

by

Vsolugéo C.onc;;ientrada, contendo 0,70 M NaCl, 0,05M KC1 e 0,22 M
NaHCOé, em 1100 ml de‘ agua destilada e esterilizada a 120°¢C, durap_"
te 20 minutos. Em seguida foi preparada uma solugao, contendo 90ml
cie égua_dest:&tl'lada, adicionada de 52 mg de KH2P04, para atingir uma
cohcentrag&o final de 12 nig% de P. A solugao foi esterilizada a
120°cC, dprante 20 minutos. Apds a esterilizagao foram ad1c1ona
dos, COI'II uma pipeta estéril, 10ml da solugdo concentrada na solu
gao de KHZPO4'. Feita a diluicgao, foi borbulhado co, gtravés des
'sa solugao, para baixar o pH para 6,0 unidades. Em seguida foi .
ad1c1onado CaClz, para at1ng1r a concentragao fingl de 4mg?% de Ca,
‘e atraves da passagem de ar_comprlmldo pela solugao, o pH foi ajus
tado para 7,0. Essa solugdao foi prepar;ida na camara asseptlca
e cerca de 7m1 foram distribuidos em tubos- 18 X 140mm e 4m1 em
tubos 13 X 100 mm. Com o auxilio da alga de platina transferi
mos- 0s dentes e bengalas para solugao calcificadora e os mcuba:nos
durante quinze dias, a 37°cC. Apos o-tempo de incubacao os dentes
e bengalas foram transferidos para uma placa de Petri esterilizadé.
Com o auxilio do microscopio estereoscdpio, o depSsito foi exami

nado e, com uma cureta foi retirada uma parte de placa, a partir

da qual foi preparado um esfregago para ser corado pelo Von Kossa modlflca

do (Ennever, 1960)



TECNICA DE VON KOSSA MODIFICADA

Esta técnica foi utilizada para se verificar a presenga

de substancias calcificadas. A seqliéncia da técnica

guinte:

a)

b)

B

g)

foi a se

Fixar.o material, esfregagco fino seco ao ar, passar

trés vezes na chama do bico de Busen.

Lavar por 30 minutos em agua deionizada.

[

Cobrir a lamina com solugdo de nitrato de.. .

1%, durante 2 minutos.

Lavar por 30 minutos em agua deionizada.

Cobrir a lamina com solugdo de hidroquinona

rante 2 minutos.
Lavar por 30 minutos em agua deionizada.

Fazer coloracao de fundo com fucsina.

prata a .



58

se1oy gy o3nu onuTw T BpET
xod 9 ,L¢ B opeq Tw T Xod sexoy yg xod ¢7¢0Q B BUIPIX T3sop ende we op
nouT 051SBq OISl Sp BIN3IND 9p OISK YI0TD op omw:ﬂom BZITII91Se 93Us(Q . 57013U07
M M n - N e
Q e Q Q
I I i i

¢ vunald




ojnutwr |

. ' SBIOY ¥ - . ojnuUTW T .
‘o Jod 9 ,.s ' opeq seloy § - Jlod sexoy §z op © seIOY 8 lod 470 ® BUIPIX
w NOUT 0JTSBq OISR .xod 0 olS B IBI9S BINJIND Op OIS xod J LS ® IBd3S SYI0Td op oednros
[} ) . . v

i

<Q

N I
I I . i

g S

o~

E

Q

——e

\

A

E

EpEITISop ende
" WO OpPBZTITIIISS. 9IUIQ: -

oae-S2

‘ )
_. 210143u0) % L
| L~

E[?O@é‘:a D

h vinold



- 60 -
RESULTADOS

Para o isolamento dos microrganismos foi colhido mate
rial do éplﬁo gengival de cinco pacientes formadores de calculo
dental. HO isolamento foi realizado pela técnicé descrita  por

- Bier (1970). O numero de colonias crescidas em cada material € o
- constante da Tabela 3, oﬂae pode ser observado que a média do ni
mero de coﬁll6n,ias crescidasAem microaerofilia foi de 106,28 X 108/g e o
niimero de colonias crescidas em anaerobiose foi de 336,96 X 108/g.
O.niumero de coldonias isoladas no BHI agar e que foram
f . ;
repicadas pq?a o caldo BHI e incubadas em aerobiose & o que consta,
na Tabela 4ﬁé Das 253 amostras isoladas, 174 (68,7%) foram identi 
ficadas, sendo lZO (47,5%) de cocoé Gram positivos, 10 (3,9%) - de
ébcos'Gram négativos, 33 (13%) de bastonetes Gram positivos e 11
(4;3%) de‘baétonetes Gran negafivos,'c?nforme pode ser observado
na Tabela 5.; | , | o ‘ .

