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RESUMO

Na odontologia, diversas doengcas como a cérie e erosdo dentaria tém sido
estudadas. Recentemente, uma nova cistatina derivada da cana-de-acgulcar
(CaneCPI-5) foi produzida em sistema de expressdo heterdloga e demonstrou uma
alta capacidade de ligagdo ao esmalte, protegendo contra a eroséo dentéria in vitro.
Entretanto, o efeito protetor da CaneCPI-5 contra a carie dentaria, causada por
acidos produzidos por microrganismos estruturalmente organizados em um biofilme,
em decorréncia do consumo de acUcares, nunca foi estudado. O objetivo deste
trabalho sera avaliar o efeito de diferentes concentragbes da CaneCPI-5 sobre a
viabilidade de um biofilme microcosmo e na prevencdo da desmineralizagdo do
esmalte. Para a formacdo do biofilme microcosmo, sera coletada a saliva de 10
individuos saudéaveis, que ndo tenham escovado os dentes nas ultimas 24h e que
ndo tenham bebido liquidos ou ingerido alimentos nas Ultimas 2h. A saliva serd
diluida (70% saliva e 30% glicerol), e posteriormente misturada a saliva artificial de
McBain (1:50) para formagéo do biofilme cariogénico. Amostras (4 mm x 4 mm) de
esmalte bovinos (n= 48) serdo preparadas para a formagao do biofilme microcosmo
por 5 dias, o qual serd tratado diariamente (1x60s/dia) com as concentra¢cfes de
CaneCPI-5 0,1 ou 1,0 mg/ml, clorexidina 0,12% (controle positivo), ou PBS (controle
negativo). No Ensaio 1, as bactérias vivas e mortas no biofilme serdo evidenciadas
por fluorescéncia com microscopio confocal. No Ensaio 2, a desmineralizacdo
provocada pelo biofilme nas condicbes estudadas ser4d mensurada por
microradiografia transversal. Os dados serdo submetidos & andlise estatistica

apropriada (teste paramétrico ou ndo parametrico, p<0,05).

Palavras-chave: Agentes antimicrobianos; biofilme dentario; CaneCPI-5; carie

dentaria.



ABSTRACT

Evaluation of effect of a new cystatin derived from sugarcane on the viability of
microcosm biofilm and on enamel demineralization prevention in dentistry, various
diseases such as caries and tooth erosion have been studied. Recently, a new
cystatin derived from sugarcane (CaneCPI-5) was produced in a heterologous
expression system and was shown to strongly bind to enamel, protecting against
tooth erosion in vitro. However, the protective effect of CaneCPI-5 against dental
caries, caused by acids produced by bacteria organized in a biofilm, after sugar
consumption, has never been evaluated. The objective of this study is to evaluate the
effect of different concentrations of CaneCPI-5) on the viability of a microcosm biofilm
as well as on the prevention of enamel demineralization. For the formation of a
microcosm biofilm, saliva will be collected from 10 healthy subjects, who have not
brushed their teeth in the last 24 hours and have not ingested food or drinking liquids
in the last 2 hours. Saliva will be diluted (70% saliva and 30% glycerol) and further
mixed to McBain saliva (1:50) for the formation of a cariogenic biofilm. Bovine enamel
samples (4 mm x 4 mm) (n=48), will be prepared for the formation of a microcosm
biofilm for 5 days, which will be treated daily (1x60s/day), with two concentrations of
CaneCPI-5 (0.1 or 1.0 mg/ml), 0.12% chlorhexidine (positive control) or PBS
(negative control). In Step 1, live and dead bacteria in the biofilm will be evidenced by
fluorescence using confocal microscope. In Step 2, the demineralization caused by
the biofilm in the studied conditions will be measured by transverse
microradiography. The data will be subjected to appropriate statistical (parametric or

non-parametric test, p <0.05).

Key-words: Antimicrobial agent; dental biofilm; CaneCPI-5; dental caries.



