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RESUMO

A carie € uma doenca infecciosa de natureza multifatorial que se inicia na infancia, podendo
aumentar de intensidade e prevaléncia de acordo com as condi¢cdes do ambiente bucal de cada
hospedeiro. O risco do paciente em desenvolver, em algum periodo de seu ciclo de vida, lesdes
cariosas pode ser medido através de uma analise complexa que utiliza os fatores determinantes da
salde e outros fatores especificos do processo saude-doenca. A partir do diagnostico precoce da
doenca cérie, assim como analise dos fatores determinantes auxiliares da avaliacdo do risco de
carie, o tratamento torna-se mais simples, menos invasivo e de menor custo. Tem sido bastante
difundida ultimamente a utilizacdo de lectinas para diagndstico e prevencdo de algumas doencas.
Em se tratando da doenca cérie, ao longo de muitos anos, essa estratégia tem sido explorada
ainda de forma incipiente. Nesta perspectiva, 0 objetivo deste trabalho foi investigar as
potencialidades biotecnoldgicas da lectina de alga marinha da espécie de Hypnea musciformis
(HML) aplicadas a odontologia. Trata-se de um estudo explicativo-experimental de abordagem
quantitativa através de questionario de salde e analises estatisticas de dados. A pesquisa faz
referéncia a uma analise comparativa de testes salivares e atividade cariogénica em escolares de
12 anos de idade e a busca avaliar as potencialidades biotecnoldgicas da lectina de alga marinha
da espécie de Hypnea musciformis (HML) no diagndstico e prevencdo de carie dentaria. A area
de concentragdo deste estudo Macromolétulas / Aplicagdo Biotecnologica de Lectinas. No
presente estudo, foram comparados os resultados obtidos através da aplicacdo de exame clinico
convencional para cérie e testes salivares de atividade cariogénica apontados pelo programa
CARIOGRAM® em associacdo com anélises laboratoriais com a utilizagdo de lectinas
especificas. A partir deste estudo, concluiu-se que, em se tratando do uso de lectinas como
potencial biotecnolédgico para a prevengdo e diagnéstico de cérie dentéria, percebeu-se que ha
reconhecimento de glicoconjugados presentes na saliva de pacientes de alto e baixo risco
observados em padréo de fluorescéncia. Os resultados demonstram que a lectina testada tem a
capacidade de interferir no crescimento bacteriano de forma negativa, sendo estatisticamente
significante (p<0,01) em relacdo aos grupos controle de salina e BSA. Entretanto estudos de
inibicdo da formacdo de biofilmes microbianos utilizando a HML estéo sendo programados, para
assim avaliar a possibilidade de utilizacdo dessas proteinas como insumos biotecnoldgicos a ser
utilizados para prevencdo da cérie dentéria. Pode-se ainda afirmar que os resultados obtidos pelo
uso de HML na atividade antibacteriana foram promissores, mostrando que esta lectina
apresentou atividade antibacteriana mesmo em quantidades muito pequenas. Quanto ao uso
destas proteinas na formagéo e desenvolvimento de biofilmes, ndo houve padrdo caracteristico.

PALAVRAS-CHAVE: Carie Dentéaria, Lectinas, Potencial Biotecnologico.



ABSTRACT

Dental Caries is an infectious disease naturally multi-factorial that begins in the childhood, able
to spread its intensity and prevalence according to the mouth ambient conditions of each host.
The risk of the patients to develop, in some time of their lives, carious lesions can be measured
through a complex analysis using health determinant factors and other specific factors of the
health-disease process. Since the dental caries forward diagnostic as well as the review of the
auxiliary determinant factors of the dental caries danger evaluation, the treatment becomes
simpler, less invasive and costing lower. It has been quite broad-casted lately the use of lectins to
diagnose and to prevent some diseases. When dealing with dental caries disease, through many
years this strategy has been explored still inceptively. Looking through this perspective, the goal
of this trial was to investigate the biotechnological potential of the red marine alga Hypnea
musciformis (HML) applied to Dentistry. It is about an explanatory-experimental study of
quantitative approach through the health questionnaire and data statistics analysis. The research
makes reference to some comparative analysis of salivary tests and the cariogenic activity in
twelve year-old students and it searches to evaluate the biotechnological potentialities of the
lectin from the red marine alga Hypnea musciformis (HML) in the diagnose and prevention of the
dental caries. The concentration area of this trial was the macromolecules/ lectin biotechnological
application. In the present trial were compared obtained results through the application of the
conventional clinical exams to dental caries and salivary tests of dental caries activity pointed by

the CARIOGRAM® program in association with lab analysis using specific lectins. From this
trial, it has been concluded that, about lectins as a biotechnological potential to prevention and
diagnose of the dental caries, it has been noticed that there is recognition of resident
glycoconjugate on pacifier saliva of high and low risk observed in immunofluorescence pattern.
The results showed that the tested lectin has the capacity to intervene on the bacterial growth in a
negative way, it is being distinguished statistically (p<0,01) in relation to control group of saline
and BSA. However, inhibition studies of the microbial biofilms using the HML are being
programmed to evaluate the using possibility of these protein as biotech input to be used for
dental caries prevention. It could be said also that the obtained results by the use of HML in the
antimicrobial activity were promising, showing that this lectin has presented antimicrobial
activity even on very small amounts. As to the use of these protein in the biofilm formation and
developing there was no characteristic pattern.

KEY-WORDS: Dental Caries, lectins, biotechnological potentialities.
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1 INTRODUCAO

1.1 Importancia do Tema em Estudo

Tem sido bastante difundida ultimamente a utilizacdo de lectinas para diagnostico e
prevencdo de algumas doencas (BEUTH et al., 1995). Em se tratando da doenca cérie, ao longo
de muitos anos, essa estratégia tem sido explorada ainda de forma incipiente.

A cérie € uma doenca infecciosa de natureza multifatorial que se inicia na infancia,
podendo aumentar de intensidade e prevaléncia de acordo com as condi¢fes do ambiente bucal
de cada hospedeiro (LOESCHE, 1993). O risco do paciente em desenvolver, em algum periodo
de seu ciclo de vida, lesdes cariosas pode ser medido através de uma analise complexa que utiliza
os fatores determinantes da salde e outros fatores especificos do processo salde-doenca carie
(REICH, LUSSI, NEWBRUN, 1999).

A partir do diagndstico precoce da doenca carie, assim como andlise dos fatores
determinantes auxiliares da avaliacdo do risco de carie, o tratamento torna-se mais simples,
menos invasivo e de menor custo. Neste sentido, a verificagdo do risco de carie aliado a
levantamentos epidemioldgicos torna-se cada vez mais importante para a adequacdo de uma
politica publica de impacto para a saide bucal (SOUZA, 2004).

Segundo Koga et al. (1995), a identificacdo de pacientes de alto risco de céarie é
bastante relevante e tem aplicacdo direta em Salde Publica, j& que a partir disso podem ser
adotadas estratégias de acdo ou medidas preventivas mais intensas e especificas, diminuindo o
custo e aumentando a eficiéncia de programas de prevencao.

O objetivo da determinacdo do risco de carie, segundo Buischi (1998), é investigar
as possiveis estrategias de promocao, manutencdo da saude bucal e prevencdo de agravos a serem
adotadas pelos individuos e grupos mais suscetiveis a doencga. Neste sentido, mesmo em pessoas
que ja manifestam sintomas da doenca, essa avaliacdo € importante, j& que propicia a
determinacdo do tipo e intensidade do tratamento a ser desenvolvido.

Na perspectiva de avaliacdo do risco de céarie em pacientes, varias ferramentas ja

foram idealizadas e testadas. Vale acrescentar que a evolucdo do conceito da doenca carie foi
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indispensavel para que fossem elaborados métodos especificos de registro e avaliacdo. Dentre
eles, foi desenvolvido um programa de computador interativo para avaliar o risco de doenca carie
em pacientes com fins educativos, preventivos e clinicos, 0 CARIOGRAM®. O programa foi
desenvolvido por Bratthall (1996), como um novo modelo para o entendimento da interacdo de
varios fatores etiologicos da cérie e ilustra o risco que o paciente tem de desenvolver a carie no
futuro (BRATTHAL et al., 1999).

