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RESUMO 

O câncer de cabeça e pescoço (CCP) é uma enfermidade com número de casos 

crescente no Brasil sendo a radioterapia o tratamento de maior eficácia para reverter 

sua evolução, porém ela pode prejudicar o funcionamento das glândulas salivares 

causando hipossalivação e, consequentemente, o desenvolvimento de cáries com 

progressão rápida mesmo após o término do tratamento. O objetivo deste trabalho 

foi avaliar o efeito de diferentes formulações de saliva artificial na viabilidade celular 

do biofilme microcosmo formado in vitro em esmalte irradiado e não irradiado, a 

partir de biofilme de participantes com CCP, submetidos à radioterapia, com 

hipossalivação e participantes saudáveis. Para tanto, foram utilizados espécimes de 

esmalte bovino irradiado e não irradiado (n = 108 blocos cada) divididos entre os 

Grupos A (participantes saudáveis) e B (participantes com CCP). O biofilme foi 

formado por 5 dias utilizando saliva McBain (2009) com sacarose a 0,2% (5% CO2, 

37ºC) e, a cada 24 h, foi submetido por 60 s com as seguintes formulações: a) 

Apenas constituintes inorgânicos (SA); b) SA com cistatina de cana-de-açúcar 

CaneCPI-5 a 0,1 mg/mL (SA+Cane); c) SA com Hemoglobina a 1,0 mg/mL (SA+Hb); 

d) SA com CaneCPI-5 a 0,1 mg/mL e Hemoglobina a 1,0 mg/mL (SA+Cane+Hb); e) 

Fórmula comercial Biotène® (BTN). O Controle (CTR) com água também foi 

realizado. Ao final do período, o biofilme foi avaliado através do método da 

resazurina e os dados foram analisados por ANOVA a três critérios (p < 0,05). As 

análises evidenciaram uma interação significativa entre o tipo de biofilme e os 

tratamentos (p = 0,011). Além disso o biofilme do Grupo B demonstrou uma 

viabilidade celular (VC) reduzida em comparação ao Grupo A. Para o Grupo A 

nenhum dos tratamentos promoveu alteração significativa na VC em comparação ao 

CTR. Para o Grupo B, os tratamentos SA+Cane+Hb (p = 0,001) e BNT (p = 0,022) 

reduziram significativamente a VC em relação ao CTR. Logo, quando se pretende 

avaliar formulações de saliva artificial para pacientes com CCP é necessário a 

utilização do inóculo de biofilme específico deste grupo. Além disso, as proteínas 

CaneCPI-5 e Hemoglobina em associação se mostraram eficazes em reduzir a VC 

deste tipo de biofilme sendo potenciais candidatas para a inserção em formulações 

de saliva artificial para pacientes com CCP e com hipossalivação. 

 
Palavras-chave: Saliva. Saliva artificial. Biofilme dentário. Cárie dentária. 

 



ABSTRACT 

Head and neck cancer (HNC) is a disease with an increasing number of cases in 

Brazil, with radiotherapy being the most effective treatment to reverse its evolution, 

but it can impair the functioning of the salivary glands causing hyposalivation and, 

consequently, the development of cavities with rapid progression even after the end 

of treatment. The objective of this study was to evaluate the effect of different 

formulations of artificial saliva on the cell viability of the microcosm biofilm formed in 

vitro in irradiated and non-irradiated enamel, from biofilm of participants with HNC, 

submitted to radiotherapy, with hyposalivation and healthy participants. For that, 

specimens of irradiated and non-irradiated bovine enamel (n = 108 blocks each) 

were used, divided into Group A (healthy participants) and B (participants with HNC). 

The biofilm was formed for 5 days using McBain saliva (2009) with sucrose 0.2% (5% 

CO2, 37ºC) and, every 24 h, it was submitted for 60 s with the following formulations: 

a) Only inorganic constituents (SA); b) SA with CaneCPI-5 sugarcane cystatin at 0.1 

mg/mL (SA+Cane); c) SA with Hemoglobin at 1.0 mg/mL (SA+Hb); d) SA with 

CaneCPI-5 at 0.1 mg/mL and Hemoglobin at 1.0 mg/mL (SA+Cane+Hb); e) Biotène® 

commercial formula (BTN). The Control (CTR) with water was also performed. At the 

end of the period, the biofilm was evaluated using the resazurin method and the data 

were analyzed by ANOVA using three criteria (p < 0.05). The analyzes showed a 

significant interaction between the type of biofilm and the treatments (p = 0.011). In 

addition, Group B biofilm demonstrated reduced cell viability (CV) compared to Group 

A. For Group A none of the treatments promoted a significant change in CV 

compared to CTR. For Group B, the treatments SA+Cane+Hb (p = 0.001) and BNT 

(p = 0.022) significantly reduced CV compared to CTR. Therefore, when it is intended 

to evaluate artificial saliva formulations for patients with HNC, it is necessary to use 

the biofilm specific inoculum of this group. In addition, the proteins CaneCPI-5 and 

Hemoglobin in combination proved to be effective in reducing the CV of this type of 

biofilm and are potential candidates for insertion in artificial saliva formulations for 

patients with HNC and hyposalivation. 