LISTA DE ILUSTRAGCOES

FIGURAS

Figura 1: Gréfico de bactérias vivas € MOrtas ...........ccccceeeeiieeiiiieeiiiiii e 22

TABELAS

Tabela 1: Média e d.P. da porcentagem de bactérias vivas e mortas apds o0s
tratamentos e formagao do biofilme por 5 dias ... 23

Tabela 2: Perda mineral e profundidade da les&o do esmalte bovino sob tratamento
com diferentes solugdes no biofilme microcosmo formado em 5 dias................ 23



SUMARIO

1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA ..ottt 12
2. OBUIETIVOS ..o e 16
2.1 OBJIETIVOS ESPECIFICOS ... cetuitieeeieeieete et e et e e e e e e e te e et e e e e e re e e et e et e eaeeennns 16
3. METODOLOGIA ..o e e et e e e eea s 17
3.1 EXPRESSAO HETEROLOGA DA CANECPI-5. ..o 17
3.2 PREPARO DAS AMOSTRAS DE ESMALTE E GRUPOS DE TRATAMENTO .....cccvuvevvenneenn. 18
3.3 FORMACAO DO BIOFILME MICROCOSMO E TRATAMENTO ....ccvuiiiieiiieeeeeeeieeeeeeeneeene 19
Bid  ENSAIDS .oeiiiiite e e et e et aaaas 20
3.4.1 Ensaio 1: Analise da viabilidade do biofilme por microscopia confocal ............ 20
3.4.2 Ensaio 2: Analise da desmineraliza¢@o por microradiografia transversal......... 21
B D ANALISE ESTATISTICA ittt e et ettt et e e et e e e e et e e e e e e e et e e ea e eaaeeaaeeenaeeans 22
4 RESULTADOS. ...ttt e e e e e e et e e e e e et e e eeaas 22
5. DISCUSSAO E CONSIDERAGCOES FINAIS........cooieeieeieeee e 24

REFERENCIAS ..ottt ettt e e e e e et e e e e et e e e e e e e enens 26



12

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A carie dentéria € uma doenca multifatorial, que acomete a estrutura
dentaria (esmalte e dentina), causada pela presenca de microrganismos
estruturalmente organizados em um biofilme. Estes microrganismos podem ser
classificados como acidogénicos e acido tolerantes (Streptococcus mutans, S.
sobrinus e Lactobacillus casei), que alteram o pH do biofiilme a partir do
metabolismo da sacarose, oriunda da dieta, causando a desmineralizacdo da

estrutura dentaria.

No Brasil, a maior incidéncia da carie dentaria esta nas regides Norte e
Nordeste, apesar de todos os programas voltados & prevencdo e promocao a
saude bucal. A prevaléncia da cérie dentdria esta associada a fatores
socioecon6micos, sendo mais suscetiveis aqueles individuos com baixo acesso a

educacdo e com higiene bucal precaria.

De acordo com o Ultimo levantamento epidemiolégico de saude bucal
realizado no Brasil, percebemos que houve um declinio na prevaléncia das lesées
de cérie, devido ao uso de fluoreto e programas educativos. Segundo os dados do
levantamento de 2010 no Brasil, a doenga encontra-se polarizada, concentrando
as piores condi¢cdes em populagdes desfavorecidas. Segundo os dados 46,6% das
criancas aos 5 anos de idade estdo livres de cérie, 43,5% aos 12 anos, 23,9%
entre 15 anos a 19 anos e 0,9% entre 35 a 44 anos. Apesar da prevaléncia e
severidade terem diminuido ao longo dos anos, a céarie dentaria interfere

negativamente na qualidade de vida do paciente.

Como j& descrito anteriormente um dos principais fatores associados a carie
dentaria é o acumulo de biofilme devido & ma higienizacdo. O biofilme dentario é
formado por uma comunidade de microrganismos que Se agrupam
tridimensionalmente por coadeséo sobre a superficie da estrutura dentaria, sendo
0S principais microrganismos cariogénicos Streptococcus mutans, Lactobacillus,
bifidobactérias e fungos. Streptococcus mutans, além de produzirem &cidos,

produzem polissacarideos extracelulares insollUveis a partir da sacarose na matriz
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funcional, tendo assim maior eficiéncia metabdlica e protecdo contra o0s

mecanismos de defesa do hospedeiro, aumentando a sua viruléncia.