Apés o} esfudo da morfologia colonial, morfologia celular
e caracterisficas bioquimicas e.fisiolsgicasv‘as amostras de bas
‘tonetes Gram positivos foram separadas em trés grupos, que foraml
comparados com os grupos de Bier (1970), de acordo.com a Tabela 6.

As émostrasTde;éo;os Gram positivos foram identificadas
como Streptococcus sp.,(Tabela;7), e:oskcoéosf Gram negati?os
como ~. - Ngiééenéa sp. e como Veillonella sp.

Paéa o estudo do potencial de formagao da placa bacteria
na "in vitro"iforam utilizadas 15 amqétraS-de aconkacdméiihbekaS.
0 resultado da formagao da placa bacéeriana "in vitro', em dentes
humanos e bengalas de vidro em meio sacarosado, pelas amostras é§

 £udadas; pode.ser observado na Tabela 9. Algumas.amostras de ba§
tonetes’¢ cocqsinam poéifivos néo-formaram placa:bacferiana, Anb.

periodo experimental, outras formaram, apenas a partir da Segunda
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transferencia, e algumas formaram ja a partir da primeira inocula

gao.
‘ -Das amostras de bastdnetes Gram positivos -épenas tres
apresentaram resultados éemelhantes, fbrmando a placa bacferiana,
a partir da primeira inoculagao, em dentes humanos e em bengalas
de vidro. A amostra 38 formou a placa bacteriana em dentes 'humg
ﬁos, a partir da ierceira transferéncia, ocorrendo o mesmo 'coﬁ a
amostra 52; e nas bengalas de vidro a partir da primeira inocula
g¢ao. Com a amostra 59, resultados semelhantes foram observados,
dando a formacao dafplacaAbacteriana a partir da terceira transfe
rencia, tanto em dentes humanos como nas bengalas de vidro. Com
a amostra 54, os resultados apresenfaram divergéncia. A formagao
Ida placa bacteriana deu-se nos dentes humanos, porém nas bengalas
nao houve formacao. As amostras que héofformaram placa bacteria
na nos dentes, também nao formaram nas bengaias,
.Trés amostras de cocos Gram positivos nao formaram pla
éa bacteriana, ém'dentes humanos e em bengalas dé vidro. A amos
ltra 63, deu resuitado semelhante, formou a placa bacteriana a par
tir da segunda transferéncia em dentes e em bengalas. Com a amos.
?fa numero 5 o resultado nio foi semelhante. En dentes humanos a
formagdo da placa bacteriané se deu, a partir da. segunda transfe
;§ncia, e nas beﬁgalas a partir da primeira inoculagao.
i Para estudar a acao da clorhexidina a 0,2%, 0,1%e 0,05%,
nas aﬁostras formédoras de placa '"in vitro", emiﬂentes e em benga
las de vidro, forém utilizadas sete amostras de acordo com as Ta
belas 10, 11 e 12.

) A clorhexidina a 0,2% inibiu a formagao de placa nos den

tes, nas duas condigoOes experimentais (dentes secos e nao secos).

Contudo, nao inibiu a formagdo de‘placa.xlaé bengalas de vidro (Tabela 10).
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\A,agéo inibitoria da clorhexidina a 0,1% (Tabehill)comg
-ca a desaparecer apos 24 horas de incubagao, pois as .culfurés de
36 horas ja apresentavam.crescimeﬂto, Mesmo a O,l%,ﬂa clorhexidi
na nao inibiu a formacgao dé pléca nas bengalas.

-Os mesmos resultados foram observados quando a concanmé
+cao de clorhexidina foi de 0,05% (Tabela 12). ‘

Para verificar a calcificagao "in vitro' da placa bacte
‘riana'aderida a dentés humanos e bengalas de vidro, foram utiliza
-das amostras de cocos e.bastonetes Gram positivos de acordo com .a
Tabela 13. -

A calcificacdao foi evidenciada pela teécnica de\bnl«msé:

A :amostra 54 formou piaca apenas na suberficie do dente
€ nao calcificoﬁ.