 

Keywords: Saliva. Artificial saliva. Dental biofilm. Dental cavity.  
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1 INTRODUÇÃO 
 

De acordo com o Instituto Nacional do Câncer (INCA),”...câncer é o nome 

dado a um conjunto de mais de 100 doenças que têm em comum o crescimento 

desordenado de células, que invadem tecidos e órgãos ...”, dentre essas doenças 

está o câncer de cabeça e pescoço (CCP) denominação dada ao conjunto de 

tumores que se manifestem na região da cabeça e pescoço como faringe, laringe, 

orofaringe, glândulas salivares dentre outros. 

O diagnóstico do CCP mostra-se crescente a cada ano. Em 2020 as 

estimativas fornecidas pelo INCA mostram-no como o segundo câncer mais 

recorrente em homens e estima-se cerca de 7.650 novos casos de câncer de laringe 

e 15.190 novos casos de câncer de cavidade oral ocorrerão para cada ano do triênio 

de 2020-2022.  

Por configurar um importante problema de saúde pública, diversas 

abordagens terapêuticas vêm sendo utilizadas no tratamento do CCP como a 

cirurgia, a radioterapia, a quimioterapia ou a combinação dos métodos citados. A 

radioterapia consiste na utilização de radiações ionizantes no local afetado para 

combater neoplasias malignas e é normalmente empregada no tratamento de 

pacientes com CCP visto sua eficácia na preservação de estruturas importantes 

presentes na região de cabeça e pescoço (Lieshout e Bots, 2014). Apesar dos 

benefícios da radioterapia, diversos efeitos colaterais indesejados podem surgir a 

partir deste tratamento como irritação na mucosa bucal, perda do paladar, 

xerostomia, hipossalivação, cáries de radiação, entre outros (Jham e Freire, 2006), 

impactando negativamente a qualidade de vida desses indivíduos.  

Sendo a saliva um fluido complexo que tem papel importante na manutenção 

da saúde bucal devido às múltiplas funções que desempenha (Buzalaf et al., 2012), 

qualquer alteração na quantidade e/ou qualidade desse fluido decorrente do 

tratamento por radioterapia pode resultar em complicações na saúde bucal dos 

pacientes com CCP (Pow et al., 2003; Liang et al., 2016). 

 Estudos relatam que a redução do fluxo salivar (hipossalivação) pode 

prejudicar os tecidos duros e moles da cavidade bucal bem como modificar a 

microflora existente, facilitando a proliferação de bactérias cariogênicas (Nagler, 

2002). Ainda, a alteração na composição dos eletrólitos da saliva como o 

bicarbonato, o qual é responsável pela regulação do pH da cavidade bucal, e o 



13 
 
cálcio e o fosfato, os quais participam dos processos de desmineralização e 

remineralização dentária, pode favorecer a instauração de cáries (Deng et al., 2015). 

Além das alterações de fluxo salivar, os pacientes irradiados na região de 

cabeça e pescoço também podem desenvolver as cáries de radiação. O principal 

fator para o aparecimento de tais lesões é não somente devido à diminuição de 

saliva, mas uma combinação de hipossalivação e efeitos diretos da radiação no 

tecido dental duro, tornando-os mais suscetíveis à desmineralização (Silverman, 

1999; Gonçalves et al., 2014).  

Assim, devido ao potencial cariogênico que acomete esse grupo e por já 

apresentarem outras complicações decorrentes da radioterapia, a busca por 

soluções que visem à melhora na qualidade de vida desses pacientes torna-se 

necessária. Nesse sentido, diversas formulações de saliva artificial têm sido 

desenvolvidas e comercializadas, visando proporcionar lubrificação suficiente para 

manter os tecidos orais úmidos e protegidos da agressão mecânica e química, assim 

como impedir a colonização de bactérias cariogênicas (Diaz-Arnold et al., 2002). A 

Biotène®, formulação comercial de saliva artificial, utilizava enzimas antimicrobianas 

em sua composição (http://www.biotene.co.uk/) e trabalhos na literatura indicavam 

que sua utilização podia melhorar a qualidade de vida de pacientes irradiados 

(Hahnel et al., 2009; Aykut-Yetkiner et al., 2014). Entre as salivas artificiais vendidas, 

a Biotène® é uma marca que existe em forma de gel, pasta dentífrica e solução de 

bochecho (http://www.biotene.co.uk/). A solução de bochecho dessa marca não 

contém álcool, o que evita que se sinta ardência na sua utilização. Apesar de ter 

sido demonstrado que sua utilização pode melhorar os sintomas da xerostomia 

induzido pela radiação, os resultados ainda são bastante controversos (Epstein et 

al., 1999; Hahnel et al., 2009; Aykut-Yetkiner et al., 2014). 