Segundo Ribeiro (1999), com a aplicacio do método sugerido pelo CARIOGRAM®
é possivel prever a probabilidade de uma pessoa desenvolver a doenca cérie no periodo de um
ano com grandes percentuais de acerto. Este método determina o risco a doenca cérie e a
possibilidade da pessoa ter ou ndo carie no futuro.

O programa CARIOGRAM® apresenta, como instrumento de avaliagdo, uma
ilustracdo grafica interativa do risco que o paciente tem de desenvolver céries no futuro. Vale
ressaltar, ainda, que esta ferramenta trata de um programa educacional interativo desenvolvido
para melhor entendimento dos aspectos multifatoriais da carie dentaria. Ndo podemos esquecer
que o0 CARIOGRAM® também tem o objetivo de estimular a introducéo de medidas preventivas,

antes que novas lesdes de carie possam se estabelecer.

1.2 Questdes de Pesquisa

O uso da saliva como método de diagndstico avancou significativamente nos
Gltimos anos. Foram mais de 2.000 artigos escritos referentes a testes salivares realizados desde
1982, descrevendo o uso de saliva no monitoramento de doencas sistémicas e bucais
(STRECKFUS; BIGLER, 2002).

Uma das vantagens na utilizagdo deste fluido para o diagndstico em substituicdo ao
sangue é o acesso facil a boca, com coleta ndo-invasiva. Diante desta explicacdo, a saliva tem
sido apontada como um liquido bioldgico potencial para testes diagnosticos.

Sabe-se que a avaliacdo dos niveis salivares da bactéria constitui ferramenta
realmente importante na identificacdo precoce de individuos com alto risco biolégico para o

desenvolvimento da cérie dental. Aliada a isso, a atividade da doenca carie pode ser avaliada de
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maneira complementar através dos indices CPO-D (indice de Dentes Permanentes Cariados,
Perdidos por Cérie ou Obturados), investigacao da dieta alimentar.

Assim, testes salivares para a identificacdo de elementos intimamente relacionados
com o risco de cérie estdo sendo propostos, buscando alcangar a praticidade necessaria para a
saude bucal.

Diante deste contexto, este estudo propde o seguinte questionamento: qual séo as
potencialidades biotecnologicas de lectinas vegetais no diagndstico de pacientes de alto risco e

prevencdo de carie dentaria?

1.3 Hipdtese da Pesquisa

A adocdo de um método especifico e adequado para a identificacdo de pacientes de
alto risco de desenvolvimento da carie através da saliva poderia ser aplicavel e efetiva tanto para
a diminuicdo do custo quanto para o aumento da eficiéncia dos programas de prevencdo. Dessa
forma, muitos municipios que apresentam sua populacdo com alto indice de carie (medidos pelos
indices ceo ou CPOD) poderiam langar méo destas ferramentas visando direcionar 0s servigos
odontologicos para essa populacéo, interrompendo a histdria natural da doenca.

Se as lectinas tém a propriedade de se ligar a glicoconjugados e, uma vez que, existe
este tipo de interacdo no processo de formacdo do biofilme bacteriano, sugere-se que estas
proteinas podem desempenhar papel significativo diante da avaliacdo de pacientes de alto e baixo

risco a carie.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Investigar as potencialidades biotecnoldgicas da lectina de alga marinha da espécie

de Hypnea musciformis (HML) aplicadas a odontologia.

2.2 Objetivos Especificos

e Investigar o perfil epidemiologico de escolares aos 12 anos de idade e a
susceptibilidade deste grupo a cérie dentaria;

o Identificar grupos de alto e baixo risco de carie em escolares aos 12 anos de idade
a partir da aplicacéo do teste CARIOGRAM®:

o |dentificar através da lectina de alga marinha da espécie de Hypnea musciformis
(HML) um biomarcador de risco de carie dental na saliva humana;

¢ Avaliar a atividade da lectina isolada da alga marinha Hypnea musciformis sobre
biofilmes de cepas bacterianas da espécie Streptococcus mutans;

¢ Avaliar a atividade da lectina isolada da alga marinha Hypnea musciformis sobre o
crescimento de cepas bacterianas da espécie Streptococcus mutans, através da

metodologia “in vitro” de microdiluigdo em placas de poliestireno.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Doenca Carie Dentaria

3.1.1 Aspectos Epidemioldgicos

Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), a cérie dentaria € um processo
patologico de origem externa, que se inicia depois da erupgdo dentéria, originando um
amolecimento do tecido duro do dente e evoluindo para a formacdo de uma cavidade (WHO,
1997).

Alguns autores tém colaborado significativamente com a discussdo acerca da
definicdo e etiologia da cérie dentéaria. A exemplo disso, Pereira (1993) descreveu a cérie dentaria
como uma doenca infecciosa, pds-eruptiva, transmissivel, influenciada pela dieta e que é, quase
sempre, caracterizada por uma destruicdo progressiva e centripeta dos tecidos mineralizados dos
dentes. Fejerskov (1997) definiu a cérie dentaria como uma doenga cumulativa, complexa,
dependente do balanco no equilibrio fisiologico entre os minerais do dente e o fluido do biofilme.
No ponto de vista técnico, tais definicdes continuam sendo fortemente exploradas, uma vez que
incorporam faces diferentes deste processo satde-doencga cérie.

Em se tratando de Saude Coletiva, a carie dentaria tem se mostrado como uma
doenca com alta prevaléncia, que atinge a quase totalidade das pessoas, independentemente da
raca, sexo, idade ou condicdo social. Esta patologia influencia desfavoravelmente a saide geral
do individuo podendo implicar na diminuicdo da funcdo mastigatoria, alteracdo do
desenvolvimento e da estética facial, alem de provocar perturbacdes fonéticas, causar dor e
originar complicacbes infecciosas com repercussdes locais e gerais (MELO, DOMINGUES,
TEIXEIRA, 2006; PEREIRA, 1990; WHO, 1987).

Os problemas de saude provocados pela cérie dentéaria implicam ndo somente em
comprometimentos individuais, mas também em grandes repercussdes sécio-econdmicas, pelo

elevado custo do seu tratamento, pelas suas sequelas e pelo absenteismo no trabalho e na escola.
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Em se tratando de exposicdo dos elementos dentéarios aos fatores etioldgicos da
doenca carie durante certo periodo de tempo, a avaliagdo do risco da doenca é relevante para
predizer se um individuo desenvolvera ou ndo algum tipo de les&o. A importancia desta avaliacdo
estd fortemente relacionada com a obtencdo de conhecimentos precoces da doenga carie, além da
adocéo de criterios para prevencdo, escolha adequada do tratamento a ser executado, melhor uso
dos recursos disponiveis e para estudos de epidemiologia (MALTZ & CARVALHO, 1997).

Um componente relevante para subsidiar esta analise é a experiéncia anterior de
carie dentaria de um individuo ou um grupo deles. Em se tratando de aspectos epidemiolégicos e
no que diz respeito a dados comparativos, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) recomenda o
indice CPO-D para medir e comparar a experiéncia de cérie dentaria em populacbes. O valor
obtido por este indice expressa a média de dentes Cariados (C), Perdidos (P) e Obturados (O) em
um grupo de individuos (OMS, 1997).

Este indice foi originalmente formulado por Klein e Palmer em 1937 e, ainda, tem
sido utilizado como referéncia para o diagnostico das condi¢des dentais e para formulacédo e
avaliacdo de programas de salde bucal. Tendo em vista o carater cumulativo da carie dentaria o
indice CPO-D deve ser expresso por idade ou por grupo etario, pois quanto mais avancada a
idade, mais alto é o CPO-D (PINTO, 2000).

Alguns estudos revelam que, em 1986, o CPO-D observado em criancas brasileiras
com 12 anos de idade mostrava valores entre 6 e 7. Estes indices eram considerados dos mais
elevados no mundo (BRASIL, 1986). JA em 1996, pode-se perceber uma redugdo significativa
neste indice (3,1) para criangas da mesma idade. Tais valores mostravam-se proximos ao ideal
estabelecido pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para o ano 2000 (BRASIL, 1996;
FEDERATION DENTAIRE INTERNACIONALE, 1982).