As amostras 62, 63 e 69, aderidas aos dentes e as bengala;_s,
apresentaram calcificagao total do citoplasma celular.

- As amostras 52 e 60, quando aderi@as aos dentes humanos,

.apenas iniciaram a calcificagdo. As mesmas amostras aderidas as

‘bengalas, contudo calcificaram totalmente.
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DISCUSSAD

Para o isolamento das bactérias filamentosas do sulco
gengival foi retirado material de cinco pacientes formadores de
calculo dental e, pelos resultadoé obtidos nesse trabalho pode-se
concluir que existe uma variagcao, em relacao ao método de incubg
gao do material. O material que foi incubado, em condigoes de
anaerobiose, apresentou um numero maior de coldnias do que em mi
croaerofilia (Tabela 3); todavia, convém salieﬁtar que em nossas
amostras, néo avaliamés as condigoes de saﬁde periodontal. O tra

balho de Gibbons et af. (1963) mostrou que a flora bacteriana da’

. placa dental de pacientes com periodontopatias & formada, predo

minantemente, por bactérias anaerdbias.
Na Tabela 5 observa-se a predominancia de cocos Gram po
sitivos concordando com o trabalho de Mandel et af. (1957), que

mostraram a predominancia de cocos Gram positivos em placa jovem.

..0 numero de bastonetes Gram positivos foi maior do que o dos ne

.gativos, e estes resultados (Tabela 5) estdo de acordo com o0s ob

tidos por Sidaway (1978a) que mostrou a predominancia das formas

. ifilamentosas Gram positivas. Embora 33 amostras de bastonetes

Gram positivos tenham sido isoladas, épenas 10 resistiram ao pro
cesso de manutengao.
A(idenﬁificagéo das bactérias filamentosas Gram poéiti
vas, isoladas noipresente trabalho, foi realizada de acordo com
Bier (1970). As amostras foram divididas em trés.grupos, de acor
@o com as carateristicas da morfologia colonial, celular e carac
teristicas bioquimicas e fisioldgicas.

No grupo I, todas as amostras fermentaram glicose, mal

tose, frutose, sacarose, galactose e glicerol. Nao fermentaram o

¥,



. concentracoes de 2, 4 e 6,5% de NaCl, reduziram o nitrato a ni

.
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sorbitol e eram catalase positivas, resistiram ao crescimento nas

trito, eram todés facultativas. Com estes resultados.pom%sezﬁiz
maf que essas'amostras apresentam caracteristicas semelhantes ao
Odontomyces viscosus. |

Foram observadas algumas divergéncias, em relégéo aos
fesultados de Bier (1970). Apenas uma amostra fermentou a arabi
nose. No presente trabalho, os reéultados obtidos concordaram com
os de Georg & Brown (1967). Em relacdo ao teste de VP, apenas uma

amostra apresentou o mesmo resultado encontrado por Bier (1970).

Em relacao ao teste do VM, os resultados obtidos concordaram com,

os de Bier (1970). Em relacao ao teste da gelatina, apenas uma
ﬁdas amostras produziu a gélatinase, em desacordo com os rTesulta
dos obtidos por Bier (1970). Provavelmente essa amostra, com ca
racteristicas semelhantes ao Odontomyces viscosus, seja um produ
tor de gelatinasé. |

No grupo II, todas as amostras fermentaram glicose, mal

‘tose, sacarose e frutose; nao fermentaram lactose, sorbitol, ara

binose e glicerol. Reduziram o nitrato a nitrito e eram catala

se positivas, facultativas, ndo hemoliticas, VP positivas, ndo de

}
t

gradaram a gelatina. Estes resultados estao em ¢oncord§ncia com
oé encontrados pdr Bier (1970). .Apesaf\de algumas divergéncias,
pode-se afirmar qﬁe 0 grupo apresenfé céracteristicas semelhantes
as amostras de Rothia dentocariosa. |

No grupo III, todas as amostras apresentaram caracteris
c?s fisioldgicas e bioquimicas semelhantes ds amostras de Acting
myceA sp. Todas éram catalase negativas, fermen%aram a maltose,
d'sacarose, eram facultativas, reduzifam o nitrato, nao eram he

moliticas e ndo degradaram a gelatina. Nao fermentaram a lacto

-

A
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se, o sorbitol, o glicerol e a arabinose, nio apresentaram creg'
cimento nas conéentragSes de NaCl a 4% e 6,5%. A identifiéégéo
desse grupb foi realizada compérando-se-a com oS resﬂltados de
Georg & Brown'(1967).' Estes autores éncontraram resultado posi
tivo para glicose, apenas quando utilizaram outra técnica.

