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Resumo

BRAUNER, Katielle Valente. “Caracterizagao de biofilmes orais formados in
situ na presenca e auséncia de clorexidina”. 2014. 54f. Trabalho de
Concluséo de Curso — Graduacéo em Biotecnologia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Esse trabalho objetivou avaliar e caracterizar as respostas
microbiolégicas, minerais, e moleculares produzidas por um modelo de biofilme
in situ frente a presenca e auséncia de um antimicrobiano: Clorexidina 0,12%
(CLX).O presente estudo in situ foi randomizado, cego em relacdo aos
voluntarios(n=6) e do tipo boca-dividida, no qual espécimes de esmalte dental
bovino foram submetidos a tratamentos em dois niveis: sacarose 20%, 8x/dia
(grupo controle), e sacarose 20%, 8x/dia em associacdo a aplicacdo de
clorexidina 0,12%, 2x/dia (grupo teste). Os espécimes (8 em cada lado) foram
inseridos em pequenas recessdes presentes nos dispositivos intraorais
palatinos recobertos com tela plastica, o que permitiu que todo o biofilme
formado sobre os blocos de esmalte dental permanecesse estagnado na
superficie do bloco. O biofilme formado foi coletado aos 14 e 21 dias do
experimento (n=4 espécimes/dia de coleta/tratamento). O biofilme coletado foi
submetido a analise microbiologica, e a expressdao dos genes ftf e vicR. Os
espécimes de esmalte avaliados através de teste de microdureza de seccao
transversal para determinagcéo da perda mineral integradadas lesdes artificiais
de cérie formadas em cada condicdo experimental. Analisou-se os dados com
ANOVA de duas vias e Teste Tukey (p<0,05). Nao houve diferenca na
quantidade de microrganismos encontrados entre os tratamentos (p>0,05).
Menores perdas minerais foram encontradas no grupo tratado com CLX aos 14
dias (P = <0.001) e aos 21 dias (P = 0.003). O gene VicR nado apresentou
diferencas em relagdo ao tempo (p=0,3224) nem ao tratamento (p=0,0753). Ja
para o ftf, o teste mostrou que houve diminuicdo da expressao em relacado ao
tempo (p=0,0015) ao tratamento (p<0,0001) na expressao deste gene. A CLX
nao reduziu as contagens de microrganismos, mas foi eficiente na reducao de

céarie.

Palvras-chave: Biofilme; clorexidina; VicR; ftf; in situ.



Abstract

BRAUNER, Katielle Valente. “In situ characterization of oral biofilms
formed in chlorhexidine presence or absence". 2014. 54f. Completion of
course work (undergraduate) - Graduate in Biotechnology.Federal University of
Pelotas, Pelotas.

This study aimed to evaluate the effect of 0.12 % Cholorhexidine (CHX)
on the microbiological and molecular responses and on the enamel
demineralization produced by an in situ biofilm model. This study had a
randomized, blinded regarding volunteers (n=6), and split-mouth design, in
which bovine enamel discs were submitted to treatments at two levels: 20%
sucrose, 8x/day (control group), and 20% sucrose, 8x/day in combination with
CHX, 2x/day (test group). Discs were inserted into small recessions present into
palatal appliances and covered with a plastic mesh, which enabled biofilm
formation. The biofilm formed was collected after 14 and 21 days of
experimental time (n=4 discs/day/treatment). Biofilms were submitted to
microbiological analysis, and evaluation of ftf and VicR genes expression.
Enamel discs were evaluated by cross-sectional microhardness for integrated
mineral loss (AS) determination. Data were analyzed with Two-way ANOVA and
Tukey’'s test (p <0.05). There was no difference in the number of
microorganisms between treatments (p> 0.05). Lower AS were observed in the
CHX group at 14 and at 21 days (P < 0.003). VicR gene showed no differences
over time (p = 0.3224) or for treatment (p = 0.0753). ftf gene expression was
increased with longer times(p = 0.0015) and in the absence of CHX treatment
(p <0.0001). CHX did not show to reduce the counts of microorganisms,

however, it was effective in reducing the mineral loss.

Key-words: Biofilm; chlorhexidine; VicR; ftf; in situ.
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1 Introducéo

A Cérie dentaria é considerada uma das doencgas orais mais comuns em
seres humanos (SELWITZ et al., 2007), e resulta de um desequilibrio da
atividade metabdlica do biofiime (NYVAD et al., 2013).A presenca de placa
cariogénica tem sido considerada como causa direta para o desenvolvimento
de lesbes de carie e resulta de um elevado nivel de microrganismos
patogénicos (MARSH, 2005; MARSH; PERCIVAL, 2006). Os microrganismos
sao selecionados no biofilme pelo ambiente acido criado pela fermentacdo do
acucar, porém o efeito dos polissacarideos extracelulares (PECS) nas
contagens de bactérias cariogénicas ndo é totalmente claro (TENUTA et al.,
2006), por isso, métodos moleculares tém apresentado dimensfes novas e
estimulantes para o estudo e compreensédo da microbiologia , patogenicidade e

interacdes bacterianas.

O biofilme dental é€ composto por um grupo heterogéneo de
microrganismos nos diferentes sitios e tende a se estabilizar com o passar do
tempo. Suas atividades metabdlicas causam flutuacdes de pH até mesmo em
condicBes de repouso. Tais flutuacbes de pH causam alteracdes no fluido do
biofilme ou placa dental, resultando em um disturbio no equilibrio na interface
dente e placa, levando a intermitente perda e ganho de minerais na superficie
dental (MANJI et al.,1991) que levam a presenca de cérie.

Modelos in vitro e in situ tém tentado mimetizar a formacao de biofilme e
consequente processo de desenvolvimento de carie em um ambiente mais
controlado, uma vez que o estudo das variaveis relacionadas a carie dentaria
em estudos in vivo traz consigo a complexidade relacionada a doenca e as

dificuldades inerentes a questdes éticas (MCBAIN, 2009).

A clorexidina é um eficaz agente antimicrobiano para o controle de placa
(BRAL; BROWNSTEIN, 1988; LANG; BRECX, 1986), e vem sendo utilizada
como padrao-ouro de controle quimico da placa bacteriana. Entretanto,
evidéncias recentes demonstram claramente a diminuicdo de sua eficacia no
biofilme supragengival formado, o que reforca a necessidade de uma
deplacagem prévia a sua utilizacdo para potencializar seu efeito antiplaca e
anti-gengivite, bem como diminuir seus efeitos adversos de manchamento e
formac&o de calculo (ZANATTA e ROSING, 2007).
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Assim, este trabalho teve como objetivo caracterizar biofilmes orais
formados in situ buscando entender como as bactérias presentes na cavidade
oral se comportam tanto na presenga, como na auséncia de clorexidina,
avaliando os efeitos na contagem de microrganismos, na sua expressao

génica, e na formacéao de lesdes de carie.
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3 Objetivo geral

Avaliar e caracterizar o efeito de clorexidina 0,12% na formacao de
biofilmes in situ quanto & contagem e expressdo génica de microrganismos e

na formacéo de lesdes de carie.
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3 Reviséao bibliografica
3.1 Biofilme dental

O conceito de biofilme foi dado a comunidades bacterianas que se
estabelecem em ambientes Umidos como rochas existentes em mares e rios,
cascos de barcos, interior de tubulacbes, dentre outros (COSTERTON et
al.1995). Assim, a placa bacteriana entendida como um biofilme traz o conceito
de que as bactérias orais ndo se comportamcomo uma entidade bacteriana
isolada e sim comouma ou mais comunidades de microrganismos
agrupadasem uma matriz extracelular de polimeros de origem bacterianae do
hospedeiro (MARSH 2004; MARSH 2005). Essa organizacado é espacialmente
estruturada a partir de interacdes fisicas, metabdlicas e moleculares entre as
bactérias,sendo essa integracdo essencial para a adesdo, crescimentoe
sobrevivéncia das células bacterianas. Assim, organizando-se num biofilme,
tornam-se possiveis a colonizacdo e o0 crescimento bacteriano em inumeras
estruturas durascomo dentes, restauracbes, proteses e implantes
(SOCRANSKY e HAFFAJEE 2002).

Os biofiimes dentais definem-se como comunidades microbianas
intimamente associadas entre si e protegidas por uma matriz polimérica
extracelular de origem salivar e bacteriana (BOWDEN; LI, 1997; MARSH,
2005). A selecéo e sucessao microbianas (teoria ecoldgica da placa) ocorrem
conforme a disponibilidade de nutrientes e substrato, e a toleréncia ao meio — 0
pH e a concentracdo de oxigénio (BRADSHAW; MCKEE; MARSH, 1989;
MARSH; BRADSHAW, 1997; RUBY; BARBEAU, 2002). O biofilme se
desenvolve seletivamente como uma unidade estruturada para o
aproveitamento energético, onde nutrientes, enzimas, oxigénio e produtos
metabdlicos permeiam os espacos entre 0s agregados microbianos (DAVEY;
O'TOOLE, 2000).