Na busca por uma saliva artificial que reúna todas as características ideais da 

saliva natural, muitos esforços têm sido empregados na investigação de substâncias 

que tenham potencial protetor da estrutura dentária e que possam ser utilizadas em 

produtos odontológicos. Recentemente, nosso grupo de pesquisa identificou 

proteínas da película adquirida (PAE) com potencial protetor contra a 

desmineralização dentária, como a cistatina B (Delecrode et al., 2015) e a 

hemoglobina (Martini, 2019). Em decorrência do elevado custo da cistatina B, uma 

cistatina derivada da cana de açúcar foi obtida pelo nosso grupo: a CaneCPI-5. Esta, 

por sua vez, demonstrou forte aderência ao esmalte e promoveu diminuição 
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significativa nos processos iniciais de erosão (Santiago et al., 2017). Tais 

características tornam essas proteínas substâncias em potencial para serem 

inseridas em formulações de saliva artificial para indivíduos com CCP. 

Em suma, os pacientes com CCP irradiados acabam desenvolvendo um 

quadro de xerostomia e/ou hipossalivação, além de se tornarem mais sucessíveis a 

doenças bucais, infecções e cárie. No mercado há uma gama de opções para aliviar 

as sensações provenientes das modificações do fluxo salivar, porém há uma 

carência de produtos que comprovadamente auxiliem na prevenção e/ou redução 

dos quadros de cárie apresentados por estes indivíduos. Logo, torna-se vital o 

desenvolvimento de novas formulações de saliva artificial voltada para as 

necessidades de pacientes com CCP tratados com radioterapia, amenizando as 

consequências oriundas do tratamento e, consequentemente, melhorando sua 

qualidade de vida. Neste aspecto, a CaneCPI-5 e a hemoglobina são substâncias 

que tem o potencial de serem inclusas nessas novas formulações devido a suas 

características protetivas do esmalte dental. 

 

2 OBJETIVOS 

 
2.1 OBJETIVO GERAL 

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes formulações de 

saliva artificial na viabilidade celular do biofilme microcosmo de esmalte irradiado e 

não irradiado formado in vitro, a partir de inóculo de biofilme de participantes 

saudáveis e participantes diagnosticados com CCP, submetidos à radioterapia. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar a viabilidade celular do biofilme microcosmo nos diferentes tipos de 

esmalte (esmalte irradiado e não irradiado), tipos de biofilme (participantes 

saudáveis e participantes com CCP) e tratamentos; 

 Analisar as interações existentes entre os diferentes fatores (tipos de 

esmalte, tipos de biofilme e tratamentos) na viabilidade celular do biofilme 

microcosmo. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

  
3.1 ASPECTOS ÉTICOS 

 

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com 

Seres Humanos da Faculdade de Odontologia de Bauru – CEP-FOB/USP (CAAE: 

86782618.4.0000.5417) e pela Comissão de Ética no Ensino e Pesquisa com 

Animais – CEP-FOB/USP (009/2018), sendo este processo fundamental para a 

realização de estudos envolvendo seres humanos e dentes bovinos, 

respectivamente.  

 

3.2 PARTICIPANTES 

 

Os participantes foram selecionados com base nos critérios de inclusão e 

exclusão previamente estabelecidos e foram divididos em dois grupos, sendo eles: 

1) Grupo A: Participantes com boa saúde geral e bucal (não fumantes, sem cárie, 

gengivite e periodontite ou outra condição bucal que possa afetar a composição da 

saliva) e que não estejam fazendo uso de medicamentos ou drogas, com fluxo 

salivar normal (não estimulado > 0,1 mL/min e estimulado > 1,0 mL/min), e 2) Grupo 

B: Participantes diagnosticados com CCP submetidos ao tratamento por radioterapia 

por 2 a 5 semanas (180 cGY diário, com dose total máxima entre 5.700 e 7.500 cGY, 

dose padrão de radioterapia de cabeça e pescoço) (Shyh-An Yeh, 2010). Como 

critério de inclusão, devem apresentar hipossalivação (fluxo salivar não estimulado < 

0,1 mL/min e fluxo salivar estimulado < 1,0 mL/min). 

Dessa forma, o Grupo A foi constituído por dois participantes recrutados no 

serviço de Triagem da Faculdade de Odontologia de Bauru FOB/USP, com boa 

saúde geral e foram pareados em idade (54,5 ± 4,9 anos; média ± DP) e sexo 

(masculino) com os integrantes do Grupo B. Por sua vez, o Grupo B foi constituído 

por dois participantes diagnosticados com CCP e submetidos ao tratamento com 

radioterapia e recrutados no Centro de Pesquisa Clínica (CPC) da Faculdade de 

Odontologia de Bauru FOB/USP. Os participantes eram do sexo masculino, com 

idade média de 53,5 ± 6,4 anos (média ± DP), parcialmente dentados e com 

hipofunção glândula salivar. A coleta foi realizada na 17º (3.060 cGY) e 25º (4.500 

cGY) sessão de radioterapia e ambos apresentavam histórico de tabagismo e/ou 
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etilismo. Para participar da pesquisa, todos os participantes assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido.  