A primeira cistatina de cana-de-agucar produzida em sistema de expressao
heter6loga foi denominada Canacistatina (CaneCPI-1). Esta proteina apresentou
atividade inibitoria contra cisteino peptidases, inclusive catepsinas humanas. Além
da CaneCPI-1, outras 5 cistatinas de cana-de-acucar foram produzidas de forma
recombinante e estudadas quanto a sua atividade inibitoria. A proteina CaneCPI-4
apresentou expressiva atividade inibitéria contra catepsinas humanas B e L.
Recentemente foram identificadas e caracterizadas duas novas cistatinas da cana-
de- agucar: CaneCPI-5 e CaneCPI-6. A cistatina CaneCPI-5 mostrou atividades
muito semelhantes aquelas da CaneCPI-4, sendo capaz de inibir eficientemente um
grande numero de cisteino peptidases, incluindo a Catepsina B, que se apresenta
resistente & inibicdo por cistatinas. Por outro lado, mostrou-se bem mais soluvel
quando produzida em sistema de expressao bacteriano, o que facilita a sua
producéo e purificacdo. Desta forma, por acumular estas caracteristicas desejaveis,
serd a escolhida para ser testada no presente projeto, na tentativa de proteger a
carie dentaria. Devido a homologia existente entre cistatinas de plantas e animais e
ao baixo custo de producdo das cistatinas de plantas, as mesmas podem ser
excelentes alternativas para inser¢cdo em produtos odontolégicos visando a
prevencdo da cérie e erosdo dentéria. Um experimento recentemente concluido
pelo nosso grupo de pesquisa avaliou efeito da modificacdo da pelicula adquirida
pela incorporagdo da canacistatina CaneCPI-5 na protecdo do esmalte contra a
erosdo inicial in vitro. No terceiro dia, todos os tratamentos com cistatinas
(54,4+8,6, 55,5+10,7 e 53,1+9,3% para cistatina B, CaneCPI-5 e CaneCPI-5
aplicada antes da formagdo da pelicula) reduziram significativamente a (surface
hardness change / alteracdo da dureza superficial - %SHC) em comparagéo ao
controle. Em adicédo, o tratamento com a CaneCPI-5 antes da formacao da pelicula
reduziu significativamente - %SHC em comparagdo a combinacdo mucina/caseina
(64,419,4%). Convém ressaltar que as concentracdes de cistatina B e de CaneCPI-
5 empregadas no presente estudo foram determinadas, na verdade pela
disponibilidade que tinhamos de cistatina B no nosso laboratorio. Por ser este um

reagente muito caro (R$ 3000,00 o frasco com 50 pg), ao adquirirmos 50 pg da
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proteina a concentracdo maxima que conseguimos utilizar para tratar os 15
espécimes do grupo foi de 0,025 pg/pL. Assim, utilizamos a mesma concentragdo
de CaneCPI-5 no experimento, para que pudéssemos ter uma comparacao
fidedigna. Recentemente, avaliamos o efeito de concentragbes crescentes de
CaneCPI-5 (entre 0,025 e 1,0 pg/pL) em solugéo na protegéo contra a erosao inicial
in vitro. No primeiro dia de avaliagéo, as concentracdes de 0,1 e 1,0 pg/pL inibiram
completamente a erosdo inicial, mas a diferenca entre as mesmas né&o foi
significativa, o que indica que a melhor concentragdo a ser empregada de
CaneCPI-5 em solugéo, para prevencao da eroséo inicial, é 0,1 pg/uL. Em um outro
estudo realizado em colaboracdo com o Prof. John Michael Edwardson, da
Universidade de Cambridge, a CaneCPI-5 na concentracdo de 0,086 pg/pL foi
acoplada a pontas de nitrido de silicone de um microscépio de for¢a atdbmica (AFM)
atraves de um ligante de polietilenoglicol flexivel, sendo feitas medicdes de forga de
interagdo com o esmalte bovino. A forga medida para a pg/pL foi de 0,933+0,108
nN, cerca de 6 vezes maior (significativo) em relacéo ao controle (0,177+0,031 nN).
As forgas obtidas para mucina e caseina ndo diferiram do controle. Também foram
feitas imagens topogréaficas de amostras de esmalte recobertas com mucina 2,7
pg/ul, caseina 10 pg/ul e CaneCPI-5 0,086 pg/ul, antes e apos incubagcdo com
acido citrico (0,65%, pH 3,4 por 1 min). Apenas a CaneCPI-5 protegeu o esmalte

contra o dano induzido pelo acido citrico.