O fato de as amostras isoladas de pacientesl formarem .
placa "in vitro", a partir da sacarose, tem muito significado ﬁg
ra o.mecanismo de fixacao dos microrganismos em placa dental.
Bier’(1970), em seu experimento, nao conseguiu a formacdo de pla
ca "in vitro", com as amostras isoladas de "hémster" por Jordan
& Keyes (1964) (Odontomyces, Rothia e Bactenlonéma) e que anterior’
mente tinha formado placa. Talvez; este fator se deva ao tempo
de manutencao ter-se prolongado por muitos anos, perdendo, assim,
a capacidade de formacao de placa. |

A importancia do Odonfomyces viscosus foi ressaltada por
Jordan .& Keyes (1965), quando inocularam esse microrganismo na
.cavidade oral de "hamsters" albinos, isentos de aoenga periodon
tal. - Rapidamente havia o acumulo de placa, com a conseqiente for
macao de bolsa periodontal e alveoloclasia. Estes resultados de
amdnstraram a participacdo do Odontomyces uviscosus como agente etio
i6gico da doengavperiodontal em "hamsters'". Em 1969 Gerencser &
Slack confirmara@ a presenca de Odontomyces viscodus no sulco
géngiﬁal humano e ainda revelaram a capacidade destes microrganis
‘mos férmarem plada na presenca de sacarose. Esﬁes resultados sao
significativos pafa a ecologia da cavidade oral; portanto o pre.
éente trabalho confirma esses achados.

{ E importante ressaltar que Georg et ai. (1969) propuse
fam a classificacdo do Odontomyces viscosus como Actinomyces vis

cosus, designacdo esta hoje perfeitémente aceita entre os microbiologistas.
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As amostras:do grupo II que foram ;aracterizadas como

Rothia déntocdniqéa fqrmaraﬁ ﬁlacé "in vitro", tanto em dente co

mo em bengalas, e apenas ﬁma amostra nao apresentou eésa formacao;

pértanto és'dados encoﬁtrados na presente investigacao estéovdé

" .

acordo com os obtidos por Bier (1970). Uma das amostras formaria
placa "in vitro'" apenas em dentes humanos.

As amostras do érupo IIT que foram caracterizadas como
Actinomyces foram as que melhor formaram placa "in vitro'", tanto
nos dentes como nas bengalas, inclusive uma das amostras formou
placa na’sup@fficie do fio ortodanticd,'confirmando, assim, a
grande capac%dade.de fixacao em superficies'lisaé.

Pafa a idéntificagéo das amostras de cocos Gram positi
vos, os dados obtidos foram comparados aos de Oliveira (1974).

N g

A amostra nimero 5 apresentou caracteristicas semelhan
tes as identificadas como Stneﬁtococcab;mutanb. A de numero 63
apresentou caracteristicas de amostras identificadas como - Strepto
coceus AaZiva&iué. As amostras 14, 29 e 65 apresentaram caracte
risticas sémeihantes is identificadas como sendo de Streptococcus
{aécatiéﬁ

Os microrganismqs dos grupos I, II e III identificados,
téntatiVamenté, como Odontomyces viscosus, Rothia dentocariosa -e
Actinomyceé‘sp}, respectivamente, foram investigados em relagao
a sua tapacid?de de formar placa bacteriana "in vitro", em dentes
humanos e em'gengalas dé vidro.: :