A cavidade oral contém habitats distintos que suportam uma
diversificada flora bacteriana. Biofilmes dentais abrigam mais de 700 espécies
bacterianas, a maior parte das bactérias sdo estreptococos ndo patogénicos
(KAZOR et al., 2003, PASTER et al., 2001, SAKAMOTO et al., 2005) e as
superficies dentais sdo recobertas por depdsitos microbianos, com espessura

determinada de acordo com sua localizacdo. Os microrganismos precisam
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aderir-se firmemente a uma superficie porque, se nao, sao levados pelo fluxo
salivar e deglutidos, dessa forma a maioria dos microrganismos S&o
encontrados em areas de estagnacao (MARSH e NYVAD, 2003). O biofilme
dental assim formado € composto por um grupo heterogéneo de
microrganismos nos diferentes sitios e tende a se estabilizar com o passar do
tempo. Essa homeostase bacteriana resulta de um processo dinamico nas
interagbes microbianas (MARSH, 1989) e a atividade metabdlica causa
flutuacbes de pH até mesmo em condi¢cdes de repouso. Tais flutuacGes de pH
causam alteracdes no fluido do biofilme ou placa dental, resultando em um
distarbio no equilibrio na interface dente e placa, levando a intermitente perda e
ganho deminerais na superficie dental (MANJI et al., 1991).

As razbes pelas quais as bactérias se estruturam num biofilme sé&o
claras, pois em biofilme elas adquirem inimeras vantagens como, por exemplo,
maior protecdo contra defesas do hospedeiro, substancias toxicas,
antimicrobianos, maior capacidade de troca de nutrientes, possibilidade de
viver em ambientes com diferentes poténcias de oxirredu¢cdo, bem como o
desenvolvimento de uma maior diversidade de expressbes genotipicas e
fenotipicas modificando muitas propriedades de suas células como a adesdo,
motilidade, requisicdo nutricional, secre¢cdo de produtos e enzimas, dentre
outros. Todas essas caracteristicas permitem as células bacterianas se
organizarem em uma comunidade e uma vez estruturadas como um biofilme
potencializarem seus fatores de viruléncia, bem como lidarem com condi¢cdes
estressantes adversas mais facilmente do que se estivessem em formas
puramente plancténicas (MARSH 2004; MARSH 2005; SOCRANSKY e
HAFFAJEE, 2002; SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2005; FUX et al. 2003).

3.2 Cérie Dental

A cérie dental tem sido considerada uma das mais prevalentes doencas
encontradas em humanos (SELWITZ et al.,2007)e resulta de um desequilibrio
da atividade metabdlica do biofiime (NYVAD et al., 2013). E uma doenca de
carater crbnico, causada pelo processo de desmineralizacdo da superficie
dental poracidos organicos provenientes da fermentacdo dos carboidratos da
dieta, pelas bactérias (NEWBRUM, 1988). Fatores genéticos,
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comportamentais, culturais, sociais e ambientais tém sido relatados como
fatores envolvidos na etiologia da céarie dentaria (PERES et al., 2005; GUSSY
et al., 2006). A presenca de placa cariogénica tem sido considerada como
causa direta para o desenvolvimento de lesbes de carie e resulta de um
elevado nivel de microrganismos patogénicos. Segundo a hipétese da placa
ecolégica, em um estado de baixa frequéncia de ingestdo de carboidratos,
espécies associadas a doenca carie estdo em menor quantidade e convivem
em equilibrio com as demais espécies do ambiente oral (MARSH, 2005;
MARSH; PERCIVAL, 2006). A presenca de alteracfes ou pressdes ecoldgicas
no ambiente bucal, no entanto, € capaz de selecionar e favorecer a proliferacéo
de microrganismos patogénicos; desencadeando o estado de doenca e a
consequente presenca da cérie (PARISOTTO et al., 2010).

3.2.1 Influéncia da dieta na formacé&o de lesfes de carie

Sabe-se que a dieta exerce um papel muito importante no
desenvolvimento de cérie, estudos mostram a forte relagéo entre o consumo de
carboidratos fermentaveis e o0 desenvolvimento de lesdes cariosas
(JOHANSSON e BIRKHED, 1995; NISENGARD e NEWMAN, 1994). Muitas
bactérias do biofilme utilizam acuUcares presentes na dieta para seu
metabolismo energético. O amido (polissacarideo da glicose) pode ser utilizado
apos a degradacdo em carboidratos de baixo peso molecular pela amilase
salivar e bacteriana. Os carboidratos sédo fermentados de modo direto, mas,
napresenca de grandes quantidades, sdo armazenados na forma de
polissacarideos intra (PIC) e extracelulares (PEC). A fermentacdo de
carboidratos no metabolismo anaerdbio das bactérias resulta na producao de
acidos, principalmente o &cido latico. O aumento na concentracdo do ion
hidrogénio (pH &cido) causa subsaturacdo do calcio e do fosfato na fase fluida
ao redor do dente, ocasionando o processo de desmineralizacdo dos tecidos
dentais. Este pH € um dos responsaveis pela instalagcdo no biofilme dental de
uma comunidade microbiana aciddrica e acidogénica. O pH proximo da
neutralidade encontrado em biofilmes na auséncia de carboidratos significa um
periodo de repouso onde h& saturacdo de célcio e fosfato. Se os ataques
acidos forem muito frequentes ou tiverem longa duracdo em relacdo aos

periodos de pH neutro, o resultado final sera uma leséo cariosa. O equilibrio
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destes € determinado por diversos fatores como o contetudo nos alimentos de
indutores ou protetores contra a cérie; padrdo de ingestdo de alimentos; a
composicdo da saliva; a suscetibilidade da superficie dental e a concentracdo
de fldor no ambiente do biofilme dental (JOHANSSON e BIRKHED, 1995).

Diversas espécies bacterianas do biofilme dental, quando em contato
com a sacarose, podem sintetizar varios tipos de polissacarideos ou converté-
la em &acido. Os polissacarideos formados podem ser polimeros de glicose,
formados pela enzima glicosiltransferase a partir da sacarose. Os glicanos com
a maioria das ligacbes a(1-6) sdo denominados dextranos e 0s com
predominancia a(1-3) sdo chamados mutanos. Estes Ultimos s@o altamente
insolaveis e rigidos e podem formar agregados fibrosos, enquanto que 0s
dextranos formam cadeias flexiveis sendo mais solaveis. Também podem ser
formados os polimeros de frutose (Frutanos), formados pela enzima
frutosiltransferase a partir da sacarose. Os frutanos s&o polimeros
extracelulares de frutose, bastante solUveis, com ligacdes B(2-6), que sao
formados em uma extensdo menor do que os glicanos. Quando termina a
sacarose, frutanos sdo rapidamente metabolizados pelas bactérias do biofilme
dental. As bactérias orais também apresentam a capacidade de estocar
carboidratos como polissacarideos intracelulares como o glicogénio.
Diferentedos polissacarideos extracelulares, que sdo formados essencialmente
a partir da sacarose, os PIC podem ser formados a partir de qualquer tipo de
acucar que possa ser convertido em glicose 1-P e sdo metabolizados quando
outras fontes de carboidratos estdo ausentes, como no periodo entre as
refeicbes. Assim a sacarose mostra-se mais cariogénica, pois, além de ser
substrato para a producdo de acidos, ha uma correlagdo positiva entre dieta
rica em sacarose e aumento da producaode PIC e PEC no biofilme bacteriano
(GAWRONSKI et al., 1975, NISENGARD e NEWMAN, 1994, LEITES et al.,
2006).

3.3 Principais microrganismos cariogénicos envolvidos no biofilme
3.3.1 Estreptococos do grupo mutans

S&8o cocos Gram positivos, anaerobios facultativos, microaerofilos,
acidogénicos e aciduricos, e capazes de formar polissacarideos extracelulares.

(LEITES et al., 2006).Entre as muitas espécies de bactérias que colonizam e
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persistem na cavidade oral, Streptococos mutans € uma das poucas espécies
que tém sido consistentemente associadas com a formacado de
caries(LOESCHE 1986). A dissolucdo do esmalte do dente marca o inicio das
lesGes caries dentais devido a exposicdo repetida ao acido lactico gerado por
S. mutans e outras bactérias orais como um produto metabdlico final do
metabolismo de carboidratos. Além da producdo de acido, quando sacarose
dietética esta disponivel, S. mutans os utiliza para sintetizar polissacarideos
extracelulares que promovem a formacao do biofilme placa também contribui
para a sua patogenicidade (YAMASHITA et al. 1993, MUNRO et al. 1991).

A situacdo taxondmica dos estreptococos cariogénicos estd bem
definida em “Estreptococos do Grupo Mutans” (EGM). Existem sete espécies
que estado incluidas no EGM: S. mutans, S. sobrinus, S. cricetus, S. rattus, S.
ferus, S. macacae, S. downei. Dessas espécies, somente o S. mutans e S.
sobrinus apresentam potencial cariogénico em humanos. As outras espécies
s&o encontradas em animais e, se estdo presentes em humanos, nao parecem
ser altamente cariogénicas (MALTZ, 2000).