Estes resultados deixam claro o grande potencial da CaneCPIl-5 em
prevenir a erosdo dentéria pela sua capacidade de interagdo com o esmalte
dentario. Trata-se ainda de uma proteina de baixo custo de producdo e alta
estabilidade, o que a torna ideal para inclusdo em produtos odontol6gicos,
inclusive voltados para a prevencdo da carie dentaria. Nosso grupo de pesquisa
estq terminando a redagdo de um pedido de patente intitulado “Cistatinas
recombinantes da cana-de-agucar (CaneCPI-5) e sua aplicag@o para a diminuigdo
da erosdo dentaria”, que sera brevemente submetido ao INPI, tendo como titulares
a Universidade Federal de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo e a
Universidade de Cambridge. Entretanto, antes que novos produtos sejam
desenvolvidos para insercdo no mercado sdo necessarios mais estudos, em
especial testando o efeito protetor da CaneCPI-5 sobre a viabilidade de biofilme

microcosmo e a prevencdo da desmineralizacdo do esmalte, ja& que um estudo
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prévio do nosso grupo de pesquisa mostrou que a concentracdo de cistatina B foi
aumentada cerca de 13 vezes na pelicula adquirida do esmalte in vivo apdés um
bochecho com acido latico, o que sugere que a cistatina é capaz de proteger o
esmalte contra acidos bacterianos. Em adicdo, devido ao fato de inibir cisteino
peptidases, incluindo a catepsina B, é provavel que a CaneCPI-5 apresente

propriedades antimicrobianas.

Dentre os modelos laboratoriais para a realizacdo dos testes in vitro, o
biofilme microcosmo é o que mais se aproxima da situagdo clinica. O modelo de
biofilme microcosmo tenta mimetizar o ambiente bucal, reproduzindo as condi¢des
de

um biofilme supragengival que pode ser cariogénico uma vez exposto a
sacarose. O modelo de biofilme microcosmo possibilita comunidades microbianas
complexas e heterogéneas a partir da saliva humana, com a vantagem de ser
produzido em um ambiente controlado. Os microcosmos formados in vitro incluem
aproximadamente 60% das espécies provenientes do inoculo original, sendo que a
sua composicdo pode ser alterada de acordo com a quantidade de sacarose

fornecida e as condi¢des de crescimento.

Portanto, o presente projeto visa comparar diferentes concentragdes da
solugdo CaneCPI-5 utilizando um modelo de biofilme microcosmo, o qual € mais
semelhante ao biofilme desenvolvido in vivo, em relagdo as alteracbes de
viabilidade, assim como avaliar o impacto destas solugdes sobre o

desenvolvimento da céarie dentéria (desfecho mais importante) in vitro.

Assim, torna-se de grande interesse avaliar o efeito da CaneCPI-5 na
protecdo contra a cérie dentaria, pela sua possivel capacidade antimicrobiana e de

protecdo do esmalte e dentina contra acido bacterianos.



16

2. OBJETIVOS

Comparar o efeito antimicrobiano e anticariogénico de duas concentragdes da
CaneCPI-5 na viabilidade microbiana e na prevengdo da desmineralizagdo do

esmalte bovino utilizando um modelo de biofilme microcosmo.

2.1 Objetivos especificos

e Comparar a porcentagem de bactérias vivas e mortas presentes no biofilme entre
os tratamentos, por fluorescéncia utilizando microscépio confocal,

e Comparar a desmineralizagdo do esmalte (perda mineral e profundidade da
leséo) provocada pelo biofilme microcosmo submetido aos tratamentos por

microradiografia transversal.
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3. METODOLOGIA

Coleta da saliva e critérios de inclusédo dos participantes

Primeiramente o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos — CEP/FOB-USP, CAAE: 86780918.5.0000.5417. Os participantes
da pesquisa foram selecionados de acordo com critérios de inclusédo e excluséo e,
concordando em participar, oS mesmos leram a carta de informacéo e assinaram o

termo de consentimento livre e esclarecido.

A saliva de 10 individuos saudaveis, estudantes do curso de Pés-graduacao
em Ciéncias Odontologicas Aplicadas, area de Estomatologia e Biologia Oral, da
Faculdade de Odontologia de Bauru (22-35 anos de idade) foi coletada. Os
doadores deveriam apresentar os seguintes critérios de inclusdo: 1) fluxo salivar
adequado (estimulado > 1 mL/min e ndo estimulado > 0,3 mL/min), 2) histérico de
lesbes cariosas mas ndo céarie ativos (com lesBes de mancha branca ativa ou
lesbes cavitadas), 3) sem sinais de gengivite/periodontite (presenca de
sangramento e mobilidade dentéria) e 4) ndo terem ingerido antibiéticos nos ultimos
3 meses. Os critérios de excluséo incluiam as condi¢cdes opostas as apresentadas
acima, assim como individuos com doencas sistémicas cronicas, fumantes,

gestantes e lactantes.