As razbes para a diminui¢do do indice de carie dental, no Brasil, neste periodo,
podem ser apresentadas pela incorporacdo e consumo de agua fluoretada, aliada ao
estabelecimento de programas de atendimento odontologico aos escolares da rede pablica e pela
maior conscientizacdo da populacao para programas preventivos.

A cérie dentéria ainda constitui um grave problema de Sadde Publica, afetando 60-
90% das criancas em idade escolar (BRASIL, 2004; PETERSEN e LENNON, 2004). Dados

obtidos neste mesmo estudo puderam registrar que, no ano 2000, 68% dos 184 paises analisados
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apresentavam um indice CPOD inferior a 3 aos 12 anos de idade (WHO, 2005). Contudo, estes
valores séo varidveis de regido para regiao.

Quantos aos valores epidemioldgicos, estudos desenvolvidos em Portugal, em 1999,
revelaram que o indice CPOD aos 12 anos de idade era de 3,1 categorizando este pais como um
territorio de experiéncia de carie moderada. Tal situacdo de saude colocava Portugal bem distante
dos paises mais desenvolvidos (MELO, DOMINGUES, TEIXEIRA, 2006).

E bem verdade que, em Portugal, ao contrario da politica desenvolvida no Brasil, a
salde bucal ndo tem sido valorizada e ndo ha qualquer estratégia de salde que incorpore esta
temética de maneira universal. N&do ha sequer um departamento que pense no problema de forma
sistematizada e com objetivos claros. Vale ressaltar que o Plano Nacional de Saude 2004-2010 de
Portugal aborda o assunto de uma forma incipiente, mesmo apresentando tais referéncias
epidemioldgicas (MELO, DOMINGUES, TEIXEIRA, 2006).

No Brasil, a situacdo atual de cuidados com a saude bucal difere daquela
apresentada em outros paises, uma vez que esta tematica faz parte de uma Politica Nacional
intitulada Brasil Sorridente. Assim, mesmo diante de indices epidemiolédgicos semelhantes,
acredita-se que ja houve uma evolucdo significativa no que diz respeito ao nivel de satde bucal
da populacéo e grandes esforcos, ainda estdo sendo desenvolvidos para a efetivacdo e controle da
doenga cérie no pais.

Até o ano 2000, a OMS recomendou o indice CPOD no méximo igual a 3 para
criangas de 12 anos (PINTO, 2000). Contudo, de acordo com o relatério do levantamento das
condicdes de saude bucal, promovido em d&mbito nacional pelo Ministério da Saude, o CPOD da
regido Nordeste ja apontava 3,19, enquanto que para a mesma faixa etaria, a media nacional foi
de 2,78 (BRASIL, 2004).

Considerando as metas anteriores e a heterogeneidade no grau de resposta a elas
nas diversas populagdes do mundo, novas metas para 2020 foram propostas, para adaptacdo, em
termos de percentuais de reducdo do CPO-D aos 12 anos, com especial énfase no componente
“C” (HOBDELL et al., 2003).

Para o ano 2020, a OMS, a World Dental Federation (WDF) e a International
Association for Dental Research (IADR) propuseram os objetivos especificos para a satde bucal,
partindo da seguinte premissa: Pensar globalmente, agir localmente. Os objetivos apresentavam

como destaque o desenvolvimento da Saude Bucal a nivel nacional, regional e local em diferentes
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niveis de atencdo. Ao contrario daquilo que foi proposto em 1981, ndo houve atribuicdo de
valores absolutos a nenhum tipo de objetivo proposto. Estes valores, a partir de agora, deverdo
ser estabelecidos com base nas circunstancias, na prevaléncia e gravidade da doenca e condi¢fes
socio-ambientais locais (HOBDELL et al., 2003).

Em se tratando da doenca carie dentaria, os objetivos propostos por estas
instituicOes para o ano 2020, seréo:

e aumentar a proporcdo de criangas sem carie aos 6 anos de idade em X%;

e reduzir o CPOD, particularmente o componente C, aos 12 anos de idade em X%,
com especial atencdo aos grupos de risco;

e reduzir o numero de dentes extraidos devido a cérie dentéria nas idades de 18, 35-
44 e 65-74 em X%;

e sendo, X adaptado a cada realidade.

3.1.2 Multifatoriedade da Doenca Céarie Dentaria

A cérie dentdria € uma doenca de origem bacteriana e de carater multifatorial.
Significa dizer que, para o desenvolvimento de um processo patologico de cérie dentéria, é
necessaria a interacdo de varios fatores, em condicdes criticas, durante certo periodo de tempo,
para que ela se expresse clinicamente (PEREIRA, 1993; FARGE, 1998 apud MELO et al, 2008;
BARATIERI, 2001).

Diante disso, o carater de desenvolvimento da doenca carie dentaria deve ser
encarado numa perspectiva dindmica, em que o nivel de acometimento ao individuo sera
determinado pela relacdo entre os multiplos fatores etiolégicos (PEREIRA, 1993). Estes fatores
podem ser agrupados em duas grandes categorias: Fatores Primarios Essenciais, indispensaveis a
ocorréncia da doenga, e Fatores Secundarios, que influenciam mais ou menos significativamente
a evolucdo das lesdes (PEREIRA, 1993; WEYNE, 2000).

Quanto aos Fatores Primarios, consideram-se trés categorias (FEJERSKOV, 1997,
FARGE, 1998 apud MELO et al, 2008; SEOW, 1998; WEYNE, 2000):
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¢ Relacionada com o hospedeiro - tecidos dentérios susceptiveis a dissolucdo &cida e
a saliva;

¢ Relacionada com o agente - abrangem 0s microorganismos cariogénicos;

e Relacionada com o ambiente - envolvem o substrato adequado a satisfacdo das
necessidades energéticas das bactérias cariogénicas.

E importante salientar que a inter-relacio favoravel destes trés fatores principais,
exercendo-se durante certo tempo, é condigéo sine qua non a ocorréncia das lesdes de cérie e seu
posterior desenvolvimento (FEJERSKOV, 1997; FARGE, 1998 apud MELO et al, 2008; SEOW,
1998; WEYNE, 2000).

Fatores Secundérios atuando isoladamente ou em combinacéo influenciam de modo
significante cada um destes fatores anteriormente citados. Dentre estes fatores, pode-se citar: a
presenca de flGor na cavidade oral, a higiene oral, o perfil socio-econdmico, o estado de saude
geral e a predisposicdo genética. Diante disso, a atividade da carie em um individuo pode se
expressar como resultado de todas estas interagdes, dindmicas e complexas, decorrente do
aumento ou diminuigdo da resisténcia do hospedeiro, da cariogenecidade do substrato (dieta) e do
potencial cariogénico da microbiota (PEREIRA, 1993; WEYNE, 2000).

De acordo com este contexto, observa-se que além de fatores microbiolégicos,
propriedades salivares e variaveis clinicas, outras caracteristicas como aspectos socioecondmicos
e demogréficos, historia médica, uso de servi¢os odontoldgicos, habitos comportamentais e
dietéticos, também sdo variaveis utilizadas para identificar os individuos com risco de carie

futura. A seguir, estdo relacionados alguns destes aspectos.

3.1.3 Fatores Microbioldgicos

No ponto de vista microbioldgico, a cavidade bucal de humanos é palco de uma
microbiota mista e inespecifica numa rede dindmica de mais de 700 espécies de microrganismos,
entre bactérias, fungos, protozoarios e micoplasmas (AAS et al., 2005; PEREA, 2004,
SAKAMOTO et al., 2005). Em geral, a saliva pode abrigar mais de 10® microorganismos/mL
(MARSH e MARTIN, 2005).
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E importante ressaltar que a colonizac&o destas bactérias ocorre em diferentes sitios.
Neste sentido, vale reforcar a idéia de que para toda superficie exposta da boca (dentes, sulco
gengival, mucosa oral e lingua) existem microorganismos especificos associados.

Segundo LOESCHE (1997), MARSH e MARTIN (2005), as bactérias
predominantes da microbiota oral sdo anaerdbias ou anaerdbias facultativas, dos seguintes
géneros:  Streptococcus, Actinomyces, Veillonella, Micrococcus, Peptostreptococcus,
Lactobacillus, Bacteroides, Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium e Leptotriquia. Alguns
estudos evidenciam que, em diferentes espécies animais, ha variacdo da microbiota residente,
uma vez que existem diferencas fisiologicas e anatdmicas existentes entre cada uma delas.