Segundo a literatura, EGM é um grupo de microrganismos altamente
cariogénico por diferentes caracteristicas: Capacidade de colonizar a superficie
dentaria: Essas bactérias colonizam superficies que ndo descamam (dentes,
materiais restauradores, acrilicos). Portanto, s6 colonizam a cavidade bucal
apos a erupcao dos dentes e em pacientes edentados, desde que portadores
de proteses (BERKOWITZ e JORDAN, 1975; FLORIO et al., 2004); Produzir
polissacarideos extracelulares do tipo glicano a partir da sacarose, 0 que
favorece a formacéo de biofilme espesso. (SHKLAIR et al., 1979; Capacidade
acidogénica: a producao de acido lactico € determinante fundamental para a
patogenicidade, sendo responsavel pela desmineralizacdo do esmalte na etapa
inicial da céarie. E um pré-requisito essencial para que um microrganismo seja
considerado cariogénico (MENAKER et al.,, 1984); Capacidade acidurica:
sobrevivéncia do microrganismo em pH acido, permitindo que o microrganismo
desenvolva suas atividades metabdlicas em ambientes de pH baixo, tais como
sulcos e fissuras dos dentes. (HAMADA e SLADY, 1980); Acumulo de
polissacarideos intracelulares de glicose do tipo amilopectina a partir de
carboidratos da dieta do hospedeiro. Esses polimeros sdo metabolizados

quando os acgucares exdgenos estdo esgotados, resultando na formacédo de
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acido latico; Fermentadores de grande quantidade de carboidratos, incluindo
manitol e sorbitol (LEITES et al., 2006).

3.3.2 Lactobacilos

Sao bastonetes Gram positivos, anaerébios facultativos e as vezes
microaerdfilos. Uma caracteristica importante € a sua capacidade acidogénica
(produzir acido) e acidurica (sobreviver nomeio acido) e sua capacidade de
realizar tanto o metabolismo oxidativo como fermentativo. As espécies L. casei,
L. acidophilus, L.plantarum, L. salivarius, sdo homofermentativas,
produzemacido latico. L. fermentum, L. brevis, L. bu chneri e L. cellobiosus sao
heterofermentativos, produzem varios acidos orgéanicos (acido acético, acido
latico) além do etanol e diéxido de carbono (UZEDA, 2002).

BUNTING e PALMERLEE (1925) declararam que os lactobacilos eram
os fatores etiolégicos da carie depois de realizarem um experimento em que
inocularam lactobacilos acidéfilos em caldo glicosado contendo dente.
Observaram queda para abaixode 5,0 no pH e que apés sete dias o esmalte
dentario apresentava descalcificagdo superficial.

A idéia de que os lactobacilos seriam os principais agentes etiolégicos
da cérie durou até a década de 60 (Era dos Lactobacilos). A justificativa para
tal era que os lactobacilos, sendo acidogénicos e aciduricos, poderiam se
multiplicar no pH baixo observado no biofilme e nas lesdes cariosas além da
constatacdo clinica de que os sitios de crescimento dos lactobacilos
correspondiamaos sitios das lesBes cariosas clinicamente diagnosticadas
(FITZGERALD et al. 1980, 1981).Entretanto, a ideia que os lactobacilos eram
os agentes etiologicosda cérie dental ndo era universal. A medida que foram
obtidasmais informacdes sobre a composi¢cado microbiana do biofilme,observou-
se que estes constituiam apenas uma pequena fracdo do biofilme, 0,01%
(GIBBONS, 1964). Sua frequéncia predominava em areas profundas de carie
de dentina (EWARDSSON, 1974).

Em relacé@o a carie de superficie lisa de esmalte ou superficie radicular,
esse microrganismo parece nao desempenhar papel preponderante como
agente etiolégico do inicio da lesédo de céarie. Por ndo serem capazes de formar
polissacarideos extracelulares, ndo se aderem a superficies lisas, necessitando

de sitios retentivos para a sua colonizacdo (sulcos, fissuras e regides
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interproximais). Os lactobacilos parecem ser invasores secundarios em
algumas lesdes de cérie, devendo contribuir para a progressédo destas gracas
as suas caracteristicas acidogénicas e estdo associados ao desenvolvimento
da carie dentéaria sob circunstancias especificas, como o consumo frequente e
alto de sacarose (MALTZ, 1996). Com o desenvolvimento e o emprego de
métodos quantitativos e de meios de cultura seletivos em estudo
bacteriol6gicos do biofilme, foi demonstrado que os lactobacilos eram mais
uma consequéncia do que causa de iniciagdo da cérie. (LEITES et al., 2006)

3.4 Clorexidina como agente antimicrobiano

A clorexidina (CLX) foi sintetizada nos anos 40 e introduzida no mercado
em 1954 como um antisséptico para ferimentos na pele (DAVIES et al. 1954).
Ela se caracteriza por ser um detergente cationico, da classe das
bisbiguanidas, disponivel nas formas de acetato, hidrocloretoe digluconato,
sendo este ultimo, o sal mais comumente empregado em férmulas e produtos.
Ela possui um amplo espectro de acéo, agindo sobre bactérias gram-positivas,
gram-negativas, fungos, leveduras e virus lipofilicos (TORTORA et al., 2000).

Apds um bochecho com solucdo de clorexidina, aproximadamente 30%
da droga fica retida na boca. Devido a sua natureza catidnica, ela adsorve-se a
compostos anidnicos como glicoproteinas salivares, radicais fosfatados e
carboxilicos presentes no biofilme dental como bactérias e polissacarideos
extracelulares, pelicula dental e macromoléculas presentes na mucosa oral
(ROLLA e MELSEN, 1975; GJERMO et al., 1974; BONESVOLL et al., 1974).

A clorexidina apresenta uma substantividade, isto €, tempo de
permanéncia ativa na cavidade bucal, de aproximadamente 12 horas, o que é
explicado pela sua natureza dicatidnica. Assim, uma extremidade cationica da
molécula se prende a pelicula, que apresenta carga negativa, e a outra
extremidade catidnica fica livre para interagir com bactérias que buscam
colonizar o dente. Desta forma, ela exercera uma acdo bactericida inicial
imediatamente depois do bochecho, combinada com uma acgéo bacteriostatica
prolongada (ZANATTA e ROSING, 2007).

Infelizmente, o uso da clorexidina é limitado pelos efeitos adversos

relacionados, como manchamento de dentes, restauracdes, proteses e lingua,
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alteracbes do paladar, principalmente para o sal, formacdo de calculo
supragengival e, raramente, tumefacdo reversivel nos labios ou glandulas
parétidas, descamacdes na mucosa oral, urticaria, dispneia e choque
anafilatico (FLOTRA et al., 1971; ADDY et al.,, 1979; OKANO et al., 1989;
CIANCIO, 1995). Dentre estes efeitos, o manchamento dental destaca-se como
a principal queixa por parte dos pacientes (ALBANDAR et al. 1994) sendo o
principal fator limitante do uso da clorexidina por periodos prolongados.

O manchamento dental acomete entre 30-50% dos usuarios de
clorexidina (FLOTRA 1973; LOE et al., 1976), sendo que sua maior ocorréncia
se da no tergo cervical da coroa dentaria e nas areas proximais (AL-TANNIR e
GOODMAN, 1994). Dentre os fatores que interferem na prevaléncia e
severidade do manchamento, estdo a concentracdo e o volume da clorexidina
gue esta sendo usado. Assim, concentracfes menores, em volumes maiores, a
despeito de apresentarem eficacia e efetividade semelhantes (SEGRETO et al.,
1986), mostraram causar menor manchamento dentario (CUMMING e LOE,
1973).

Mesmo com todos esses fatores, 0 uso da clorexidina na prevencéao da
carie tem sido um tema controverso entre 0s educadores odontoldgicos
Descobertas recentes indicam que o efeito de um agente antimicrobiano para
reduzir os niveis de estreptococos mutans ou de reducdo de placas pode nem
sempre se correlacionar com a eventual reducdo da céarie. (AUTIO-GOLD,
2008).

3.5 Modelos in situ para estudos de biofilme

Modelosin situde céarie dentaria tém sido delineados e amplamente
aplicados para reponderem questdes fundamentais e aplicadas sobre biofilmes
orais e carie dental. Esses modelos vém sendo usados para estudar/validar
mecanismo de acgdode fluor, avaliar agentes remineralizadores e fatores de
viruléncia microbianos, bem como a cariogenicidade ou efeito protetor de
alimentos, dentre outras aplicagdes (ZERO et al., 2005). Apesar de modelos in
situ apresentarem a vantagem de ndo induzirem o desenvolvimento da leséo
de céarie nos dentes naturais dos voluntarios da pesquisa, permitindo que a
leséo de carie seja formada apenas em substratos especificos e sob condicbes

experimentais controladas tendo como ambiente as condi¢cdes dindmica da
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cavidade bucal do individuo, eles demonstram a desvantagem de expressarem
grande variabilidade de resultados como consequéncia da atuacdo de fatores
intrinsecos do paciente, tais como fluxo salivar, capacidade tampao da saliva,
mas principalmente relacionados aos seus habitos dietéticos e de higiene
bucal. (AIRES et al, 2008; VAN STRIJP et al., 2008, TENUTA et al., 2006;
ZERO et al., 2005).