No dia da coleta, os participantes ndo escovaram os dentes por 24 h e nédo
ingeriram comidas e liquidos nas 2 h anteriores a coleta de saliva estimulada
realizada por mastigacao de borracha. A coleta da saliva foi realizada sob imerséo
em gelo, as 9h, por 10 min, individualmente, em um ambiente refrigerado. O
volume de saliva total foi diluido em glicerol (70% saliva e 30% glicerol). Aliquotas
de 1 ml foram armazenadas a

-80°C para uso subsequente (Pratten et al., 2003).

3.1 Expresséo heterologa da CaneCPI-5
A expressdo heterdloga da CaneCPI-5 foi realizada sob a coordenacdo do
Prof. Flavio Henrique Silva, na UFSCAR. Foi utilizada uma cepa bacteriana E. coli
Rosetta (DE3), transformada com o plasmideo pET28aCaneCPI-5. A proteina
expressa foipurificada da fragdo soltvel de culturas bacterianas induzidas por IPTG

(Isopropil-beta- D-Thiogalactosidio), submetidas a centrifugagdo e sonicagéo. A
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purificagéo foi feita por cromatografia de afinidade, utilizando colunas contendo

resina de niquel Ni-NTA Superflow (Qiagen), conforme descrito previamente.

3.2 Preparo das amostras de esmalte e grupos de tratamento

Sessenta amostras de esmalte bovino (4 mm x 4 mm) foram preparadas.
Previamente ao preparo, os dentes bovinos passaram por um processo de triagem e
limpeza (remocéo de tecido mole) para posterior inicio do corte. Para tal, foi feita a
separagdo das porgOes radicular e coronéria. O dente integro, foi colado em placa
acrilica com godiva termoativa (Kerr Corporation, Orange, CA, EUA) e adaptada em
maquina de corte de precisdo ISOMET Low Speed Saw (Buehler Ltd., Lake BIuff, IL,
EUA), com o auxilio de disco diamantado (Extec Diamont Wafering Blade, Enfield,
CT, EUA) foi feito um corte na regido amelocementéria, assim separando a porc¢éo

radicular da porg&o coronaria.

ApoOs a separacado, cada espécime (esmalte bovino) foi colado em placas
contendo godiva e foi feita sua secc¢éo. Para isso, foi utilizado espag¢ador contendo
4 mm de espessura e dois discos diamantados. Apos ter feito o corte em sentido
longitudinal, o dente enté&o foi reposicionado e feito seu corte no sentido horizontal.
Vale lembrar que este corte em velocidade baixa tinha seu aumento de temperatura
constantemente controlado pela imersdo em 4gua deionizada (a fim de se evitar o

aquecimento do espécime).

As amostras 4 mm x 4 mm foram polidas com lixas de granulagdo 320
(Extec, EUA) para planificagdo da dentina e obtencdo de amostras com 2,5 - 3,0
mm de espessura, e com lixas de granulagdo 600 (Extec, EUA) por 30 s, para
remocédo das ranhuras do esmalte e padronizacdo da rugosidade, utilizando uma

politriz metalogréfica (Arotec, Brasil) .

A média de desgaste do esmalte pelo polimento foi de 0,29+0,12 mm.
A rugosidade aritmética do esmalte foi aferida utilizando o perfilbmetro de contato
(Marh, Alemanha) e o software Marh Surf XCR20, para a selegédo e alocacao das
amostras nos grupos experimentais, de forma que todos os grupos tivessem
amostras com condig¢@es iniciais similares (média de Ra: 0,170+0,065 pym). Foram

excluidas as amostras com média de Ra inferior a 0,100 e superior a 0,300 ym ou
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com manchas brancas. Na sequéncia, 2/3 da superficie das amostras foram
protegidos com esmalte cosmético de unha para obtencdo de &reas controle
(higidas).

As amostras foram esterilizadas por exposi¢do ao gas 6xido de etileno por 4
horas sob pressdo de 0,5 + 0,1 Kgflcm? ao inicio de cada experimento (Acecil
Central de Esterilizacdo COM. IND. LTDA - Campinas /SP). As amostras (total: 48
amostras) foram entdo divididas em 4 grupos de acordo com a média de
rugosidade aritmética: 1) CaneCPI-5 0,1 mg/ml; 2) CaneCPI-5 1,0 mg/ml; 3)

Clorexidina 0,12% (controle positivo); 4) PBS (controle negativo).