  

3.3 COLETA DE BIOFILME 

 

Anteriormente à coleta de biofilme, os participantes foram orientados a não 

escovar os dentes por 24 h e se abster da ingestão alimentos sólidos e líquidos nas 

2 h anteriores do procedimento. Para a coleta do biofilme foi utilizado o protocolo 

descrito por Signori et al. (2016). O biofilme de ambos os grupos foi coletado no 

período da manhã (9 – 10h) através de cureta odontológica e foi armazenado em 

microtubos pré-pesados. Posteriormente, o biofilme coletado foi pesado, diluído em 

solução salina (NaCl 0,9%; proporção de 2 mg de biofilme para 1 mL de salina) e as 

amostras foram homogeneizadas por sonicação (5% de amplitude, 3 pulsos de 9,9 s 

cada). As amostras dos dois participantes de cada grupo foram coletadas para 

constituir um pool de biofilme e foram misturados com 30% de glicerol (v/v). 

Alíquotas de 1 mL foram armazenadas a -80°C para uso posterior (Pratten et al., 

2003). 

 

3.4 PRODUÇÃO DAS FORMULAÇÕES DE SALIVAS ARTIFICIAIS 
 

As formulações de saliva artificiais foram confeccionadas no Laboratório de 

Bioquímica da Faculdade de Odontologia de Bauru FOB/USP apresentando a 

seguinte formulação base: NaHCO3 0,219%, KH2PO4 0,127%, CaCl2.2H2O 0,0654%, 

MgCl2.6H2O 0,0125%, KCl 0,082%, carboximetilcelulose 0,8% e água deionizada 

(q.s.p.). Como conservantes, foram adicionados o metilparabeno e o propilparabeno, 

ambos na concentração de 0,01% e para conferir sabor, foi utilizado o saborizante 

de menta. O pH da formulação final foi ajustado para 7,0 e tanto os conservantes 

quanto o saborizante foram adicionados na solução placebo (CTR).  

As proteínas testadas foram a CaneCPI-5 na concentração de 0,01% (0,1 

mg/mL) e a hemoglobina humana na concentração de 0,1% (1 mg/mL). A seleção e 

a concentração de ambas as proteínas foram determinadas em estudos recentes 

pelo nosso grupo de pesquisa no qual constatou-se uma alta força de adesão ao 

esmalte e sua capacidade de reduzir a erosão inicial in vitro (Santiago et al., 2017; 

Martini et al., 2019). A CaneCPI-5 foi obtida a partir da cana-de-açúcar, por 
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clonagem e expressão heteróloga (Santiago et al., 2017) e a hemoglobina humana 

foi adquirida através do catálogo da Sigma (cat #H7379), sendo que ambas foram 

adicionadas à formulação de saliva artificial tanto isoladamente quanto em 

combinação. 

Por fim, como controle comercial, foi utilizada a formulação Biotène® na forma 

de colutório, a qual foi adquirida em farmácia convencional. Apesar deste produto 

ser classificado como hidratante bucal (Giafferis et al., 2017), sua seleção foi 

definida com base em trabalhos que indicam que os produtos da marca Biotène® 

tem melhorado ou aliviado os sintomas da boca seca em pacientes que sofrem de 

xerostomia e hipossalivação, resultantes da radioterapia (Epstein et al., 1999; Warde 

et al., 2000; Shahdad et al., 2005). 

 

3.5 PREPARO DOS BLOCOS DE ESMALTE 

 

3.5.1  Seleção dos dentes 

 

Como modelo representativo foram utilizados dentes bovinos previamente 

extraídos e armazenados em solução de timol a 0,1% (pH 7,0) em ambiente 

refrigerado. Os dentes foram submetidos a uma seleção visual, excluindo as 

unidades que apresentassem manchas e/ou trincas. A partir dos dentes 

selecionados, foi realizada a sua limpeza para remover qualquer resíduo 

remanescente de tecido.  

 

3.5.2  Corte e padronização das amostras  

 

Foram processados 108 dentes bovinos através de uma cortadeira (Maruto, 

Tokyo) para a separação de raiz e coroa (Figura 1). Após o corte, as coroas foram 

armazenadas em timol 0,1% (pH 7,0) para evitar sua desmineralização até a 

inicialização da próxima etapa. 
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Figura 1 A) Cortadeira (Maruto, Tokyo); B) Dente 
bovino selecionado para o corte; C) Coroa 
separada da raiz após etapa de corte. 

 

 
                                       Fonte: Elaborado pelo autor 

 

 Na etapa de corte, as coroas foram processadas para a obtenção de 216 

espécimes, sendo 108 blocos para compor o grupo de esmalte irradiado (4 mm x 4 

mm) e 108 blocos para compor o grupo de esmalte não irradiado (4 mm x 4 mm). 

Para isso, foi utilizado uma cortadeira de precisão (Buehler, EUA) e discos 

diamantados (Odeme, EUA). As coroas foram coladas em discos de resina com cola 

elástica Godiva e fixadas na cortadeira (Figura 2). Em seguida, foi realizada uma 

secção dupla no sentido cérvico-incisal e duas no sentido mésio-distal para obter 

dois espécimes a partir de uma coroa de dente bovino (Figura 3). 
 