3.6 Expresséao génica

InvestigacBes genéticas tém mostrado que as bactérias assim que se
estruturam num biofilme realizam diversas modificacbes genéticas como, por
exemplo, a bactéria Staphylococcus aureus uma vez no interior do biofilme
passa a codificar os genes fosfogliceratomutase, trifosfato isomerase e alcool
desidrogenase, permitindo entdo que ela realize os processos de glicélise e
fermentacao, possibilitando uma melhor adaptacdo no biofilme com provavel
caréncia de oxigénio. A transferéncia génica também pode ser observada
como, por exemplo, quando o plasmidio de uma bactéria é transmitido para
uma outra bactéria que ndo o contenha, recombinando-se com o material
genético da bactéria receptora e, dessa forma, tornando-a mais resistente. No
biofiilme, pode também ser observada uma notavel comunicacao
interbacteriana que acontece tanto de maneira vertical como horizontal. Essa
comunicacdo, denominada Quorum Sensing, acontece através de sinais que
passam de célula para célula e desempenha um importante papel no
agrupamento e desagrupamento de novas espécies. Assim, o biofilme
seleciona novas bactérias para adesao, conforme sua necessidade, bem como
expulsa ou ndo permite a fixacdo de espécies que ndo oferecam vantagem ao
biofilme (DONLAN, 2000; XIE et al., 2000; GHIGO, 2001; MARSH, 2005).

Modelos in vitro e in situ tem sido desenvolvidos para o estudo do
biofilme dental. Protocolos que simulem episddios de “fartura-miséria” quando
acucares da dieta estdo presentes na cavidade bucal e permitam avaliacdo de
carie dental sdo necessarios. Por outro lado, poucos estudos da expressao
génica de biofilmes formados in situ estdo sendo realizados. (CCAHUANA
VASQUEZ, 2010). S. mutans é considerado um importante microrganismo no
desenvolvimento da céarie dental humana (HAMADA,; SLADE, 1980; LOESCHE,

1986), porque além de utilizar carboidratos fermentaveis da dieta para produzir
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acidos, ele sintetiza polimeros de glucano a partir de sacarose atraves da acao
de trés glucosiltransferases secretadas (GTFS): codificadas pelos genes gtfB,
gtfC e gtfD (KURAMITSU, 1993), e uma unica frutosiltransferase (FTF),
produto do gene ftf, que catalisa a sintese de frutanos de elevado peso
molecular em sacarose (EBISU et al., 1975;. SHIROZA E KURAMITSU, 1988).
Os frutanos produzidos por S. mutans sao feitos para funcionar primariamente
como compostos de armazenagem extracelulares que podem ser
metabolizados durante periodos de privacdo de nutrientes (BURNE et al.,
1996).

Sistemas de transducdo do sinal de dois componentes (STSs) sédo
utilizados por bactérias para detectar os sinais ambientais e regular a
expressao de genes em resposta a eles (HOCH, 1995). STSs sao tipicamente
compostos de um sensor histidina quinase (HK) ligado a membrana (LOO et
al., 2000) que percebe um sinal e transmite-o através da transferéncia de um
grupo fosfato para o regulador de resposta citoplasmatica (RR) (GAO E
STOCK, 2009). Em Streptococcus mutans o STS VicR/K é essencial e regula
0s principais atributos de viruléncia, como competéncia genética, formacao de
biofiilme, adesdo mediada por sacarose, tolerancia ao stress oxidativo,
producdo de &cido, tolerancia acida, e metabolismo da parede celular.E em
estudo prévios VicR mostrou se ligar e regular a um montante de genes de
viruléncia, incluindo, gtfB, gtfC, ftf, e gbpB (SENADHEERA et al., 2012).
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4 Materiais e Métodos
4.1 Aspectos éticos

O projeto foi encaminhado ao Comité de FEtica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Pelotas e obteve parecer

favoravel ao desenvolvimento da pesquisa (ANEXO 1).
4.2 Delineamento experimental

O estudo in situ foi randomizado, cego em relacdo aos voluntarios e do
tipo boca-dividida, no qual espécimes de esmalte dental bovino foram
submetidos a tratamentos em dois niveis: sacarose 20% 8x/dia (grupo
controle), esacarose 20% 8x/dia em associacdo a aplicacdo de clorexidina
0,12%, 2x/dia (grupo teste). Os espécimes foram inseridos em pequenas
recessdes presentes nos dispositivos intraorais palatinos, confeccionados com
resina acrilica quimicamente ativavel, e recobertos com tela plastica, o que
permitiu que todo o biofilme formado sobre os blocos de esmalte dental
permanecesse estagnado na superficie do bloco. Cada dispositivo intraoral
continha 8 espécimes de esmalte dental do lado direito e 8 espécimes no lado
esquerdo. O tempo experimental do estudo foi de 21 dias e o biofilme formado
sobre os espécimes de esmaltes foram coletados apds 14 e 21 dias de
formacdo para ambos 0s grupos experimentais (n= 4 espécimes/dia de
coleta/tratamento). O biofilme coletado foi submetido a andlise microbiologica
para identificacdo e quantificacdo de unidades formadores de colbénia (UFC), a
analise molecular da expressdo dos genes ftf e vicR e 0s espécimes de
esmalte, por sua vez, foram avaliados através de teste de microdureza de
seccdo transversal para determinacdo da profundidade das lesdes cariosas
formadas bem como para determinacéo da area da lesdo de carie desenvolvida

em cada condicao experimental.

4.3 Célculo da amostra

O calculo amostral foi feito no programa Sigmastate (Versdo 3.5, Systat
Software Inc.) presumindo-se que seria feita posteriormente uma Andlise de

Variancia, considerando 02 grupos experimentais e adotando 0s seguintes
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parametros: poder do estudo de 80%, erro tipo alfa de 5%, valores da diferenca
entre as médias de perda mineral de 30% e desvio padrdo médio presumido de
15% em volume mineral. Para as médias e desvios esperados foram utilizados os
dados de microdureza Knoop convertidos em % de volume mineral perdido em
esmalte do trabalho de van Strijp et al. (2008).Através do teste de ANOVA, obteve-
se um “n” amostral calculado de cinco individuos. Considerando que a perda
estimada de voluntarios em estudos in situ € de 10%, 6 voluntarios foram
convidados a participar deste estudo. Esses voluntarios foram considerados como
unidades experimentais e blocos estatisticos para efeito de anélise estatistica dos

resultados.

4.4 Voluntéarios

Seis voluntarios (18 — 35 anos de idade), com média de fluxo salivar
estimulado = 0,7 ml/min. e sem fazer uso de antibiéticos nos ultimos dois meses
do inicio do estudo, ou uso de qualquer forma de medicacdo que altera a secre¢cao
salivar, uso de aparelho ortodéntico fixo ou removivel, doencga periodontal, doenca
geral/sistémica, participaram deste estudo. Eles foram informados sobre o
protocolo do estudo e assinaram o termo de consentimento escrito antes do inicio
do estudo (APENDICE 1).

4.5 Obtencao e preparo dos espécimes

Para a confeccdo das amostras foram selecionados 80 incisivos bovinos
permanentes cujo esmalte dental ndo apresentava imperfeicbes e falhas. Os
dentes foram limpos e seccionados com broca tipo trefina de nucleo de
diamante sob irrigacdo ao nivel do terco médio da coroa, a fim de obterem-se
discos de esmalte padronizados (5mm de diametro). Posteriormente os discos
foram desgastados nas laterais e em espessura através de lixa d’agua (#320)
sob irrigacdo em politriz, a fim de diminuir o tamanho do espécime sem que se
perdesse aérea em demasia (Imm de espessura x 2.5 de largura e 5mm de
comprimento).Para padronizacdo do esmalte superficial foi realizada
planificagdo da com lixas de granulometria #600,1200, 2000e polimento com

feltro e pasta diamantada em politriz. Foi realizada uma pequena cobertura



28

com esmalte de unha na parte superior da amostra para que servisse de

controle negativo dentro da propria amostra.