3.3 Formagéo do Biofilme microcosmo e Tratamento

O estoque de saliva humana-glicerol (inoculo) foi diluido em saliva artificial
McBain (2009): mucina - tipo Il gastrica de porco 2,5 g/L; peptona bacterioldgica 2,0
g/L; triptona 2,0 g/L; extrato de levedura 1,0 g/L; NaCl 0,35 g/L, KCI 0,2 g/L; CaCl,
0,2 g/L; cloreto de cisteina 0,1 g/L; haemina 0,001 g/L; vitamina K1 0,0002 g/L, pH
7, na propor¢cdo de 1:50 (in6culo:saliva Mc Bain). Foram utilizadas placas de 24
pocos contendo 20 amostras de esmalte bovino por ensaio (n=4 pogos/grupo,
triplicata biolégica). Cada poco contendo as amostras de esmalte foi preenchido
com 1,5 mL de inoculo + saliva Mc Bain e a placa incubada a 5% de CO,, a 37°C
por 8 h. Somente no primeiro dia do processo de formagao do biofilme utilizou-se o
inoculo. As outras trocas do meio somente envolveram a saliva artificial de McBain

gue foi entdo suplementada com sacarose a 0,2%.

Ap6s as 8 h iniciais, o meio foi removido, as amostras foram lavadas com
PBS por 5 s e receberam 1,5 mL de meio fresco (saliva artificial de McBain
suplementada com sacarose a 0,2%), e foram incubadas a 5% de CO,, 37°C por
16h, completando as 24 h iniciais. A cada 24 h, o meio foi trocado até completar 5
dias de cultivo.

A partir do 2° dia, antes da troca do meio, o biofilme foi lavado com PBS por
5 s e entdo tratado com 0s enxaguatérios bucais, uma vez ao dia. Para tal, as
amostras foram expostas a 1 mL de cada tratamento por 60 s. Na sequéncia, a

solucédo foi removida e a amostra gentilmente lavada com PBS por 5 s. Na
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sequéncia, meio fresco foi adicionado ao pogo. A imagem 6 explica a sequéncia

dos procedimentos de cultivo e tratamento.

3.4 Ensaios

3.4.1 Ensaio 1: Analise da viabilidade do biofilme por microscopia confocal

Primeiramente realizou-se o preparo do corante em fluxo laminar, utilizando
o Kit L7007 LIVE/DEAD. Com o auxilio de uma micropipeta foi retirado 1 pL de
cada eppendorf (A e B) do kit e entdo adicionado a outro eppendorf com 1 mL de

PBS, sob agitacdo em vortex.

As bactérias presentes no biofilme foram lavadas com 1 mL de PBS por 5 s
para a retirada das bactérias pouco aderidas ao biofilme. Apos a retirada do PBS,
as amostras foram coradas durante 15 min com 10 pL do corante diluido em PBS

por pogo sob auséncia de luz.

As imagens foram capturadas utilizando o programa Leica Application Suite-
Advanced Fluorescence acoplado ao Microscopio Confocal de Varredura a Laser
Leica TCS SPE (LAS AF, Leica Mannheim, Alemanha). O microscopico percorreu a
amostra verticalmente, a cada 1 pm de espessura, mostrando imagens das
bactérias vivas (em verde) e mortas (em vermelhas) em cada leitura, em um total

de trés leituras para cada amostra.

As imagens foram superpostas utilizando o software biolmageL 2.0, que
propicia avaliacdo da espessura e distribuicdo do biofilme assim como da
propor¢cdo de bactérias vivas e mortas (%). Os dados de cada campo foram
tabulados em planilha do excel e as médias de cada amostra por grupo foram

obtidas.

O experimento foi realizado em triplicata bioldégica contendo em cada
experimento um n=3 por grupo. Os dados (% bactérias vivas e % bactérias mortas)
foram estatisticamente analisados utilizando o Graph Pad Software (San Diego,
USA). Apés a verificacdo da homogeneidade (Bartlett) e normalidade (Kolmogorov
& Smirnov) optou-se pela comparagéo entre os grupos utilizando ANOVA seguida

do teste Tukey-Kramer. O nivel de significancia adotado foi de 5% (n=9).
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3.4.2 Ensaio 2: Analise da desmineralizag@o por microradiografia transversal TMR

As amostras de esmalte e dentina oriundas do ensaio de viabilidade foram
cortadas longitudinalmente para analise da desmineralizacdo por microradiografia
transversal (TMR). Metade da amostra foi adicionalmente seccionada
longitudinalmente no centro da superficie, por meio de um aparelho de corte de
precisédo (Buehler, EUA), e polida manualmente com lixas de granulagéo 600 e 1200
(Extec, EUA), possibilitando a obtenc@o de varios fragmentos com a espessura
apropriada para a andlise (aproximadamente 100 um para esmalte). Este corte
possibilitou a obtencdo de espécimes com as &reas protegidas (higida) e
desmineralizada pelo biofilme.