Figura 2 A) Cortadeira de precisão com discos diamantados; B) Coroa fixada em 
disco de resina; C) Espécime de esmalte no tamanho 4 x 4 mm. 
 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 3 A) Secção cérvico-incisal; B) Secção 
mésio-distal; C) Espécimes de esmalte 4 x 4 
mm. 

 

 
                                    Fonte: Elaborado pelo autor 
 

Posteriormente ao corte, os 216 espécimes obtidos foram fixados em discos 

de resina com cera odontológica, com a face da dentina interna do esmalte exposta 

para a etapa de planificação através de politriz metalográfica (Arotec, Brasil) e lixa 

de granulação 320 (Extec, EUA). Depois, os espécimes foram reposicionados no 

disco de resina com a face do esmalte voltada para cima. Os espécimes foram 

polidos utilizando lixa de granulação 320 e 600 (Extec, EUA) para a remoção de 

ranhuras/fissuras da superfície (Figura 4) e este procedimento foi controlado pelo 

uso de um paquímetro. Após a finalização dessa etapa, os espécimes foram limpos 

em aparelho de ultrassom (Limp Sonic, Brasil) por um período de 2 min, para 

remover impurezas aderidas ao esmalte durante a etapa de polimento. 

 
Figura 4 A) Politriz metalográfica; B) Lixas de 
granulações 320 e 600 (Extec, EUA) utilizadas para 
planificação e polimento; C) Amostra de esmalte bovino 
fixada em disco de resina após etapa de polimento. 

 

 

                           Fonte: Elaborado pelo autor 
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 Figura 5  Sistema de limpeza por ultrassom. 
 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
 

Após a limpeza, as amostras foram submetidas à análise de rugosidade 

média de superfície (Ra) através do perfilômetro de contato (Mahr, Alemanha) 

(Figura 6) e o software MarSurf XCR20 (Figura 7), sendo selecionados os espécimes 

com Ra entre 0,100 a 0,300 µm. Os espécimes que excederam ou não atingiram tais 

valores foram submetidos ao processo de polimento para reintegrá-los a faixa de 

valores delimitada. De acordo com a média Ra, as amostras foram alocadas 

aleatoriamente nos diferentes tratamentos experimentais, de forma a minimizar a 

variação existente entre os diferentes fragmentos. 
 

Figura 6 Perfilômetro de 
contato utilizado na análise de 
rugosidade média de superfície 
(Ra). 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Figura 7 Exemplo de análise de uma amostra no software 
MarSurf XCR20. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

Por fim, as amostras com Ra dentro do previamente estabelecido foram 

removidas dos discos, seguido de sua limpeza com água deionizada e identificação 

de cada espécime na face posterior com sua numeração correspondente. 

 

3.5.3 Irradiação e proteção de áreas hígidas 
 

Com o objetivo de simular os efeitos da radioterapia durante o tratamento 

pelo qual os pacientes com CCP são submetidos, metade dos espécimes foram 

irradiados e a outra metade não. A radiação foi realizada no Centro de Radioterapia 

de Bauru, localizado na Rua Professor Nair Araújo Antunes, quadra 01, nº 50, em 

Bauru, sob responsabilidade da Médica Radio-oncologista Dra. Ana Tarsila Fonseca 

e a Física Médica Simone Zuquerato Sansavino, utilizando como fonte um 

acelerador linear, a partir de raios X de alta energia e elétrons com uma energia de 

1,5 - 40 MeV, com dose total de 70 Gy. 

Na sequência, todas as amostras tiveram os 2/3 periféricos da sua superfície 

protegidas com esmalte cosmético de unha (Risque®) para obtenção de duas áreas 

controle (hígida), deixando o terço central livre para a formação do biofilme 

microcosmo (Figura 8).  

 
Figura 8 A) Amostra de esmalte bovino 
protegido em 2/3 da superfície com 
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esmalte cosmético de unha; B) 
Identificação da amostra no verso do 
espécime 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 

 
3.5.4 Esterilização 
 

Após a finalização do preparo dos blocos, as amostras foram embaladas em 

papel grau e encaminhados para esterilização com gás óxido de etileno durante 4 

horas sob pressão de 0,5 ± 0,1 Kgf/cm2 (ACECIL Central de Esterilização com. IND. 

LTDA - Campinas /SP). 

 

3.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL  
 

Os procedimentos descritos neste item foram realizados em fluxo laminar 

previamente esterilizada com álcool 70°INPM e exposição a luz ultravioleta por 15 

min. Além disso todos os materiais utilizados foram previamente esterilizados em 

autoclave e expostos a luz ultravioleta antes de sua utilização.  