4.6 Confeccéo dos aparelhos

Para cada voluntériofoi confeccionado um dispositivo intraoral em resina
acrilica. Em cada dispositivo acrilico foram confeccionadas 4 recessfes tanto
no lado direito, quanto do lado esquerdo, nas quais foram inseridas 0s
espécimes de esmalte dental (8 espécimes em cada lado, 2 em cada recesso).
Os espécimes ficaram dispostos 0 mais préximo possivel dos dentes naturais
de cada individuo e recobertos com uma tela plastica para permitir formacéo e
acumulo de biofilme sobre a superficie desses espécimes.O lado de aplicacao
de CHX foi pintado com esmalte de unha da cor dourada. Essa distingéo foi
necessaria para facilitar a diferenciacao das solucdes a serem gotejadas pelos

voluntarios nos espécimes de esmalte dental (Figura 1)

Tela plastica

Lado esquerdo

Lado direito

Sacarose 20%: Sacarose 20%:
8x/dia 8x/dia
]| OO © © Rap——
CX) CD CD CI) 2x/dia
OO O OO O
O O O

Discos de esmalte

Figura 1 - Desenho esquemaético dos dispositivos acrilicos. A) Configuracédo geral. B) Exemplo

de disposicdo dos tratamentos.

4.7 Tratamentos

Solucgéo de 20% de sacarose (S) sob frequéncia de 8x/dia foi utilizada como
desafio cariogénico (AIRES et al, 2006; CCAHUANA-VASQUEZ et al 2007), e
solucéo de clorexidina 0,12% (CHX) aplicada 2x/dia foi utilizada como tratamento
antimicrobiano/anticariogénico. Os frascos contendo solucdo de CHX foram
identificados na cor dourada e os voluntarios foram orientados a goteja-la no lado

especificado com dourado no dispositivo intraoral (o lado de aplicagdo do
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tratamento variou entre os voluntarios). Dessa mesma forma, foram orientados a

gotejarem a solugéo de sacarose 20%, em todos os blocos.

Foram instruidos também, a retirarem os aparelhos da cavidade oral e
pingarem uma gota da solucéo de sacarose 20% para cada recesso contendo dois
espécimes de esmalte, em cada lado do dispositivo nos seguintes horérios: 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20 e 22horas. Imediatamente apds o gotejamento, os dispositivos
eram mantidos fora da boca do voluntario, porém armazenados durante 5 minutos
a temperatura ambiente em caixas plasticas do tipo porta-aparelho. Nesse
momento, 0 excesso de liquido que eventualmente escorresse do recesso de cada
bloco para a regido central do dispositivo intraoral era removido com gaze.

Decorridos esses 5 minutos, o dispositivo era reinserido na boca.

A solucdo CHX (frasco identificado com dourado) era aplicada somente em
um dos lados do dispositivo. (Figura 1), nos horarios de 8 e 20horas. Esse
tratamento era aplicado 5 min. apds a solucdo de sacarose, onde era gotejado
uma gota da solucdo CHX em cada recesso do lado especificado do dispositivo
intraoral palatino. O dispositivo era mantido fora da boca do voluntario durante 1
minuto a temperatura ambiente em caixas plasticas do tipo porta-aparelho.O
excesso de solucdo que eventualmente extravasasse para a recessao central do
aparelho era removido com gaze e o dispositivo intraoral era imediatamente
recolocado no ambiente oral. Os voluntarios foram instruidos a usar os aparelhos
o tempo todo, removendo-os somente durante as refeicdes (CURY et al., 2000) ou
quando ingerissem liquidos, com exce¢do de &gua. Ao longo de todo o
experimento, os voluntarios escovaram os dentes naturais e o aparelho, com
excecdo da érea onde estdo os espécimes esmalte, com o mesmo creme dental
fornecido pelo pesquisador responsavel. Considerando-se o desenho boca dividida
deste estudo, nenhuma restricdo foi feita em relacdo a dieta de voluntarios. Os
mesmos receberam informacdes orais e escritas para ndo usar qualquer
substancia antibacteriana, e de como proceder durante o experimento (APENDICE
2).

4.8 Coleta de biofilme

ApoOs cada periodo experimental, o biofilme formado sobre quatro

espécimes de esmalte dental foi coletado em dois niveis, um para analise
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microbioldgica e outro para molecular, de forma aleatéria de cada um dos lados
do dispositivo intraoral palatinoe transferidos para tubos de microcentrifuga
estéreis, pré-pesados e codificados. As coletas foram realizadas as 8h da
manha do 14° e 21° dia, e os voluntarios foram instruidos a aplicarem apenas
solucdo S as 8h, sendo o ultimo horario de aplicacdo de CLX, as 20h do dia
anterior, além de se manterem em jejum, pelo menos, 3h antes da coleta.
Sendo assim, a coleta foi realizada 12h depois da ultima aplicacdo do
tratamento. Pelo menos 1,0 £ 0,01 mgde biofilme Umido foi coletado para
analise microbioldgica, essas amostras foram suspensas em 1 ml de solucao
de NaCl a 0,9% e sonicadas em 7 W por 60 s para anélise microbiolégica. Para
a analise da expressdo génica, parte do biofilme remanescente do recesso
correspondentefoicoletado e mantido emsolucédo RNAlater (Ambion, Austin, ex.,
EUA), para preservacdo daintegridade do RNA.As amostras de esmalte foram
removidas dos recessos e armazenadas em ambiente imido para posteriores
andlises. O dispositivo palatino teve os recessos da coleta recobertos por cera

utilidade e foi novamente entregue ao voluntario.
4.9 Analise Microbiolégica

Uma aliquota de 50ul da suspenséo sonicada foi diluida em NaCl a 0,9%
e diluicdbes seriadas foram inoculadas em duplicata (gotas de 20ul) nos
seguintes meios de cultura: Agar Sangue para cultivo da microbiota
anaerobica total (MT); Agar Mitis Salivarius Bacitracina (MSB), para contagem
de estreptococos mutans (SM), Agar Rogosa para contagem de lactobacilos, e
Brain Heart Infusion Agar (pH 4.8) para contagem de aciddricos totais. As
placas foram incubadas em anaerobiose por 96h. As unidades formadoras de
colonia (UFC) foram quantificadas e os resultados expressos como UFC/mg de

peso umido do biofilme.

4.10 Analise Molecular - Extracéo e purificacdo de RNA

As extracdo de RNAfoi realizada de acordo com Cury e Koo (2007) e
modificacdes de Aires et al. (2008). Os biofilmes coletados para analise
molecular foram armazenados em microtubos livres de RNA, pesados e
mantidos em solu¢éo RNAlater (500ul) a -70°C. Para o processo de extracado, a

solucdo RNALater foi removida com o auxilio de uma pipeta, sem alterar o
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biofilme. A essa solugcdo foi adicionado PBS, e centrifugado a 5500g em
temperatura ambiente por 10 min. Em seguida, o sobrenadante foi descartado
e ressuspenso novamente em PBS e sonicado a 7 W durante 30s e
centrifugado a 5500g a 4°C durante 10 min. O sobrenadante foi descartado e o
mesmo procedimento repetido trés vezes. O pellet foi ressuspenso tampéo
NAES (Tampé&o acetato de sédio 50 mM, EDTA 10 mM e SDS 1%, pH 5) e o
tubo centrifugado por 1 min. Entdo, se adicionou &cido fenol/cloroférmio (5:1,
pH 4,5) a suspensédo. A mistura foi transferida para microtubos contendo 0,8 g
de pérolas de vidro (0,5 milimetros diametro). Em um ribolizador, trés pulsos de
40s com intervalo de 1 min foram realizados. A suspensao homogeneizada foi
centrifugada (10.000g, 4°C por 5min). A fase aquosa foi coletada e transferida
para um novo tubo eppendorf ao qual foi adicionado igual volume de acido
fenol/cloroformio (5:1, pH 4,5). O tubo foi deixado em repouso durante 1 mim
em temperatura ambiente. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 14.000g,
4°C durante 5 min. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo ao qual se
adicionou &lcool cloroférmio/isoamilico (24:1). O tubo foi “invertido” e
delicadamente vortexado e centrifugado a 14.000g, 4°C durante 5 min.

Em seguida, se removeu a fase aquosa e, entado se adicionou acetato de
sodio 3 M (pH 5) e isopropanol. As misturas foram mantidas a -20°C por 30
min. E o RNA preciptado foi recuperado por centrifugacédo (14.000g, 4°C por
15 min). Entdo, o pellet foi lavado com etanol 75% por trés vezes seguido de
lavagem com 0,5mL de etanol 99%. Apds esse procedimento, o RNA foi
ressuspenso em agua ultrapura e quantificado em espectrofotdmetro NanoVue

Plus™.

4.11 PCR Quantitativo em Tempo Real (RT-PCR)

Foi realizado RT-PCR para avaliar a expressdo dos genes ftf, e vicX.
RNA e primers especificos para cada um dos genes descritos acima foram
utilizados para gerar o cDNA (kit de sintese de cDNA iScript, Bio-Rad
Laboratories, CA, EUA). Os cDNAs resultantes foram amplificados por um
sistema de deteccdo em tempo real de PCR usando o SYBR Green Supermix

(Bio-Rad Laboratories, Inc., na California, EUA) e primers especificos para os
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mesmos genes (Tabela 1). O numero total de cDNA foi normalizado, utilizando

gene S. mutans especifico 16S rRNA (Koo et al., 2006).