A amostra que foi caracterizada como Streptococcus mutans

/
‘

apresentou a formacdo de placa tanto em dente como em bmu@la. 0]
resultado de placa confirma o trabalho de Oliveira (1974). Para
Querido (1972) as amostras de Rothia sio semelhantes as de Strep

tococcus mutans quanto a incapacidade de se fixarem as  celulas

5 : : ... i
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‘epiteliais. Gibbons gtlaz; (1964) concluiram qﬁe o) Stnqﬂwcoccdb
salivarius nao demonstra capacidade de a&eréncia i superficie do
ésmalte,lenQuanto o Strneptococcus mutans, quando se coloniza né
‘cavidédenoral, o faz com muita facilidade sobre a superficie do
esmalte, os nossos resultados contudo discorda dessa afirmagaoc;
de acordo com a Tabela 9.verifica-se que ambos Streptococcus mu
Zans e Aaﬁgvaniub mostrou igual capacidade de aderéncia a super
ficie do esmalte.
A . amostra numero 63 e que foi caracterizada como Sixrep

hy

ZLococecus Ad%ivaniué formou placa '"in vitro", tanto em dente como.
i

em bengalass Foi observado que nos dentes, a partir da segunda‘

transferéncia, a placa ja estava formada.

| Aswoutras,amostras de Streptococcus faecalis nao apre

sentaram capacidade de aderéncia nas‘c?ndigaes experimentais.

o A;agéo da clorhexidina nas amostras formadoras de pla
ca "in vifro", em déntes humanos e bengalas de vidro, pode ser
observada‘nas Tabelas 10, 11 e 12. | -

. A clorhexidina a 0,2% se incorporou aos dentes em quan
tidade suficiente para inibif o seu.crescimento no periodo expe
rimental. Este fato pode‘sgr compreendido pela obseryagéo da:eﬁ
periéncia com as bengalas, que foram tfatadas do mesmo modo que.
os dentes. uContudo, pela natureza impermedvel do vidro, pratica
mente, nenhu&a quantidéde de clorhexidina ficava aderida as mes
mas, logo né& ocorrendo inibigdo de crescimento bacteriano.

A clorhexidina a 0,1 e 0,05%, incorporada aos dentes,
s0 inibiu o crescimento nas primeiras 24_horas_dafexperiéhckg com
65 dentes humanos. Em relacdo as bengalas, o resultado foi o mes

mo obtido com a concentracdo de 0,25%.

‘OS;Hados obtidos nas condigoesexperimentais, d@ﬁe tra
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balho, permitem concluir que a ciorhexidina, em concgntragio ade
. quada, inibe o crescimento das bactérias envolvidas nesse estudo.

Praticamente todas as amostras, que formaram placa '"in
vitro", e que foram selecionadas para a experiéncia, se calcifica
ram quando colocadas na solugdo calcificadora (Tabela 13).

| Foi observado que algumas amostras em 15 dias de incu
bacao ja apresentavam calcificacoes. Wasserman et af. (1958) ob
tiveram a calcificaééo em amostras de.Actinomyceb em seils dias de
incubacdo. Segundo Sidaway (1978b), o tempo de calcificacdo da
bactéria de pléca & muito variével; indo de 3 a 4 dias e 3 a 4
‘semanas. |

As amostras identificédas, tentativaménte, como sendo
de Actinomyces, foram as qhe mais se calcificaram, tanto nos den
tes como nas bengalas, dados estes que confirmam os encontradés

por Sidaway (1978b).
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CONCLUSOES

Pelos resultados obfidos no presente trabalho, € possi
vel tecer algumas consideragoes conclusivas:

a) Do material colhido do sulco gengival de cinco  pa
cientes formadores de cdlculo dental, os microrganismos anaercbios

foram os predominantes;

b) As amostras predominantes foram as de cocos Gram po

sitivos (Streptococcus sp.);

c) As bactérias filamentosas isoladas apresentaram ca

racteristicas semelhantes a Rothia dentocariosa, Odontomyces v.isi

cosus (Actinomyces viscosus) e Actinomyces sp.;

d) As amostras caracterizadas como Actinomyces sp. fo
ram as que melhor formaram placa 'in vitro', tanto em dentes hu

manos como nas bengalas de vidro;

e) As mesmas amostras que nao formaram placa '"in vitro",

em dentes humanos, nao formaram nas bengalas de vidro;

f) A clorhexidina a 0,2%, -incorporada em dentes humanos,

foi a que apresentou a melhor inibigcao do crescimento bacteriano;

g) Praticamente todas as amostras que formaram  _ placa
"in vitro" e que foram colocadas na solugao de sais de calcio se

calcificaram, tanto em dentes humanos como nas bengalas de vidro;

h) As amostras que melhor apresentaram calcificacao em

‘dentes humanos foram as identificadas como Actinomyces sp.