Para o estudo in vitro, os espécimes de esmalte irradiados (n = 108 blocos) e 

não irradiados (n = 108 blocos) foram divididos entre os grupos A (biofilme de 

participantes sadios com fluxo salivar normal) e B (biofilme de participantes com 

CCP, submetidos à radioterapia com hipossalivação). Cada tipo de espécime, de 

cada grupo, foi submetido à cinco tratamentos de formulações de saliva artificial, 

sendo quatro formulações experimentais e uma formulação comercial (Biotène®). As 

quatro formulações de saliva artificial (SA) apresentaram a mesma formulação 

básica, diferindo em relação à presença ou não de proteínas a serem testadas: 1) 

Apenas constituintes inorgânicos (SA); 2) Constituintes inorgânicos + CaneCPI-5 a 

0,1 mg/mL (SA+Cane); 3) Constituintes inorgânicos + Hemoglobina a 1,0 mg/mL 

(SA+Hb); 4) Constituintes inorgânicos + CaneCPI-5 a 0,1 mg/mL + Hemoglobina a 
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1,0 mg/mL (SA+Cane+Hb); 5) Fórmula comercial Biotène® (BTN). Também foi 

realizado um tratamento controle com água (CTR - placebo).  

Os espécimes de esmalte irradiados e não irradiados foram colocados em 

placas de 48 poços de acordo com a aleatorização dos grupos (Figura 1). Em 

seguida, foram adicionados nos poços 750 µL do biofilme coletado (biofilme-glicerol), 

previamente diluída em saliva artificial de McBain (2009) - mucina tipo II gástrica de 

porco 2,5 g/L; peptona bacteriológica 2,0 g/L; triptona 2,0 g/L; extrato de levedura 

1,0 g/L; NaCl 0,35 g/L, KCl 0,2 g/L; CaCl2 0,2 g/L; cloreto de cisteína 0,1 g/L; hemina 

0,001 g/L; vitamina K1 0,0002 g/L, pH 7 - na proporção de 1:50. As placas foram 

incubadas em uma atmosfera a 5% de CO2 a 37°C por 8 h para formação do 

biofilme e sua estabilização. Após esse período, os espécimes foram lavados com 

salina tamponada fosfatada (PBS) - NaCl 8g/L; KCl 0,2g/L; Na2HPO4 1,42 g/L; 

KH2HPO4 0,24g/L - por 5 s e foi adicionado 750 µL de saliva artificial de McBain 

suplementado com sacarose 0,2%, para promoção do desafio cariogênico. A placa 

foi novamente incubada a 5% de CO2 a 37°C por 16 h.  

Após as 24 h iniciais do experimento, foram adicionados aos poços 500 µL 

dos diferentes tratamentos de salivas artificiais durante 60 s. Em seguida, as 

soluções foram removidas e a solução de McBain suplementado com sacarose 0,2% 

foi novamente adicionada. Esse procedimento foi realizado uma vez a cada 24 h até 

completar os 5 dias de cultivo do biofilme. Ao final do período, os espécimes foram 

lavados com 500 µL de PBS para remover as bactérias não aderentes e transferidos 

para uma nova placa de 48 poços.  
 
 
 
 

Figura 9 Espécimes de esmalte bovino dispostos na 
placa de cultivo segundo a aleatorização: a) Linha A: 
Esmalte não irradiado com biofilme Grupo A; b) 
Linha B: Esmalte não irradiado com biofilme Grupo 
B; c) Linha C: Esmalte irradiado com biofilme Grupo 
A; d) Linha D: Esmalte irradiado com biofilme Grupo 
B; e) Coluna 1: CTR; f) Coluna 2: Apenas SA; g) 
Coluna 3: SA + CaneCPI-5 a 0,1 mg/mL; h) Coluna 
4: SA + Hemoglobina a 1,0 mg/mL; i) Coluna 5: SA + 
CaneCPI-5 a 0,1 mg/mL + Hemoglobina a 1,0 
mg/mL; j) Coluna 6: Formulação comercial Biòtene®. 
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Fonte: Elaborado pelo autor 

 

3.7 ANÁLISE DA VIABILIDADE CELULAR PELO MÉTODO DA RESAZURINA  
 

A resazurina se trata de um composto de coloração azul e é amplamente 

utilizada na avaliação da viabilidade de microrganismos; quando inserida no meio de 

cultura utilizado, caso haja atividade microbiana, o composto será exposto aos 

produtos oriundos da respiração celular e através de uma reação de oxirredução 

será convertido em resorufina de coloração rosa sendo possível a quantificação 

dessa reação através de um espectrofotômetro (Roca et al.,2019). Este trabalho 

utilizou esta metodologia tendo os procedimentos descritos por Jiang et al. (2011) 

como base se aplicando algumas modificações para sua utilização. 

 Após a transferência dos espécimes para uma nova placa, foi adicionado 400 

μL do corante resazurina (0,0016%) diluído em PBS por um período de 2 h (Figura 

10). Os valores de intensidade de fluorescência (IF) foram calculados em um leitor 

de microplaca (Synergy H1 - Biotek®) com excitação de 485 nm e emissão de 560 

nm através do software Gen5. Também foi calculado os valores de base de 

intensidade de fluorescência (BIF) da solução de resazurina em sextuplicata. Dessa 

maneira, a viabilidade celular do biofilme após exposição aos diferentes tratamentos 

foi determinada baseando-se na porcentagem de redução do FI relativo ao grupo 

controle, calculado pela seguinte fórmula: IF (%redução) = [(IFgrupo tratamento – 

BIF) / (IFgrupo controle – BIF)] x 100. 