As amostras foram coladas com fita adesiva no porta-amostra, contendo o
padrdo de aluminio com diferentes espessuras, o qual gera diferentes gradacdes de
cinza (“stepwedge”). O porta amostra foi inserido no cassete, juntamente a placa de
vidro em ambiente escuro, sendo 0 cassete envolvido em um saco preto e inserido
dentro do gerador de raio X (Softex, Japédo). Dessa forma, a placa de vidro foi
sensibilizada pelo raio-x (20 kV e 20 mA) por 13 minutos. Apds cada exposi¢éo, a
placa de vidro foi revelada, fixada em ambiente escuro a 20°C e lavada.

A andlise da imagem foi realizada utilizando microscopio (Zeiss, Alemanha) com
camera CCD (Canon, Jap&o) e acessorios acoplado a um computador com software
2012 para captura e 2006 para a andlise (Inspektor Research System bv, Holanda).
A perda mineral (AZ) e profundidade da lesdo (um) foram calculadas a partir de
valores de cinza de microradiografias padrdo usando a féormula de Angmar et al.
1963.

O AZ (%vol.um) é o produto da diferenca entre a porcentagem de volume mineral
do esmalte sadio (87%) ou dentina sadia (50%) e porcentagem de volume mineral
do esmalte ou dentina desmineralizados e a profundidade da lesdo (um). A
profundidade da leséo é definida pela distancia da superficie (Id, 0% vol min) até a
profundidade em que esmalte ou dentina apresenta um conteddo mineral igual ou
maior que 95% do contetdo mineral do esmalte ou dentina higidos (um) (Arends and
Bosch, 1992). Os dados de cada amostra foram tabulados em planilha do Excel e

as médias de duas imagens de cada grupo foram obtidas
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3.5 Analise estatistica
Os dados referentes a perda mineral integrada (%vol min.um) e profundidade de

lesdo (um) (Ensaio 2) foram tabulados e submetidos a analise estatistica utilizando
programas Graph Pad Software (San Diego, EUA). Verificou-se se os dados
apresentam distribuicdo normal e se eram homogéneos (teste de Kolmogorov e
Smirnov/ teste de Bartlett, respectivamente). Apés esta verificacdo foi aplicado o
teste estatistico mais adequado (Kruskal-Wallis/Dunnn). O nivel de significancia

adotado em todos os testes foi de 5%.
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4 RESULTADOS

Viabilidade do biofilme

Todas as solugdes de tratamento, exceto 0,1 mg / mL CaneCPI-5, tiveram um
desempenho igual e foram capazes de reduzir significativamente o namero de
bactérias vivas e aumentar o niUmero de bactérias mortas em comparagdo com o
controle negativo (PBS) (Fig.1). Além disso, CaneCPI-5 a 0,1 mg / mL nao diferiu
significativamente de CaneCPI-5 de 1,0 mg / mL e clorexidina 0,12% (Fig. 1).

Figura 1: Gréafico comparativo entre os tratamentos em relacao ao nimero de bactérias vivas e mortas

100-

I Live bacteria
@ Dead bacteria

% of Live and Dead bacteria

Tabela 1: Média e d.P. da porcentagem de bactérias vivas e mortas ap0s os tratamentos e formacao
do biofilme por 5 dias

Tratamentos % Bactérias vivas % Bactérias mortas
PBS (controle 53.10+21.64 46.90+21.64
negativo)

34.57+19.30 65.62+19.64

CaneCPI-5 0,1 mg/mi
17.97+9.4 82.37+10.01

CaneCPI-5 1,0 mg/mi
o 28.99+18.29 73.13+15.07

Clorexidina 0,12%




Microrradiografia transversal (TMR)
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Com relagd@o a perda mineral, apenas a clorexidina 0,12% teve desempenho

significativamente melhor do que o PBS, mas néo diferiu significativamente da Cane-

CPI-50,1 mg/ mL.