{



RESUMO

. Material doASuléo gengival de cinco pacientes fbnmﬁores
de célculb‘dental foi colhiao,'homogeneizado, diluido e semeado
no BHI, em condigoes de microaerofilia e em anaerobiose a 37QC',v
durante quatro dias. As placas, contendo de 30 a 300 colonias, foram
escolhidas;para o exame. A média de coldnias CrescidasAem mhnﬁag
, rbfiiia foi de 106,28 X 108/g, e a d¢ colonias crescidas em-'anag
robibse_foilde'336,96 X 108/g. Das 253 amostras isoladas, 174
(68,7%) foréﬁ identificadas, sendo 120 (47,5%) de cocos Gram posi
tivos, 10 (3&9%) de cocos Gram negativos, 33 (13%) de bastoneteg_
Gram positivzs e 11 (4,3%) de bdstonetes Gram negétivos. Apos es
tudo da morfologia colonial e celular, e das caracteristicas Big
quimiCaé e fisiol6gicas, as ampstras‘de bastoﬁetes Gram positivos
foram sebaradas em trés grupos que apresentaram caracteristicas
semelhantes a Rothia dentocariosa, Odontomyces viscosus (Actinomy
ces vdscosus) e Actinbmgceé'sp.

‘ As amostras de cocos Gram positivo;kforam identificadas

cémo Stneptococcus sp., 0s cocos Gram negativos como Nedisseria sp.
- e como Veilfloneffa. Com amostras de bastonetes é cocos Gram po
sitivos foi estudado o poténcial de formacao de placa "in vitro",
em dentes humanos e em bengalas de vidro. Algumas amostras nao
form;ram a ﬁgaca "in vitro", outras formaram placa a partir da
primeira inoéulagﬁo. Com as émostras formadoras.de placa."in vi
tro", em dentes humanos e em bengala; de vidro, estudou-se a agao
da clorhexidina a 0,2%, 0,1% e 0,05%. Foi estudada também a cal

cificagdo "in vitro'" da placa bacteriana aderida a dentes humanos

e bengalas de Vidro,'quando colocada em solugao calcificadora.
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SUMMARY

Material of gingival crevice of five patients formers of
dental calculus was collected, homogenized, diluted and inoculated
in BHI, in microaerophilic and anaerobic conditions, at 37°C, during
four days. The plates, conteinihg 30 to ."SOOﬁ\colonies, were chosen
for the exam. The a\terage of increased colonies in microaerophilic
was 106,28 X 108/g, and thet of anaerobically increased -colonies
was 336,96 X 108/g. From t;1e 253 isolated stralns 174 (68 7%) were'
identified, as being 120 (47,5%) Gram-positive cocci, 10 (5,95),
Gram-negative cocci, 33 (13%) Gram—positive rods, and 11 (4,3%) |
Gram-negative rods. After studies of colonial and C'ell'llé.{‘
morphology and blochemlcal and phy51olog1ca1 characterlstlcs the
strains of Gram-positive rods were_separated in three groups which
presented characteristics similar to Rothia dentodamﬁo_ba, 'Odontg
‘myces U}.(',ACOALLA_ (Actinomyces viscosus) and Actinomyces sp. The
strains of Gram-positive cocei were identificated as Stftep,tococe@
Sp-, the Gram;ﬁegative'ones as Neissenia sp- and Veillonella sp.

With stralns of rods and Gram- p051t1ve cocci was studled
" the formlng potentiality of plaque "1n vitro', in human teeth. and
glass -stick_s. Some of the strains did n_ot. for plaque "in iritro",‘
others formed plaque departing from the .first‘inoculation. With
the strains formers of plaque "in vitro" in human teeth and glass
sticks, the action of chlorhex1d1ne at 0 20, 0 1% and 0,05%, was
studied. : Also was studied the ca1c1f1cat10n "1n vitro" of - the

bacter1a1 plaque adhered to human teeth and glass SthkS, when put

in calcifying solution.
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