Tabela 1. Primers especificos para os genes avaliados

Gene Primers

ftf F: 5-ATTGGCGAACGGCGACTTACTC
R: 5-CCTGCGACTTCATTACGATTGGTC

VicR F: 5-CGCAGTGGCTGAGGAAAATG
R: 5-ACCTGTGTGTGTCGCTAAGTGATG

16s rRNA F 5-CTTACCAGGTCTTGACATCCCG -3
R 5-ACCCAACATCTCACGACACGAG -3’

4.12 Analise da perda mineral

ApoOs cada periodo experimental, os espécimes (n=4/grupo) foram
coletados e seccionados longitudinalmente a partir do centro de cada disco,
embutidos em resina acrilica e polidos para determinar a microdureza de
seccdo transversal (MST). Esta determinacéo foi realizada de acordo com Cury
et al. (2000), nas endentacdes de 10, 20, 30, 40, 50, 100, 150, e 200 pm de
distancia da superficie externa do esmalte. Os valores de MST foram utilizados
para o calculo da area integrada de desmineralizacdo (AS) para cada
tratamento (SOUSA et al., 2009). As analises foram realizadas em duplicata
com um microdurébmetro Future-Tech FM acoplado a um endentador Knoop. As

endentacdes foram realizadas com cargas de 50g por 5s.
4.13 Estudo exploratorio

Foi realizado um estudo exploratério apds a observacao dos resultados
para analisar como deveria ser o comportamento dos microrganismos frente a
aplicacado de clorexidina 0,12%. Para isso, foi coletado 1ml de saliva de 5
voluntarios, 3 deles participantes do estudo in situ, antes da aplicacdo de
clorexidina (baseline), 10 minutos, uma hora e 12 horas depois de um
bochecho durante 1 minuto com 15 ml de clorexidina 0,12%. Todas as coletas
foram diluidas em NaCl a 0,9% e diluicbes seriadas foram inoculadas em
duplicata (gotas de 20ul) nos mesmos meios de cultura que seriam utilizados

para o estudo in situ: Agar Sangue para cultivo da microbiota anaerdbica total;
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Agar Mitis Salivarius Bacitracina (MSB), para contagem de estreptococos
mutans, Agar Rogosa para contagem de lactobacilos, e Brain Heart Infusion
Agar (BHI) para contagem de aciduricos totais. As placas foram incubadas em
anaerobiose por 96h. As unidades formadoras de colonia (UFC) foram

quantificadas e os resultados expressos como UFC/ml de saliva.

4.14 Anélise Estatistica

Os dados de MST e contagem microbiana foram analisados usando o
Programa SigmaStat v.3.5 (Systat Software Inc., Chicago, USA). As premissas
de igualdade de varidncias e distribuicdo normal de erros foram verificadas
para todas as variaveis de resposta testadas e aquelas que ndo satisfizeram
esses pressupostos foram transformadas. Os dados de MST e a contagem de
UFC (exploratério e in situ) foram submetidos separadamente a testes de
ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey.Os dados da expressao dos
genes ftf e VICR foram analisados usando o Programa GraphPad Prism
(GraphPad Software, Inc. California, USA) através do teste de ANOVA de duas
vias, seguida pelo teste de Tukey. Para todos os testes, p<0.05 foi

considerado como significante.



34

5 Resultados

Os resultados do estudo piloto exploratorio estdo presentes na Figura 2.
Com excecdo do grupo S. mutans (p=0,001), nenhum outro microrganismo
apresentou diferenca estatistica entre baseline e tempos apos aplicacdo de

CLX (totais (p=0160), aciduricos (p=0,209) e lactobacilos (p=0,248)).

14 -
@ Microorganismos totais

0OS. Mutans

UFC/mg

O Aciddricos

B Lactobacilos

Baseline 10 minutos 1 hora 12 horas

Figura 2. Estudo piloto: comportamento dos microrganismos antes e depois da aplicacdo de
clorexidina 0,12%. Letras minusculas diferentes demonstram diferenca estatistica entre o
mesmo microrganismo nos diferentes tempos (p<0,05).

Os resultados referentes as andlises microbiolégicas do estudo in situ

estdao demonstrados na tabela 2.

N&o houve diferenca estatistica entre nenhum grupo de microrganismos
frente ao tratamento com CLX (p>0.05). Maiores médias de microrganismos

totais foram encontradas para o grupo da Clorexidina tanto no 14° como no 21°

dia.
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Contagem de microrganismos totais, S. mutans, Aciduricos e Lactobacilos na presenca e
auséncia de clorexidina nos dois tempos experimentais. Média em log (Desvio padréo)

14 dias(CFU x 107) 21 dias(CFU x 10)

Microrganismo Sacarose Clorexidina Sacarose Clorexidina
Totais 7,21(0,13)  7,59(0,70) 7,18 (0,52) 7,47(0,30)
S. mutans 4,61(1,47) 4,42(0,84) 3,66(1,36) 3,76(0,70)
Aciduricos 5,33(2,03)  5,14(1,39) 5,97(1,05) 5,49(1,03)
Lactobacilos 5,39(2,01) 4,97(1,18) 6,51(1,14) 5,76(0,95)

Nota: Na linhas, letras minUsculas iguais indicam que ndo houve diferenca entre os tratamentos
para 0 mesmo tempo experimenta. Letras mailsculas iguais indicam que ndo houve diferenca
entre 0 mesmo tratamento entre os dois tempos expermentais. Anova de duas vias; Tukey
(p<0.05).

Os dados de perda mineralintegrada do esmalte (AS) estdo expressos
na figura 3. O grupo sacarose apresentou maiores valores de AS em 21 dias
comparado aos 14 dias (P =0.038). Houve diferenga significante para os
tratamentos (P<0.001). CLX apresentou menores valores de AS ao 14 e 21

dias.

18000 - Ra
16000 4

14000 -
12000
10000 +
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8000 | B Clorexidina
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14 dias 21 dias

Figura 3 — Média da perda de dureza integrada (AS) dos esmaltes frente aos tratamentos nos
dois tempos experimentais. Letras mindsculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os
grupos CLX e sacarose no mesmo tempo experimental. Letras mailsculas diferentes indicam
diferenca estatistica para o0 mesmo tratamento nos diferentes tempos experimentais. ANOVA
de duas vias, Tukey (p<0.05).
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Os resultados das expressdes dos genes VicR e ftf estdo presentes na
figura 4. O gene VicR nédo apresentou diferenca nem em relacdo ao tempo
(p=0,3224) nem ao tratamento (p=0,0753). Ja o gene ftf, apresentou maiores
valores de sacarose aos 21 dias (p<0,05), e para CLX, a expressao do gene
nao mostrou diferenca entre os tempos (p>0,05). Além disso, o gene ftf foi mais
expresso no grupo da sacarose. O teste mostrou que houve influéncia do

tempo (p=0,0015) e do tratamento (p<0,0001) na expressao deste gene.
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Figura 4 — Expresséo relativa de mRNA frente aos tratamentos nos dois tempos experimentais.
A) Expresséao referente ao gene VicR. B) Expressao referente ao gene ftf. Letras mindsculas
diferentes indicam diferenca entre os tempos do mesmo tratamento. Letras mailsculas
diferentes indicam diferenca entre os tratamentos.
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6 Discussao

Modelos in situ de carie dentéria tém sido delineados e amplamente
aplicados para reponderem questbes fundamentais e aplicadas sobre o
ambiente oral (AIRES et al., 2008; VAN STRIJP et al., 2008, TENUTA et al.,
2006; ZERO et al., 2005). Dentro desse contexto, questdes sobre
comportamento do biofilme e perda mineral do esmalte dentario, podem ser
reproduzidas e respondidas através de analises feitas sobre o material formado
nesses aparelhos palatinos. Modelos desse tipo sdo caracterizados por
apresentaremgrande variabilidade de resultados como consequéncia da
atuacdo de fatores intrinsecos do paciente (ZERO et al., 2005). Os dados
apresentados nesse estudo demonstram essa variabilidade, apresentando
altos valorespara desvios padrbes. Além da variabilidade entre individuos,
dados microbiolégicos e minerais, em geral, apresentam ampla dispersdo de
valores em estudos in situ e in vitro (CURY et al., 2000; VAN DE SANDE et al.,
2011; AZEVEDO et al., 2014).

Antissépticos a base de clorexidina tém sido utilizados em odontologia
ha muitos anos como padrao-ouro de controle quimico do biofilme em geral
(ZANATTA E ROSING, 2007). E segundo Bonesvoll e Gjermo (1978), por ter
uma nhatureza dicatidbnica, permanece ativa na cavidade bucal por
aproximadamente 12 horas. No presente estudo in situ, a analise da
quantidade de microrganismos na cavidade bucal ap6s o uso de clorexidina
aconteceu entre 12-14 horas apds a Ultima aplicacdo do antisséptico, e
mostrou que, embora imediatamente ap6s sua utilizacdo os microrganismos
diminuam, depois de mais de 12h de intervalo eles voltam a colonizar a
superficie dentaria. Isso pode ser verificado em ambos os estudos (exploratorio
e in situ), onde, mesmo sem diferenca estatistica, se verificou maiores
guantidades de microrganismos totais para 0s grupos tratados com clorexidina
apos 12 horas.