 

Figura 10 Placa de cultivo contendo biofilme 
microcosmo após incubação por 2 h com o corante 
resazurina. 
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Fonte: Elaborado pelo autor 

 

3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

Os dados foram submetidos à análise estatística utilizando o programa 

SigmaPlot Software (SigmaPlot Software Inc.) e verificados quanto à distribuição de 
normalidade e homogeneidade de variância. Após esta verificação, os dados foram 

submetidos à análise estatística ANOVA três fatores e teste Tukey para a 

comparação múltipla dos diferentes tratamentos. Foram considerados valores 

significativos de p < 0,05. 

4 RESULTADOS  

 

Apenas três aspectos analisados demonstraram diferença significativa para a 

análise executada. Tanto o tipo de esmalte (p=0,147) quanto sua interação com o 

biofilme (p=0,883) e os tratamento (p=0,070) não demonstrou ser um fator 

determinante na análise sendo removido das variáveis de avaliação e permitindo a 

avaliação conjunta de ambos os tipos de esmalte; já o tipo de biofilme apresentou 

diferença estatística considerável (p<0,001) demonstrando a presença de diferenças 

entre o biofilme de participantes saudáveis e de participantes com CCP irradiados; 

por fim os tratamentos também apresentaram diferença significativa tanto na 

comparação isolada (p=0,004) quanto na interação com os tipos de biofilme 

(p=0,011) utilizados sendo este aspecto relevado na análise. Todos os valores de p 

obtidos foram compilados na Tabela 1 para melhor visualização. 
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Tabela 1 Valores de p para as diferentes condições 
avaliadas: Tipo de esmalte (irradiado e não irradiado), Tipo 
de biofilme (Grupo A e Grupo B) e Tratamentos (CTR, SA, 
SA+Cane, SA+Hb, SA+Cane+Hb e BTN). * indica diferença 
significativa entre os fatores avaliados, considerando análise 
estatística ANOVA a três critérios (p < 0,05). 
Interação p 
Tipo de esmalte p = 0,147  
Tipo de biofilme  p < 0,001* 
Tratamentos  p = 0,004* 
Tipo de esmalte x Tipo de biofilme p = 0,883 
Tipo de esmalte x Tratamentos p = 0,070 
Tipo de biofilme x Tratamentos  p = 0,011* 

                    Fonte: Elaborado pelo autor 

 
 Em seguida o programa realizou a análise da interação das variáveis (Tipo 

de biofilme e Tratamentos) que apresentaram diferença estatística significativa. Os 

resultados evidenciaram que no grupo A houve diferença significativa entre a 

formulação BNT e a SA+Hb (p=0,045), enquanto no grupo B houve diferença 

significativa entre: CTR e BNT (p=0,022), CTR e SA+Cane+Hb (p=0,001), por fim 

SA+Hb e SA+Cane+Hb (p=0,036). Vale ressaltar que nenhuma dos tratamentos 

aplicados gerou diferença significativa em relação ao CTR para o grupo A. 

Para uma melhor exibição dos resultados obtidos pela análise estatística, as 

médias dos testes e seu erro padrão foram compilados na Tabela 02 e com esses 

dados foi feito o Gráfico 01 que exibe as percentagens da viabilidade celular e indica 

onde houve diferença estatística relevante na relação de tratamento com biofilme.  

 
Tabela 2 Viabilidade celular (%) nos diferentes tratamentos experimentais para o 
Grupo A e Grupo B, independentemente do tipo de esmalte bovino utilizado (esmalte 
irradiado e não irradiado. Resultados apresentados como média ± erro padrão. 
 
Viabilidade celular (%) 
Tratamentos Grupo A Grupo B 
CTR 100,00 ± 0,00 100,00 ± 0,00 
SA 107,75 ± 6,89 79,04 ± 7,58 
SA+Cane 100,38 ± 6,96 87,61 ± 5,35 
SA+Hb 109,04 ± 9,43 92,53 ± 8,33 
SA+Cane+Hb 108,32 ± 5,99 69,06 ± 5,86 
BTN 86,17 ± 3,17 75,19 ± 5,15 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Gráfico 1 Porcentagem (%) de redução na viabilidade celular do biofilme 
microcosmo pelo método da resazurina para Grupo A (Biofilme de 
participantes saudáveis) e Grupo B (Biofilme de participantes com CCP, 
submetidos à radioterapia), após tratamento com as diferentes 
formulações experimentais: água (CTR), apenas constituintes inorgânicos 
(SA), SA + CaneCPI-5 0,1 mg/mL (SA+Cane), SA + Hemoglobina 1,0 
mg/mL (SA+Hb), SA + CaneCPI-5 0,1 mg/mL + Hemoglobina 1,0 mg/mL 
(SA+Cane+Hb) ou formulação comercial Biotène® (BTN), 
independentemente do tipo de esmalte bovino utilizado (esmalte irradiado 
e não irradiado). Resultados apresentados como média ± erro padrão. 
Letras minúsculas distintas indicam diferença significativa entre os 
diferentes tratamentos.  