Para cada um dos nichos, existe, ainda, uma sensibilidade especifica a agentes
nocivos de uma espécie. Isto pode ser influenciado, sobretudo, por especificidade de aderéncia a
determinados substratos, especialmente no caso dos colonizadores iniciais da cavidade bucal
(WEN e BURNE, 2002).

Outras bactérias envolvidas em estagios posteriores a este processo podem ser
capazes de aderir ndo s6 as superficies bucais, mas também as outras bactérias que ja estdo

aderidas as superficies e, assim contribuir na formacédo do biofilme (WEN e BURNE, 2002).

3.1.3.1 Crescimento e desenvolvimento bacteriano relacionado a doenca carie

dentaria

A etiologia da doenca cérie esta relacionada com microorganismos especificos,
particularmente, o Streptococcus mutans. Este microorganismo apresenta alta similaridade
fenotipica e sua transmissibilidade tem sido alvo de extensiva investigacdo epidemioldgica e
levado varios grupos de pesquisadores a conclusdes diversas e contrastantes (BOWDEN,1996).

O Streptococcus mutans € uma especie de bactéria Gram-positiva considerada a
mais cariogénica dos Streptococcus orais. Uma avaliacdo quantitativa destes microorganismos no
biofilme dentario e na saliva, por exemplo, pode ser Gtil como auxiliar no diagnostico de carie
(WIATER et al, 1999).
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Estudos anteriores tém relacionado Streptococcus mutans como 0s microrganismos
colonizadores dos dentes ao inicio das lesdes cariosas (AHMADY, MARSH, NEWMAN e
BULMAN, 1993). Tais estudos vém demonstrando a interacdo entre a necessidade prévia de
formacdo do biofilme bacteriano e o inicio da patologia (JORDAN, KEYES, 1966 apud
BORGES, CASTILHO, PEREIRA, 2008). Neste sentido, faz-se necessario investigar o potencial
antibacteriano de lectinas sobre estes microorganismos.

A associacdo deste microorganismo a cérie dentaria se d4 devido a produgdo de
acidos e a capacidade de produzir polissacarideos extracelulares que apresentam funcao
importante no processo de adesdo bacteriana as estruturas dentarias (WENNERHOLM,
BIRKHED e EMILSON, 1995).

Estreptococos do grupo mutans incluem as espécies Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus. A espécie S. mutans é a mais prevalente e a mais amplamente estudada e,
a espécie S. Sobrinus, a segunda espécie mais comum (MATEE et all, 1993).

O genoma de S. mutans foi descrito por Ajdic e colaboradores em 2002 em um
Gnico cromossomo circular que consiste de aproximadamente 2,03 milhdes de pares de base
(Mb). Neste cromossomo, foram identificados um total de 1.960 genes que codificam proteinas e
80 genes que codificam RNA ribossémicos e RNA transportadores (AJDIC et al., 2002).

Diversos fatores de viruléncia sdo necessarios para o inicio do processo de carie.
Vale destacar que sdo estes fatores que tornam os S. mutans capazes de colonizar e de aumentar
em proporgdo na placa dental cariogénica. Alem disso, estes microorganismos atuam produzindo
e tolerando grandes quantidades de acidos, os quais promovem a desmineralizacdo progressiva

dos tecidos dentarios, e consequentemente, a perda irreversivel de tecido dentario.

A partir destas informagdes, € valido descrever os principais fatores de viruléncia
apresentados por esta espécie bacteriana. Dentre os diversos fatores de viruléncia, descritos para

este tipo de microorganismo podemos citar:

e Acidogenicidade - consiste na capacidade de producdo de &cidos a partir da
fermentacdo de carboidratos. Até o momento, dentre todas as espécies de bactérias
Gram-positivas sequenciadas, a espécie S. mutans é capaz de metabolizar a maior
variedade de carboidratos. Este microorganismo apresenta um complexo enzimatico
encarregado pelo transporte de diferentes aclcares para o interior da célula, onde

sofrem processo de fermentacdo e sdo produzidos &cidos, principalmente o acido
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lactico. Esta espécie bacteriana apresenta pelo menos 14 sistemas de transporte
fosfotransferases (PTS, de phosphotransferase system) especificos para diferentes
acucares, alem de 5 sistemas de transporte do tipo ABC (de ATP-binding cassette),
incluindo-se o sistema de metabolismo de mdltiplos agucares (MSM, de multiple
sugar metabolism) (AJDIC et al., 2002) (LOESCHE, 1986).

Aciduricidade - definida como a capacidade de tolerar e proliferar em meios com pH
acidos. A acidificacdo do biofilme, decorrente da fermentagdo de diversos
carboidratos, inibe o0 crescimento de diversos microrganismos comensais
competidores do biofilme e favorece o crescimento de S. mutans devido a esta
toleréncia a &cidos. Isto se da, principalmente, porque o S. mutans apresenta uma
bomba translocadora de prétons H+ na sua membrana celular, denominada FoF;
ATPase, que funciona para manter o pH intracelular em torno de 7,5 (NASCIMENTO
et al., 2004).

Producdo de Polissacarideos Extracelulares (PEC) - Streptococcus mutans
produzem e secretam enzimas (exoenzimas) denominadas glucosiltransferases (Gtf),
as quais hidrolisam a sacarose em glicose e frutose e polimerizam as moléculas de
glicose liberadas, formando Polissacarideos Extracelulares (PEC) denominados
glucanos. Diversos tipos de glucano sdo produzidos, variando sua solubilidade em
agua e dependendo do tipo e proporcao das ligacGes entre as moléculas de glicose que
podem ser do tipo a-(1-3) ou do tipo a-(1-6). Os glucanos insoliveis em agua séo
aqueles em que prevalecem as ligagdes do tipo a-(1-3), e sdo 0s mais importantes na
formacdo de uma matriz extracelular “pegajosa” insolUvel, essencial para o acimulo
de S. mutans no biofilme dentario (TAUBMAN, SMITH, 2005).

Segundo TAUBMAN e SMITH (2005), S. mutans produzem trés tipos de Gtf:

@ GtfB: catalisa a sintese de glucanos ricos em ligagdes do tipo a-(1-3)
(insoluvel em agua, também chamados de mutanos).

2 GtfC: catalisa a sintese de glucanos com os dois tipos de ligacoes, a-(1-3) e
a-(1-6), mas ainda insoluveis em agua.

(3) GtfD: catalisa a sintese de glucanos com ligacGes a-(1-6), sollveis em agua

(também chamados de dextranos).
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e Sintese de proteinas ligantes de glucano (Gbp de Glucan-binding proteins) - S.
mutans produzem pelos menos quatro tipos distintos de Gbp, a saber: GbpA,
GbpB, GbpC e GbpD. Estas proteinas apresentam-se diferentes entre si, porém
com o destaque da afinidade por glucanos como uma caracteristica comum.
Acredita-se que as Gbp sejam importantes para 0 acimulo de S. mutans na
presenca de sacarose e na agregacdo de S. mutans na presenca de glucanos
(BANAS e VICKERMAN, 2003).

e Producédo de Polissacarideos Intracelulares (PIC) - S. mutans também é capaz
de sintetizar polissacarideos intracelulares que funcionam como uma reserva
interna de carboidratos. Tal caracteristica torna esta espécie ainda mais
acidogénica, uma vez que permite a fermentacdo de acguUcares e consequente
producdo de é&cidos durante os periodos em que ndo ha disponibilidade de
substratos da dieta (HARRIS, MICHALEK e CURTISS, 1992).

e Adesinas - S. mutans apresenta algumas adesinas de superficie que se ligam
especificamente aos componentes da pelicula adquirida. Assim, em condicfes
normais, S. mutans coloniza mais facilmente superficies dentérias retentivas, como
as areas de sulcos, cicatriculas e fissuras dos dentes.

e Bacteriocinas — S. mutans produzem diversas bacteriocinas, também chamadas de
mutacinas, que apresentam a capacidade de inibir o crescimento de outras espécies
relacionadas, compreendendo um mecanismo de competigdo microbiana
(GRONROQOS et al., 1998).