Isso indica que seu uso s6 se mostra eficiente na reducéo de placa bacteriana,
quando o tratamento for continuo e corrobora com estudos recentes que
avaliam a acdo da clorexidina ao longo do tempo (VAN STRIJP et al., 2008;

HANNIG et al., 2013), em contrapartida, ja esta documentado na literatura ha


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20Strijp%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18997466
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bastante tempo, que seu uso prolongado gera diferentes efeitos adversos,
como o manchamento de dentes(ALBANDAR et al., 1994).

A cérie dentaria € uma doenca multifatorial, de carater crénico, causada
pelo processo de desmineralizacdo da superficie dental poracidos organicos
provenientes da fermentacdo dos carboidratos dadieta realizada pelas
bactérias (SELWITZ, 2007).0 uso da CLX na prevencado da céarie tem sido um
tema controverso entre os educadores odontolégicos, pois descobertas
recentes indicam que o efeito de um agente antimicrobiano para reduzir os
niveis de estreptococos mutans ou de reducdo de placa pode nem sempre se
correlacionarcom a eventual reducdo da cérie, porém, o resultado clinicamente
importante € a comprovada reducdo da cérie.(AUTIO-GOLD, 2008). Nesse
estudo, a resposta mineral da CLX se mostrou eficiente na reducao de cérie, e
isso foi apresentado da forma que, os esmaltes bovinos apresentaram menor
desmineralizagcdo quando comparados com O grupo que somente recebeu
sacarose ao longo do dia. A utilizacado de CLX neste caso mostrou-se capaz de
reduzir a perda mineral com uso continuo e esta coerente ao que se afirma na
literatura. CLX tendo efeito antimicrobiano imediato teria efeito na diminuicao
de microorganismos cariogénicos, e por consequéncia a diminuicdo da

producéo de acidos que atuaram no processo de desmineralizacdo dentéria.

A expressao de ftf esta intimamente ligada ao metabolismo microbiano e
a utilizacdo de sacarose para a producdo de polissacarideos extracelulares.
Sua expressdo medeia a ligacdo de S. mutans ndo s6 nas superficies, mas
também ativa bactérias que sao favoraveis para a colonizacao persistente das
superficies dos dentes (SCHILLING E BOWEN, 1992), aumentando fatores de
viruléncia, e induzindo a formacdo de lesdo de carie. Bactérias expostas a
ambientes transientes podem desencadear respostas adaptativas pelo
desencadeamento diferencial da expressdo de genes por meio de dois
elementos de regulagdo que consistem de uma histidina quinase (VicK) e
regulador de resposta (VicR). O sistema de transducdo de sinal VicR esta
envolvido na regulacdo de varios processos fisioloégicos importantes em S.
mutans (SENADHEERA et al., 2005; BISWAS, 2006) e parece regular a
expressao de varios genes associados a viruléncia que afetam a sintese e a
adesao a polissacarideos, incluindo o ftf (SENADHEERA et al., 2005). Entéo,
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na tentativa de entender o funcionamento de genes como o ftf e VicR em
biofilmes formados in situ, se investigou suas expressées nos mesmos. Grupos
nao tratados com antimicrobiano apresentaram maior expressao de ambos os
genes, principalmente o gene ftf, indicando maiores fatores de viruléncia
presentes no biofilme, o que induz, de forma favoravel, a formacéo de lesdes
de céarie. Cabe salientar que pequenas quantidades de biofime e de RNA
brutoforam obtidos por individuos para o grupo da CLX e dados apresentados
para a expressao génica frente a esse tratamento podem n&o corresponder a
veracidade e tragam uma limitacdo a essa parte experimental e aos seus
resultados. O protocolo utilizado ( KOO, 2006) preconiza amostras de +100mg,
e foi obtido ~20mg por individuo. Para tentar compensar a menor quantidade
de RNA bruto proveniente das amostras, optou-se por ndo realizar uma
padronizacdo de cDNA. Talvez, fatores como o peso umido de biofilme e
concentragéo final de RNA podem ter interferido nos resultados apresentados,
indicando a necessidade da repeticdo do experimento, a fim de comprovar os

valores finais obtidos.

O uso de CLX 0,12%, de forma geral, mostrou ser eficiente para a
reducdo de cérie, quando utilizada de modo continuo. Isso pode ter ocorrido
devido a diminuicdo da expressao de genes ligados, principalmente, a adeséo
de S. mutans, tendo em vista que a recolonizacdo de microrganismos voltava a
ocorrer antes de cada nova aplicacdo de CLX. Porém, novos estudos devem
ser feitos a fim de provar a interferéncia de antimicrobianos na expressao de
genes virulentos, e que assim, diminuam a incidéncia de patogéneses no

ambiente oral.



40

7 Conclusao

Dentro das limitacdes do estudo, embora o uso de clorexidina 0,12% néao
tenha apresentado efeito na reducédo de microrganismos depois de 12 horas,
este uso foi efetivo na modulagcdo da atividade cariogénica do biofilme,

reduzindo a expressao do gene virulento ftf e a desmineralizacdo no esmalte.
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Apéndice 1
Universidade Federal de Pelotas

Faculdade de Odontologia

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: VALIDACAO IN SITU DE UM MODELO DE BIOFILME DE

MICROCOSMOS EM FLUXO CONTINUO: ANALISE MINERAL, MOLECULAR E
BIOQUIMICA

Pesquisadora responsavel pelo estudo: Katielle Valente Brauner

O objetivo deste estudo sera avaliar e caracterizar as funcbes da placa
bacteriana formada em umaparelho removivel colocado em seu céu da boca, a partir
de exposi¢des diarias de sacarose 20% em associacao a utilizacdo de uma solucao
antimicrobiana (clorexidina a 0,12%) e assim, comparar um modelo de
desenvolvimento de placa dentaria (biofilme de microcosmos) desenvolvido em
laborat6rio. A solugcdo antimicrobiana esta disponivel no mercado odontoldgico e ja foi
previamente avaliada quanto as suas propriedades fisicas e biol6gicas, sem
demonstrar nenhum risco a integridade do ser humano frente a um estudo controlado
como este que vocé ird participar.

Caso aceite participar desta pesquisa, vocé ira receber um aparelho removivel
para ser colocado no seu céu da boca. Nesse dispositivo, havera amostras de esmalte
dentario estéril coberto por uma tela plastica protetora para evitar que possa haver
deslocamento das amostras durante o uso e higienizacdo. Os riscos que ocorrem
nesse tipo de estudo sdo minimos. Referem-se, principalmente, ao acumulo de placa
dentaria nas amostras protegidas pela tela plastica. E importante ressaltar que vocé
podera continuar a limpeza normal de seus dentes. Todos os voluntarios receberédo
tratamento dentario caso haja necessidade. Esse tratamento serd realizado na
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Pelotas (FO-UFPel) por alunos
de pos-graduacao devidamente autorizados e envolvidos nesse estudo.

Quaisquer outras informacdes podem ser consultadas pelo pesquisador

responsavel, pelo nimero 53-84124199.

Por este instrumento que atende as exigéncias legais, o0(a)

senhor(a) , ficha

no: portador(a) da cédula de identidade

no: , SSP/__, ap6s leitura atenta das informacdes
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descritas acima, e ciente das etapas do estudo os quais sera submetido(a), ndo
restando duvidas a respeito do lido e do explicado, firma CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO em concordancia a participar da pesquisa proposta no que lhe é
cabivel, conforme a carta de informacgéo ao paciente.

Fica claro que o participante ou seu representante legal pode, a qualquer
momento, retirar seu consentimento livre e esclarecido, sem ser prejudicado no
tratamento, deixando de participar do estudo alvo da pesquisa e estando ciente que
todo trabalho realizado torna-se informacédo confidencial guardada por forgca do sigilo
profissional. Vale ressaltar, que as amostras coletadas do aparelho de cada paciente

ficar@o retidas na universidade para estudos futuros.

Por estarem entendidos e conformados, assinam o presente termo.

Pelotas, de de 20 .

Assinatura do paciente Assinatura do pesquisador
Fone: 53 84124199



Apéndice 2.

Comecar aplicacdo das solucdes: Dia XX/XX/2014
Coletas de biofilme: XX, XX, XX, XX de XX de 2014

Entregar o dispositivo: Dia XX/XX/2014

Tempo total de uso: 21 dias

INSTRUCOES PARA USO
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Vocé receberd um dentifricio fluoretado, uma escova dental, um frasco conta-gotas
contendo 3 solucdes diferentes, um pacote de gaze estéril, um estojo de dispositivo ortoddntico
(acomodacéo do dispositivo) e um dispositivo intra-oral.