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 

 

5 DISCUSSÃO E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O presente estudo aborda um assunto de importância expressiva, visto que o 

número de pessoas diagnosticadas com CCP mostra-se crescente. O tratamento por 

radioterapia fragiliza a estrutura dentaria e prejudica o funcionamento normal das 

glândulas salivares, resultando em complicações secundárias graves como a 

hipossalivação. Como consequência, o desenvolvimento de cárie nesses pacientes 

é frequente, com progressão rápida e severa mesmo após a radioterapia. Devido à 

falta de substitutos salivares que tenham efeito comprovado sobre a cárie, estudos 

como esse são importantes já que visam compreender os mecanismos de ação e a 

eficácia de potenciais formulações sobre o biofilme dentário e a estrutura dentária.  

Apesar de estudos na literatura evidenciarem que a radiação proveniente da 

radioterapia causa alterações estruturais no esmalte dentário (Gonçalves et al., 
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2014; Reed et al., 2015; De Barros da Cunha et al., 2017), o esmalte irradiado não 

se mostrou um fator determinante para a análise da viabilidade pelo método da 

resazurina, evidenciando que para esse tipo de avaliação não se faz necessária a 

utilização deste tipo de esmalte. Porém, vale ressaltar que as diferenças entre os 

tipos de esmalte podem afetar outras análises como a microradiografia transversal 

(TMR) que é utilizada para avaliar a desmineralização de estrutura dentária.  

Com relação a ação do BTN, em ambos os grupos, mesmo com a remoção 

das enzimas antimicrobianas pela empresa responsável ele ainda conseguiu causar 

redução significativa na viabilidade celular. Ainda não existem trabalhos que 

abordem a ação da nova formulação do BTN na viabilidade celular do biofilme, 

porém há relatos de que a exposição prolongada ao hidratante bucal tende a ser 

citotóxica para a estrutura celular de queratinócitos e fibroblastos em estudos in vitro 

com cultura celular (Yamada et al., 2020). 

Múltiplos trabalhos veem reportando diferenças na composição da microbiota 

de indivíduos com câncer oral quando comparado com indivíduos controle saudáveis 

(Mager et al., 2005; Gong et al., 2013; Schmidt et al., 2014; Healy e Moran, 2019).  

Em concordância com a literatura, pode-se notar uma diferença significativa no 

desenvolvimento do biofilme coletado de participantes saudáveis e participantes com 

CCP, submetidos a radioterapia, sendo o segundo grupo mais suscetível a ação dos 

tratamentos aplicados, ressaltando a importância da utilização do inóculo de biofilme 

desse grupo de pacientes em estudos que pretendem avaliar efetividade de 

substitutos salivares para esses indivíduos.  

Como já mencionado, a ação dos tratamentos foi distinta em cada um dos 

grupos. Para o grupo A, nenhum dos tratamentos promoveu alterações significativas 

na viabilidade celular do biofilme em relação ao controle. 

Para o grupo B, os tratamentos SA+Cane+Hb e BTN reduziram 

significativamente a viabilidade celular em relação ao controle. A sinergia entre as 

proteínas CaneCPI-5 e hemoglobina se mostra eficaz para o parâmetro avaliado, o 

que não ocorre em sua ação individual, sendo potenciais candidatas para a inserção 

em formulações de saliva artificial para indivíduos com CCP.  

Em suma, os resultados se mostraram promissores para a utilização de 

CaneCPI-5 e hemoglobina em salivas artificiais para indivíduos com CCP visto que 

foi capaz de reduzir a viabilidade celular do biofilme oriundo destes pacientes. Ainda 

é necessária a avaliação da ação destes compostos em outros aspectos de 
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importância, como a análise do perfil microbiano do biofilme microcosmo através da 

contagem das Unidades Formadoras de Colônias (UFC) e a avaliação da 

desmineralização através da microradiografia transversal (TMR), estudos esses em 

andamento pelo grupo de pesquisa da Bioquímica FOB/USP. Já os resultados 

secundários demonstraram que para a análise de viabilidade celular pelo método da 

resazurina é desnecessária a utilização de esmalte irradiado, facilitando o preparo 

de amostras para estudos com este tipo de análise. Também se observou que a 

fórmula comercial Biotène® apesar de não possuir enzimas antimicrobianas ainda 

apresenta capacidade de reduzir a viabilidade das células testadas sendo ainda 

necessários novos trabalhos para compreender a ação da nova fórmula em estudos 

in vitro. 
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ANEXO B: PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA: EMENDA DE ALTERAÇÃO NA 
METODOLOGIA, OBJETIVOS E TCLE 
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