3.1.3.2 Formagéo do Biofilme

A formacdo de biofilme estd intimamente relacionada com a colonizacdo de
microorganismos na superficie do dente, uma vez que em outros sitios existe a possibilidade de
descamacdo e, renovacdo do biofilme periodicamente possivelmente ocasionada por forcas
mecanicas. Numa fase inicial, entre 3 a 4 horas apds a limpeza adequada, o dente € colonizado

por estreptococos, particularmente S. sanguinis, S. oralis e S. mitis, e por alguns bastonetes gram-
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positivos como Actinomices viscosus e A. naeslundi. Estes sdo considerados colonizadores
iniciais, sendo necessario um determinado intervalo de tempo, pelo menos 24 horas, sem
remocdo mecanica adequada para que haja formagdo de uma camada de biofilme clinicamente
evidenciavel (MERIJOHN, 2001).

E importante frisar que a presenga do componente sacarose constitui um dos
elementos essenciais para o acimulo destes microorganismos sobre os dentes e para o inicio da
atividade da carie. Estes microorganismos sdo responsaveis pela sintese de grandes quantidades
de polissacarideo extracelular a partir da sacarose. Isso se d& através das enzimas
glicosiltransferases, para as glicanas, e frutosiltransferase, para as frutanas, essenciais para a
expressao da viruléncia (HAMADA & SLADE, 1980; YAMASHITA et al, 1993).

Vale destacar que a colonizagdo microbiana é um processo dinamico. S&o
relacionadas diferentes etapas de colonizagdo, sendo a aderéncia da bactéria a superficie um dos
pontos iniciais neste processo (NYVAD & FEJERKOQOV, 1995). A adesdo inicial ocorre atravées da
pelicula adquirida, por meio de receptores que estabelecem ligacdes especificas com adesinas da
superficie bacteriana (MARSH, 1992).

Entende-se por pelicula adquirida, uma camada acelular que se deposita no esmalte
superficial dos dentes. E constituido por proteinas, glicoproteinas e lipidios, além de
componentes bacterianos, como as glicosiltransferases (MARCOTTE & LAVOIE, 1998).

Neste processo de colonizacdo sdo observadas algumas caracteristicas bastante
significativas como a especificidade. Aquelas bactérias com pouca ou nenhuma afinidade a
pelicula, caracterizadas como inespecificas, sdo eliminadas pelo fluxo salivar. Neste sentido, vale
ressaltar que estas interacdes bactéria/pelicula sdo a chave dos estagios iniciais de formacao do
biofilme dental (GIBBONS et al, 1984).

Apos a colonizagéo inicial, o desenvolvimento répido do biofilme segue através de
relacbes interbacterianas, como co-agregacdo, producdo de bacteriocinas e interacOes
nutricionais. Estas rela¢fes interbacterianas contribuem para a diversidade da colonizagédo
bacteriana A etapa de climax acontece ap6s 3 ou 4 semanas com 0 aumento da diversidade
microbiana (NYVAD & FEJERSKOV, 1995).

E o desequilibrio no ecossistema do biofilme oral que ocasiona as diversas doengas
neste ambiente. Neste sentido, o processo patoldgico se desenvolve em decorréncia da alteracdo
do substrato e das condicdes locais (THEILADE, 1990).
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Nesta perspectiva é que se aconselha o desordenamento desta formacdo bacteriana
atraves do controle adequado do biofilme oral que é de suma importancia para prevencéo tanto da
carie, quanto da doenca periodontal (THYLSTRUP & FEJERSKOV, 1995).

Vale destacar que o biofilme localizado em sitios especificos dos dentes é capaz de
produzir uma variedade de irritantes locais apds maturar-se, 0s quais, com 0 tempo,
invariavelmente dissolvem o dente. Sabendo-se que o acimulo de biofilme maduro é responsavel
por essa variacdo de salde-doenca, € razoavel ver o grau de perturbacdo o qual dita a
possibilidade de desenvolvimento das comunidades bacterianas com potencial cariogénico, capaz
de causar os primeiros indicios de dissolugdo no esmalte em pacientes clinicamente saudaveis
(THYLSTRUP, 1998).

3.1.4 Propriedades Salivares

a) Aspectos Gerais

A secrecdo salivar ¢ um fluido de origem glandular, constituido basicamente de
agua, eletrdlitos, muco e enzimas, que reveste os tecidos da mucosa bucal, ajudando na
manutengdo de uma barreira efetiva contra injarias externas (MANDEL, 1989).

Possui propriedades fisico-quimicas extremamente variadas e € induzida por
estimulos psiquicos, mecanicos, fisicos, quimicos e bioldgicos. E produzida e secretada pelas
glandulas salivares (par6tida, submandibular e sublingual) e quando estimulado, o fluxo salivar
variade 1,0 a 1,5 mL/min (KHOCHT, 1996).

Entre as fungbes da saliva, destaca-se, ainda, a manutencdo do pH bucal,
denominada de Capacidade de Tamponamento Salivar (CTS). Essa funcdo é responsavel pela
manutencdo do pH bucal em 6,8. Neste sentido, qualquer alteracdo nos niveis de pH é
prontamente neutralizada pelos sistemas de tamponamento salivares (EPSTEIN, SCULLY,
1992).
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Sua composicéo e fluxo salivar constante permitem o desempenho de outras fungdes
importantes, como a solubilizacdo do alimento seco, a lubrificacdo da cavidade bucal e es6fago

além de atuar na higiene bucal, protegendo assim seus tecidos (TABAK, 1995).

b) Constituintes Salivares e funcdes

Os constituintes salivares muito diferenciados auxiliam na manutencdo da
integridade da mucosa pela hidratagdo dos tecidos orais, contribuindo assim com a lubrificacéo,
limpeza mecanica, formagdo do bolo alimentar, fungdo comunicativa, atividade antibacteriana,
antifangica e antiviral, neutralizacdo de &cidos e bases fortes, higidez dentéria, através de
maturac&o pos-eruptiva e de processos de des-remineralizacio (ZUMAETA, 1999).

Dentre 0s componentes organicos, as proteinas salivares sdao importantes para a
protecdo das estruturas bucais e fornecem superficies receptoras para adesao de bactérias (RUHL,
RAYMENT, SCHMALZ, TROXLER, 2005).

Em sua composicéo salivar inclui ions célcio, fosfato, bicarbonato, fluoreto, sédio e
potassio, substancias organicas como glicoproteinas, enzimas digestivas, glicose e uréia, além de
restos alimentares, microrganismos, produtos do metabolismo bacteriano, células que descamam
do epitélio oral, muco da cavidade nasal e da faringe, fluido transudato da mucosa e exsudato dos
sulcos gengivais (ERICSON, MAKINEN, 1986; THYLSTRUP, FEJERSKOV, 2001).

Segundo THYLSTRUP e FEJERSKOV (2001), alguns elementos inorganicos
constituem a secrecéo salivar, a saber:

e Cloreto — geralmente apresenta-se em niveis inferiores quando comparado com 0s
niveis no plasma sanguineo, variando em relacdo proporcional a taxa de fluxo salivar
e desempenhando importante fungdo osmorreguladora;

e Bicarbonato - proveniente do metabolismo da glandula salivar ou da transferéncia
em troca com cloro, pelo menos nas por¢des mais distais do tubulo, desempenhando
importante funcdo osmorreguladora, variando sua concentragdo segundo o fluxo

salivar e, ocasionalmente, podendo exceder a concentracao do plasma;
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e Fosfato - desempenha importante funcdo osmorreguladora e participa do processo
de remineralizacdo no sistema-tampdo, atingindo uma concentracdo superior a do
plasma sem depender da taxa de fluxo salivar;

e lodeto — pode alcancar altas concentracdes, chegando a 100 ou mesmo a 200
vezes, quando comparado com os niveis do plasma;

e Fluoreto — importante participacdo no processo de prevencao da cérie dentaria;

e Sddio - varia em relacdo a taxa de fluxo salivar, desempenha importante funcéo
osmorreguladora e participa no transporte ativo de componentes por meio da
membrana celular;

e Potéssio - possui taxa superior & do plasma e tem fungdes semelhantes as do sodio;
e Caélcio - varia em relacdo a taxa de fluxo salivar, é ativador de determinadas

enzimas e atua na remineralizacao do esmalte.

c) Mecanismos de Defesa

E bem verdade que a cavidade bucal é a porta principal de entrada de patégenos
para o corpo humano, contudo, ha um complexo mecanismo de defesa envolvido neste processo.
Os diferentes mecanismos de defesa estdo presentes na saliva com o objetivo de impedir a
invasdo, o crescimento descontrolado e/ou o metabolismo microbiano (MIZOBE-ONO et al,
2006).