O dispositivo deve ser utilizado seguindo as instru¢cfes de forma correta para

que ao final ele cumpra seu papel!

Seu dispositivo devera receber a aplicacdo de solugdes conforme descrito

abaixo:
Lado esquerdo
Solugdo
identificada com
prata 8x/dia
SOLUCAO S

Deve ser aplicada 8x/dia em ambos os lados.

Siga os horérios: 8h, 10h, 12h, 14h, 16h, 18h, 20h e 22h

Modo de aplicacéo:

7
(OO
&

QO
&2
&®

O

Lado direito

Solugdo
identificada com
prata 8x/dia

+

Solugdo
identificada com
dourado 2x/dia

Em cada periodo de aplicacdo, remover o dispositivo da boca e secar o excesso de
saliva com a gaze fornecida. Uma gota de soluc&o S deve ser aplicada em cada recesso ( S&o
4 recessos, colocar 1 gota em cada), deixar agir por 5 minutos. Remover 0 excesso com uma
nova gaze e recolocar no ambiente oral.

SOLUCAOQ IDENTIFICADA COM DOURADO E PRATA:

Deve ser aplicada 2x/dia,

DOURADA: LADO DIREITO

PRATEADA: LADO ESQUERDO

Siga os horéarios: 8h e 20h

Modo de aplicacéo:

Esse tratamento deve ser aplicado 5 min apo6s a solugdo S. ApOs remover 0 excesso
da solucdo S, aplicar uma gota da solu¢cdo em cada recesso (Sao 4 recessos, colocar 1 gota

em cada), deixar agir por 1 min. Remover 0 excesso com gaze e recolocar no ambiente oral.

QUAL PERIODO DE UTILIZACAO DO DISPOSITIVO?
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Vocé devera utilizar o dispositivo todo dia, exceto durante a escovacao e alimentacao(
incluindo mascar chicletes). Utilizar todo dia, também significa o seu uso durante a noite, para
dormir.

O QUE FAZER COM O DISPOSITIVO QUANDO ESTIVER COMENDO OU FAZENDO A
MINHA HIGIENE ORAL?

Seu dispositivo deve ficar em repouso e umedecido com uma gaze. Para isso,
posicione o dispositivo no seu recipiente; umedeca um pedaco de gaze com solucdo de agua
destilada e posicione em cima das telas protetoras do aparelho intraoral. Quando for usar,
somente remova a gaze e reintroduza na boca.

COMO PROCEDER COM A MINHA HIGIENE ORAL E A LIMPEZA DO DISPOSITIVO INTRA-
ORAL?

Instrucdes gerais:

- Durante os 21 dias de experimento, utilizar apenas o dentifricio dado pelo
pesquisador;

- Para higiene oral do dispositivo, utilizar a escova do kit entregue. Sua higiene pode
ser feita com sua escova de uso habitual;

- ndo utilizar bochechos, fio dental com fldor, clorexidina.

Limpeza do dispositivo:

Sempre ap6s sua higiene oral, o dispositivo deve também ser limpo. Para isso ele
deve ser escovado com o dentifricio fornecido e retomado para a boca imediatamente apés a
escovagéo.
e Escovar todo o dispositivo exceto a tela plastica que cobre os recessos. (Nao passar a
escova sobre ela).
e Se a espuma do dentifricio for sobre a tela, ndo ha tanto problema. Se acontecer,
colocar a espuma formada sobre a area da tela, mas néo escovar.
e Durante a escovacao ndo deixe que jatos de agua da torneira atinjam diretamente a
tela plastica que cobre os blocos esmalte. Isso pode causar perda da placa dental ali

acumulada.

COMO PROCEDER NOS DIAS DE COLETA DO BIOFILME FORMADO NO DISPOSITIVO?
Nos dias de coleta do biofilme, vocé aplicar4 apenas a Solugdo S meia hora antes do

material ser coletado. A partir da coleta, o processo continua normalmente (solu¢gbes deveréo
ser aplicadas nos mesmos horarios).

ONDE SERA A COLETA DO BIOFILME FORMADO NOS DISPOSITIVOS?

A entrega acontecerd no laboratorio de microbiologia (7° andar da Faculdade de
Odontologia UFPel) em horério a combinar.

Muito obrigada pela participacéo de vocés!
Em caso de qualquer davida: 84124199 ou katiellevb@gmail.com
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ANEXO 1

FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE g wf’l"
PELOTAS

PARECER DO COLEGIADO

DADOSE DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Biofilme in situ: analise mineral, molecular e bioquimica
Pesquisador: Maximiliano Sérgio Cenci

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 32607014.6.0000.5317

Instituicao Proponente: Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Pelotas

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
Conselho Nacional de Desenvolvimento e Tecnologia

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 709.854
Data da Relatoria: 24/06/2014

Apresentagéo do Projeto:

Esse trabalho objetiva avaliar as respostas minerais, biogquimicas e moleculares produzidas por um modelo
de biofilme in situ para comparacéao e

validacdo a modelos de biofilme complexo in vitro ja desenvolvidos e utilizados amplamente na pesquisa
odontolégica. O presente estudo in situ

sera randomizado, duplo-cego e do tipo boca-dividida, no qual discos de esmalte dental bovino seréo
submetidos a tratamentos em 2 niveis:

sacarose 20%, 8x/dia (grupo controle), ou sacarose 20%, 8x/dia em associagéo a aplicagéo de clorexidina
0,12%, 2x/dia (grupo teste). Os discos

serdo inseridos em pequenas recessbes presentes nos dispositivos intraorais palatinos, que serdo
confeccionados com resina acrilica quimicamente

ativavel, e serdo recobertos com tela plastica que permitird que todo o biofilme formado sobre os blocos de
esmalte dental permaneca estagnado na

superficie do bloco. Cada dispositivo intraoral contera 8 discos de esmalte dental do lado direito e B discos
no lado esquerdo. O estudo sera

composto de uma fase experimental de 28 dias. Biofilme formado sobre os discos de esmaltes seréo
coletados apos 7, 14, 21 e 28 dias de formacéo

para ambos os grupos experimentais (n= 2 discos/ dia de coleta/ tratamento). O biofilme coletado

Enderego: Rua Prof Araujo, 465 =ala 301

Bairre: Centro CEP: §5.020-360
UF: RS Municipie: PELOTAS
Telefone: (53)3284-4960 Fax: (53)3221-3554 E-mail: cepfamed@gmail.cam
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sera analisado através de cromatografia gasosa e

espectrometria de massa (GC/MS) e analise molecular da expresséo dos genes gtfB, gtfC, ftf, comD, comE,
vicR, gbpB, luxS e vieX. Os discos de

esmalte, por sua vez, serdo avaliados através de teste de microdureza de seccgéo transversal para
determinacdo da profundidade das lesbes

cariosas formadas bem como para determinacéo da area da lesdo de carie desenvolvida em cada condicéo
expetimental analisada.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O objetivo geral do estudo é avaliar as respostas minerais, bioguimicas e moleculares de um biofilme
desenvolvido in situ. Objetivos especificos

serdo: 1) Permitir a posterior comparacéo da dose-resposta a Clorexidina de um modelo in vitro de biofilme
com a dose-resposta do biofilme formado

in situ. 2) Comparar a capacidade de desenvolvimento de lesbes artificiais de carie (desmineralizacéo) de
modelo in vitro de biofilme com o modelo

in situ. 3) Proporcionar a compararagéo de um modelo de biofilme in vitro através da expressédo génica de
microrganismos e das caracteristicas bioquimicas e metabdlicas dos biofilmes produzidos em relagéo a
essas mesmas caracteristicas do biofilme formado in situ.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos que ocorrem nesse tipo de estudo sdo minimos. Referem-se, principalmente, ac acumulo de placa
dentaria nas amostras protegidas pela

tela plastica. Mas é importante ressaltar que o participante podera continuar a limpeza normal de seus
dentes.

Beneficios:

Tomando como base que estudos de in situ possuem certas desvantagens, o presente estudo visa produzir
respostas minerais, bicldgicas e

moleculares para comparacdo e validacédo de estudos de biofilmes complexos in vitro para que a
participagdo de voluntarios ndo seja necessaria.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O Trabalho é de relevéancia cientifica.
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Continuagédo do Parecer: 709.554

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Sem particularidades.

Recomendagdes:

Unir a carta de informagéo ao paciente com o "TCLE" apresentado ao CEP, confeccionando, assim, um
Unico TCLE com linguagem simplificada.

Informar no novo TCLE que as amostras ficardo retidas para estudos futuros.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Avaliar e considerar as recomendagoes.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Néo

PELOTAS, 05 de Julho de 2014

Assinado por:

Patricia Abrantes Duval
{Coordenador)
Enderego: Rua Prof Araujo, 465 sala 301
Bairre: Centro CEP: 3F5.070-3R0
UF: RS Municipie: PELOTAS
Telefone: (53)3284-4360 Fax: (53)3221-3554 E-mail: cep famed@grmail. com
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