Tabela 2: Perda mineral e profundidade da lesdo do esmalte bovino sob tratamento com diferentes
solucdes no biofilme microcosmo formado em 5 dias.

Treatments

AZ (%vol.um)

Lesion depth (um)

PBS

8030 (7213-9115)°

166 (135-240)°

0.12% Chlorhexidine

2610 (1683-4343)

78 (64-101)°

0.1 mg/mL CaneCPI-5

7850 (5718-8668)*

158 (124-185)°

1.0 mg/mL CaneCPI-5

8100 (7435-9108)°

149 (124-198)°

Para cada variavel, as médias seguidas de letras distintas séo significativamente diferentes (teste de
Kruskall-Wallis e Dunns, p <0,05). n =12
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5. DISCUSSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Com a alta prevaléncia das lesbes de carie, varios estudos tém sido
realizados para promover o controle da progressdo da doenga. Assim, esse
trabalhou buscou alternativas viaveis de aplicacdo de agentes preventivos da
progressdo da doenga carie. Diante disso, foi utilizado como tratamento um novo

conceito, utilizando uma proteina deriva da cana-de-agucar.

Com os resultados obtidos foi possivel observar através das imagens obtidas
de um campo do biofilme microcosmo submetido aos diferentes tratamentos
utilizando microscopia confocal, que o grupo contendo a proteina derivada da cana-
de-acucar (CaneCPI-5) na concentragdo de 1,0 mg/ml apresentou um efeito
antimicrobiano (reduzindo o nimero de bactéria vivas), quando comparado ao nosso
grupo controle (PBS). Porém, este mesmo efeito nédo foi tdo expresso para o0 grupo

da (CaneCPI-5) na concentragéo de 0,1 mg/ml.

Além da CaneCPI-5, o grupo contendo Clorexidina 0,12% também foi capaz
de reduzir o numero de bactérias vivas e aumentar o nimero de bactérias mortas em
comparacdo ao PBS (p<0,0001). Em adigcdo, a clorexidina € considerada como
grande importancia a alternativa mais utilizada na prevencdo de lesbes cariosas,
pois estes compostos tem a capacidade de interferir no equilibrio dinAmico da
dés/remineralizagédo. (Tagomori, Morioka 1989; May et al., 2013). Um estudo de
Fernandez Y Mostajo e colaboradores, avaliou o efeito do enxaguatoério Perioaid®,
contendo clorexidina 0,12% sobre o biofilme microcosmo formado a partir de saliva
com placa dentaria. Os resultados mostraram que a clorexidina reduziu

significativamente a quantidade de espécies microbianas ap6s contagem da UFC/ml.

Por outro lado, a anélise da desmineralizagdo por microradiografia transversal
(TMR) permitiu avaliar a progresséo da cérie, pois esta técnica tem a capacidade de
medir a perda mineral integrada, bem como a profundidade da lesé@o, além de ser

possivel a visualizacdo da area degradada (Saloméo et al., 2016).

Entretanto, diante dos nossos resultados obtidos das analises por TMR,
utilizando os mesmos blocos que foram avaliados nas analises por microscopia
confocal, obtivemos um resultado diferente, quando comparado com as andlises da

microscopia. Apenas o0 grupo da clorexidina a 0,12% apresentou um resultado
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significativamente melhor que o grupo do PBS, mas a clorexidina 0,12% né&o diferiu
significativamente do grupo da Cane-CPI-5 0,1 mg/mL.

Acreditamos que o0s grupos experimentais (Cane-CPI-5) ndo apresentaram
um resultado significativo devido o tempo prolongado de exposicdo dos espécimes
(esmalte bovino) sobre as bactérias cariogénicas presente na saliva aplicada durante
o periodo experimental (5 dias). Ja que foi nitidamente observado a cavita¢cdo na
maioria dos blocos pela TMR. Assim, por se tratar de um estudo pioneiro,
envolvendo proteinas recombinantes (Cane-CPI-5), este projeto foi essencial para
servir de base para os futuros projetos que seréo realizados na sequéncia.

Em concluséo, sob este modelo experimental, o efeito da CaneCPI-5 n&o foi
refletido em seu potencial anticarie. Entretanto, futuros estudos serdo realizados
avaliando uma duracéo reduzida durante o tratamento com a saliva contendo
bactérias cariogénicas, ja que a cavitacdo foi observada em muitos espécimes

usando este modelo in vitro.
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