A saliva atua diretamente na regulacdo da microbiota e na protecdo contra
microrganismos. Alguns destes inUmeros agentes infecciosos que colonizam ou penetram a
cavidade bucal ndo ocasionam patologias e sdo desalojados em virtude do fluxo salivar constante
ou algum outro tipo de forca mecénica (MIZOBE-ONO et al, 2006).

A funcdo de protecdo da secrecdo salivar € desempenhada por componentes
celulares e moleculares pertencentes as imunidades inata e adaptativa. O Sistema Imune Inato
(SH) constitui a primordial defesa do organismo contra agentes infecciosos, uma vez que
reconhece rapidamente o patdgeno, seus produtos toxicos ou o tecido danificado. E o Sl que

sinaliza a presenca do agente causador de injuria e direciona as células do Sistema Imune
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Adaptativo (SIA) para uma resposta especifica contra o invasor (BASSET, HOLTON,
O’MAHONY, ROITT, 2003).

Ao contrario do SlI, os receptores para antigenos das células do SIA (TCR -
linfécitos T e 0 BCR - linfocitos B) podem sofrer hipermutagdes, que aumentam a afinidade pelo
determinante antigénico. Assim, ha a formacdo de células de memdria e, desta forma, o
mecanismo de defesa torna-se mais eficiente a cada encontro sucessivo (JANEWAY,
MEDZHITOV, 2002).

As proteinas do SlI constituem a primeira linha de defesa do organismo e tem seu
mecanismo protetor potencializado pelas imunoglobulinas que sdo secretadas pelos linfocitos B1
do SlI e pelos linfécitos B do SIA (NIEUW AMEROGEN, VEERMAN, 2002).

Segundo Mizobe-Ono et al (2006), os principais componentes celulares e
moleculares pertencentes ao Sistema Imune Inato (S1I) e ao Sistema Imune Adaptativo (SIA) que
atuam na protecdo e na manutenc¢do da homeostasia da cavidade bucal séo:

e Componentes celulares das imunidades inata e adaptativa na saliva: leucécitos,

derivados das glandulas salivares, do fluido crevicular, das tonsilas, da mucosa
bucal, das secrecdes bronco-pulmonares e da orofaringe, linfocitos NK (SII) e
linfocitos T CD4 e B (SIA);

e Componentes moleculares da imunidade inata na saliva: Fosfato, bicarbonato e

proteinas (sialina), Lactoferrina, Lisozima, Mucina, Estaterina, VEGh, proteina da
glandula de Von Ebner, SLPI, TIMP-1, Quitinase, Calprotectina, Cromogranina A-
similes IR (CgA-similes IR) e EP-GP;

e Componentes da imunidade adaptativa na saliva: IgA, IgM e Micelas.

Diversos estudos ja foram realizados relacionando o mecanismo de defesa
imunologico da saliva e a integridade do tecido bucal, no entanto, constata-se que algumas
proteinas tém papel estratégico diante deste processo. Assim, questiona-se se ha relacdo entre a
concentracdo destas proteinas na saliva em pacientes de risco a carie diferenciado e, ainda, se ha

algum biomarcador para o diagnostico e prevencao desta patologia.
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3.2. Uso de lectinas para identificacéo e prevencao de doengas em Odontologia

3.2.1. Breve historico

O termo lectinologia foi introduzido, inicialmente, por Potapov (1968) para referir-
se a uma area de pesquisas e estudos acerca de uma classe especifica de proteinas (ARRUDA,
2009).

A pesquisa de lectinas originou-se nos fins do século XIX, com o isolamento da
Ricina por Hermann Sttilmark em 1888 durante suas atividades académicas (BARONDES,
1988). Nesta ocasido, este pesquisador desenvolveu uma série de observacdes em relacdo a
aglutinacdo de eritrécitos por extratos de semente de mamona (Ricinus communis). Durante a
realizacdo deste estudo, Sttilmark observou que os extratos destas sementes ao serem misturados
ao sangue, ocasionavam a aglutinacéao de eritrocitos.

Desta forma, a Ricina tornou-se entdo a primeira lectina de origem vegetal a ser
descoberta. Atualmente, sabe-se que esta proteina €, na verdade, uma complexa mistura de
moléculas toxicas e lectinas ndo-toxicas. Caracteriza-se por ser uma proteina heterodimerica (2
mondmeros ndo idénticos) com especificidade de ligacdo para Galactose e 2-N-acetil-
galactosamina (LORD et al., 1994).

Vale ressaltar que estes estudos ndo se desenvolveram uniformemente devido ao
limitado conhecimento que se tinha sobre proteinas e quimica de carboidratos. Segundo Rudger
et al. (2000) houveram evolugdes significativas a partir do trabalho de Watkins e Morgan (1952
apud SELL e COSTA, 2000) que confirmou de maneira incontestavel que as lectinas se ligavam
a carboidratos.

Mais tarde, Karl Landsteiner (1907 apud DAMICO, 2002; SHARON and LIS,
2004) realizou uma série de estudos acerca desta tematica e desenvolveu ferramenta de
identificacdo de grupos sanguineos a partir da logica de aglutinacdo de células sanguineas por
lectinas vegetais.

Maior destaque pelas lectinas foi evidenciado neste periodo no qual os estudos das

propriedades aglutinantes e ligantes dessas proteinas comecaram a despertar interesse aos
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pesquisadores. Estas propriedades tornavam este grupo de proteinas reagentes Uteis para a
deteccdo, isolamento e caracterizacdo parcial de glicoproteinas. As lectinas possibilitaram, ainda,
0 estudo das mudancas dos padrdes glicidicos que poderiam ocorrer no glicocélice de superficies
celulares durante o desenvolvimento, diferenciagéo e transformagéo neoplésica (TEIXEIRA et
al., 2007a; ARRUDA, 2009).

Ainda no seculo passado, mais precisamente na década de 80 e inicio dos anos 90,
intensificaram-se 0s estudos sobre esta tematica uma vez que estas proteinas estariam envolvidas
em importantes atividades bioldgicas: mediacdo do reconhecimento celular em muitos sistemas
bioldgicos, tais como a adesdo de bactérias, virus e protozoarios em células de hospedeiros;
adesdo de leucdcitos em células do endotélio vascular; e atuacdo na defesa contra os patdégenos
(SHARON, 1993).

O termo lectina é derivado do latim, legere, que significa, selecionado, referindo—se
a sua capacidade de ligacdo seletiva aos componentes sanguineos. Etimologicamente, reflete sua
propriedade de aglutinar grupos sangiiineos. E através desta propriedade constatadas pelo ensaio
de atividade hemaglutinante que pode se detectar a presenca de lectinas em uma amostra
(AREGHEORE, MAKKAR, BECKER, 1998).

Embora tenham sido identificadas primeiramente nas plantas, se sabe, hoje, que as
lectinas apresentam distribuicdo por toda a natureza, incluindo organismos eucariontes e
procariontes (CAVADA et al., 2001).

Por definicdo, lectina constitui uma classe estruturalmente diversa de proteinas de
origem n&o imune que se liga de maneira reversivel a carboidratos ou substancias que contenham
acucares, tais como glicoproteinas (GOLDSTEIN et al., 1983; LIENER et al, 1986; SHARON,
1993).

Pneumans e Van Damme (1995 a,b) observaram que se trata de uma classe de
proteinas de origem ndo imune que possuem pelo menos um sitio de ligacdo reversivel a
carboidratos.

O conceito apresentado neste estudo, leva em consideracdo as observagoes feitas por
Cavada et al (2001). Estes autores acrescentam que as lectinas representam um grupo
estruturalmente heterogéneo de proteinas, de origem ndo imune, que apresentam propriedades em

comum de se unir a carboidratos com alta especificidade.
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A nomenclatura das lectinas pode estar relacionada tanto a denominacgéo cientifica
das espécies em que sdo purificadas em coeréncia com seu protocolo de purificagdo, como
também pela designacdo dos monossacarideos aos quais tém especificidade ou, ainda, pela
designacao do tecido ao qual foram extraidas. (KENNEDY et al., 1995).

3.2.2. Classificacdo

Lectinas sdo proteinas oligoméricas, ou seja, sdo constituidas de monbémeros
arranjados tridimensionalmente, formando dimeros, tetrdmeros, heterodimeros, etc. Estas
proteinas podem ser monovalentes com um sitio ligante glicidico por monémero, ou polivalentes
com mais de um sitio ligante glicidico por mondmero.

Além do sitio ligante para o carboidrato especifico, algumas lectinas também
possuem um segundo tipo de sitio ligante que interage com ligantes ndo-glicidicos, como por
exemplo, bases nitrogenadas (SINGH e cols., 1999).

A partir deste ponto de vista, as lectinas sdo classificadas em quatro grandes grupos
de acordo com o nimero de dominios: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas (PEUMANS e
VAN. DAMME, 1998) e superlectinas (PEUMANS et al., 2001).

De acordo com PEUMANS e VAN DAMME (1998), denominam-se:

e Merolectinas — as lectinas que possuem apenas um sitio de ligacdo para

carboidratos; incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar células devido a

sua natureza monovalente. Um exemplo deste grupo é a proteina que se liga a

quitina obtida do latex da seringueira (Hevea brasiliensis);

e Hololectinas — proteinas que contém pelo menos dois sitios de ligagdo para

carboidratos, idénticos ou muito similares; aglutinam células e ou precipitam

glicoconjugados devido a sua natureza di ou multivalente. A maioria das lectinas de
plantas pertence ao grupo das hololectinas;

e Quimerolectinas - proteinas que possuem um ou mais sitios de ligagdo para

carboidratos e outro sitio com atividade catalitica (ou outra atividade biologica) que

funciona independentemente daquele de ligacdo para carboidratos. Agem como
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merolectinas ou hololectinas dependendo do nimero de sitios para carboidratos.
Como exemplos de quimerolectinas existem as proteinas que inativam ribossomos
tipo 2.

e Superlectinas — lectinas que possuem pelo menos dois sitios de ligacdo para
carboidratos diferentes; um exemplo de superlectina é a lectina do bulbo de tulipa, a
qual possui dois sitios de ligacdo a carboidratos, sendo um especifico para manose e

outro para N-acetilgalactosamina.

MEROLECTINA HOL OLECTINA OUIMEROL ECTINA
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Figura 1 - Esquema demonstrador da classificagdo de lectinas segundo Peumans e Van Damme (1995a) e Van
Damme et al. (1998).

As lectinas podem ser classificadas, ainda, de acordo com a similaridade na
sequéncia de aminodcidos, especificidade glicidica e conformacdo tridimensional. No que diz
respeito a classificacdo de acordo com as caracteristicas topoldgicas do sitio ligante glicidico, tais
proteinas podem ser divididas em dois grupos principais (ELGAVISH & SHAANAN, 1997):

e Grupo I: proteinas cujos sitios ligantes glicidicos se encontram topologicamente
encobertos e apresentam padrdes especificos de reconhecimento. Sdo exemplos deste
grupo, as lectinas que desempenham a funcdo de transporte, tais como as proteinas

tranportadoras periplasmaéticas bacterianas e as enzimas;
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e Grupo II: lectinas cujo sitio ligante glicidico apresenta-se topologicamente mais
exposto e raso, formando, na maioria das vezes, uma depressao superficial molecular
que acomoda o carboidrato ligante. Compreendem proteinas que, basicamente, se
ligam e reconhecem glicidios sem que haja qualquer mudanca quimica ou enzimética
no ligante apds a efetiva ligacdo. Neste grupo, estdo grande parte das lectinas
conhecidas, divididas em familias classicas de acordo com sua procedéncia ou mesmo

especificidades glicidicas.

Em relacdo a sua origem, as lectinas podem ser classificadas em vegetal, animal,
microbiana, dentre outras. As lectinas animais podem ser categorizadas, ainda, com base na
homologia da sua sequéncia aminoacidica e na relagdo evolutiva entre lectinas; as lectinas das
plantas, agrupadas de acordo com a familia da planta e as lectinas encontradas em

microorganismos, com base na sua funcéo (VARKI, 1999).

3.2.3. Propriedades Biologicas

Sobre este grupo de proteinas, é indispensavel fazer algumas considerac6es
(NICOLSON, 1974 apud SILVA et al, 2000; SHARON, 1993; PEUMANS & VAN DAMME,
1996; CAVADA et al., 2001; FREIRE, 2003):

e Embora muitas lectinas reconhecam e se liguem a agucares simples tais como
glicose, manose, galactose, N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina ou fucose,
a afinidade € muito maior para com 0s constituintes de glicoproteinas: &cido
sidlico e N-acetilgalactosamina;

e Quanto a sua especificidade, as lectinas, usualmente, sdo definidas pelo
monossacarideo ou oligossacarideo de ligacdo tendo em vista que estes compostos
s&o mais eficazes em inibir a aglutinagdo ou precipitagéo de lectinas;

e Geralmente, sdo obtidas na sua forma pura, a maior parte por cromatografia,
podendo também ser obtidas, mais recentemente, por recombinacdo com técnicas
de DNA,;
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Dentre o0s papéis biol6gicos detectaveis nas lectinas, podemos citar acbes
fungicida, antimicrobiana e inseticida, além de mimetizar as selectinas humanas e
estimular células do sistema imune;

Podem ser aplicadas na tipagem de eritrocitos, transporte de agentes
quimioterapicos, inducdo de mitose, marcacdo taxondmica de microrganismos
especificos, na investigacdo estrutural e funcional de carboidratos complexos,
especialmente glicoproteinas, na observacdo de mudangas que ocorrem na
superficie celular durante os processos fisiologicos e patoldgicos, desde a
diferenciacdo celular ao céncer, na avaliacdo de toxicidade para células e animais,
bem como no efeito imunossupressor in Vvivo;

Nos animais e microorganismos elas podem servir para mediar o reconhecimento
biologico de diversos eventos relacionados a comunicagdo celular,

desenvolvimento, defesa, metastase tumoral, inflamacéo, etc.

Com base nas caracteristicas anteriormente apresentadas, as lectinas estdo atraindo,

atualmente, muito interesse na pesquisa, sendo usadas como ferramentas nos diversos campos de

interesse clinico e biotecnoldgico. Atualmente, as pesquisas nesta area tém se voltado para o

estudo de lectinas vegetais superiores e, neste sentido, muitos esforcos estdo sendo desenvolvidos

para 0 esclarecimento de aspectos relacionados a deteccdo, purificacdo, caracterizacao,

especificidade, mecanismos de acdo e estrutura destas proteinas. Tais consideragdes tém

contribuido fortemente para o real entendimento deste grupo protéico como ferramenta

biotecnologica.

3.2.4. Lectina de alga marinha da espécie de Hypnea musciformis (HML)

A Hypnea musciformis € um importante fonte de k-carragenana. Trata-se de um

polissacarideo sulfatado utilizado na inddstria alimenticia, como agente espessante, estabilizante

e gelificante, e na industria farmacéutica, como agente espessante e estabilizante (OLIVEIRA,

1998).
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Alguns estudos demonstram que a carragenana apresenta atividades antivirais,
inibindo, por exemplo, o virus HSV e o virus HIV (NEUSHUL, 1990). Outras pesquisas tém
mostrado que H. musciformis é composto por lectinas, que sao importantes substancias utilizadas
como agentes pro e anti - inflamatorios e no diagndstico e terapia em cancerologia (NAGANO, et
al. 2002).

A atividade hemaglutinante presente no extrato aquoso de algas marinhas vermelhas
foi observada pela primeira vez por Ainouz e Sampaio em 1991. Como outras lectinas de algas
marinhas, a lectina derivada da espécie de Hypnea musciformis, HML, é uma pequena
monomérica com uma massa molecular em torno de 9,000 Da (NAGANO et al., 2002).

Esta lectina isolada apresenta hemaglutinacdo em presenca de eritrocitos
tripsinizados de coelho e especificidade por mucina submaxilar bovina (0,6 pg/mL) e mucina de
estomago de porco (0,3 pg/mL HML), conforme os estudos de Rodrigues e colaboradores (2005).

Em geral, a HML apresenta 90 residuos de aminoacidos com 14 cisteinas
conservadas que estdo envolvidas na formacdo de 7 pontes dissulfeto (NAGANO, 2002). Essa
proteina se apresenta de forma intacta e fragmentada. Sua estrutura, por ndo apresentar
similaridades com nenhuma outra estrutura depositada em bancos de dados, indicam que a lectina
da alga marinha vermelha Hypnea musciformis (HML), devem constituir uma nova familia de
lectinas (RODRIGUES, 2005).

3.2.5. Uso de lectinas em Odontologia

Em Odontologia, ainda, séo escassos o0s estudos relacionados ao uso de lectinas no
diagnéstico e prevencdo de doencas. Estudos sobre esta tematica, ainda, ndo conseguiram
responder efetivamente qual seria o papel fisioldgico das lectinas frente ao processo saude doenca
carie. Alguns autores apontam varias propostas com relacdo a este questionamento e apresentam
dados significativos, especialmente, no que diz respeito a atuacdo de lectinas de vegetais
superiores (TEIXEIRA, 2007a).
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Algumas pesquisas apresentam referéncia para o estudo de cérie dentaria e apontam
para a avaliacdo da acdo de lectinas vegetais na aderéncia de microrganismos ao biofilme oral
(OLIVEIRA, 2005).

Segundo CISAR et al. (1995), interacbes mediadas pelas lectinas entre alguns
grupos de microrganismos orais tém importante papel na colonizagdo das superficies dentarias.
JORGE (1998) destaca que alguns tipos de lectinas vegetais podem até inibir o crescimento
microbiano e a atividade proteolitica. Além disso, comenta que seria possivel a inibicdo da

aderéncia pelas lectinas vegetais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Lectina

A lectina utilizada nessa pesquisa estd descrita na tabela abaixo, juntamente com
sua especificidade por carboidratos, matriz cromatografica usada no isolamento e referéncia

metodologica.

Quadro 1 - Lectina, sua especificidade por carboidratos, matriz cromatografica usada no isolamento e referéncia
metodoldgica utilizada na pesquisa.

Espécie Abrev.  Especificidade Coluna Referéncia
Hypnea musciformis HML Carboidratos complexos DEAE NAGANO et al, 2002
4.2. Bactéria

O microrganismo foi adquirido na ATCC (American Type Culture Collection) e esta

identificado na tabela abaixo:

Quadro 2 - Espécie e cepa dos microorganismo utilizado na pesquisa.

Microorganismo / Espécie Cepa

Streptococcus mutans ATCC 25175
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4.3. Saliva

Inicialmente, o protocolo adotado pela pesquisa foi submetido a aprovagdo do CP
(Comité de Etica em Pesquisa), respeitando a Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Satde
do Ministério da Saude (CNS, 1996), a fim de se adequar aos procedimentos éticos defendidos
por esta instituigdo. Todos os individuos receberam informag6es dos procedimentos antes da sua
adesdo a pesquisa, assinando um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Foi requerida, ainda, autorizacdo para a execucdo da pesquisa junto a Prefeitura
Municipal de Sobral para a utilizacdo de espaco fisico e mobilizacdo da equipe da Escola Padre
Osvaldo Carneiro Chaves, do bairro do Dom Expedito, no municipio de Sobral. Em seguida, foi
enviada uma Carta de Esclarecimento para os pais e responsaveis pelos escolares e um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (ver anexo C) para a devida autorizagdo em duas vias, de
acordo com as normas exigidas para as pesquisas em seres humanos da Resolucdo N° 10 de
outubro de 1996 e na Resolucdo N° 251 de agosto de 1997, do Conselho Nacional da
Saude/Ministério da Saude.

Cabe esclarecer que o presente estudo foi considerado uma investigacdo sem riscos,
ja que ndo foi realizada nenhuma intervencdo que pudesse afetar fisiologica, psicologica ou
socialmente os individuos participantes.

Em virtude de implicagdes legais, e a fim de manter principios éticos, as identidades
dos sujeitos foram mantidas em sigilo e as informagfes confidencialmente garantidas. A
utilizagdo do material coletado, conforme acordado, s6 serd feita em trabalhos de carater
exclusivamente cientifico (livros, artigos para publicacdo em periddicos, apresentacdo de
trabalhos em seminérios, congressos ou outros eventos cientificos e relatorios de pesquisa)
elaborados somente pelos pesquisadores.

Além disso, o pesquisador se comprometeu a comunicar 0s resultados da pesquisa
as autoridades sanitarias e educacionais do municipio com a finalidade de contribuir para a
melhoria das condi¢des de salde bucal da coletividade, reservando a imagem e assegurando-se
que os sujeitos da pesquisa ndo fossem estigmatizados ou mesmo perdessem a auto-estima.

Em seguida, foi solicitada a direcdo da escola a realizacdo de rastreamento de

escolares da idade pertinente ao estudo e, a partir de uma listagem para pré-triagem dos pacientes
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que participariam da pesquisa (APENDICE A). Todas as criancas desta idade foram cadastradas
para a aplicacdo de um instrumento de avaliacio do risco de carie (CARIOGRAM®).

Dentre os critérios para a inclusdo de escolares para a realizagdo do presente
estudo, podemos citar:

o Pertencer ao grupo de escolares de 12 anos de idade;

e Obter com autorizacdo dos pais e responsaveis para a participacdo efetiva das

atividades e coleta de material atraves de um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, em duas vias;

¢ Estar matriculado efetivamente na instituicdo de ensino;

e Estar presente na escola em pelo menos um dos dias agendados para o exame.

A coleta da saliva utilizada nos experimentos desta pesquisa foi obtida no periodo
de marco a junho de 2009. A necessidade de obtencéo deste material deve-se a utilizagdo de um
instrumento de avaliacdo do risco a carie que inclui testes salivares como ferramenta
imprescindivel. Diante deste contexto, o critério adotado para divisdo dos grupos de participantes
para a realizagdo do presente estudo foi o risco a doenga cérie.

Amostras de saliva estimulada foram coletadas em frascos estéreis imersos em gelo
e imediatamente submetidas a centrifugacdo a 12.000g por 30 minutos a 4°C. O precipitado foi
descartado e o sobrenadante filtrado em filtros 0,22um (Milipore) e denominado de saliva

clarificada.

4.4. Pérolas de Hidroxiapatita

Foram utilizadas cristais/pérolas de hidroxiapatita sintéticas com diametro de 60
micrometros, conforme a descricdo de alguns pesquisadores (NANCOLLAS and TOMSON,
1978; KOUTSOUKAOS et al., 1980 apud TEIXEIRA, 2007b).
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4.5. Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo explicativo-experimental de abordagem quantitativa através
de questionario de salde e andlises estatisticas de dados.

A pesquisa faz referéncia a uma analise comparativa de testes salivares e atividade
cariogénica em escolares de 12 anos de idade e a busca avaliar as potencialidades biotecnologicas
da lectina de alga marinha da espécie de Hypnea musciformis (HML) no diagndstico e prevencao
de carie dentdria. A area de concentragdo deste estudo Macromolétulas / Aplicacdo

Biotecnoldgica de Lectinas.

4.6. Desenho do estudo

No presente estudo, foram comparados os resultados obtidos através da aplicacdo
de exame clinico convencional para cérie e testes salivares de atividade cariogénica apontados
pelo programa CARIOGRAM® em associagdo com analises laboratoriais com a utilizacdo de
lectinas especificas.

Para melhor compreenséo, o estudo foi dividido em 2 sess@es, seguindo a ordem de
execucdo da pesquisa, a saber:

1. Na primeira sessdo, os pacientes foram avaliados pela equipe de execucdo da
pesquisa, a fim de identificar e confirmar a inclusdo do participante no presente
estudo. Neste mesmo momento, foi confirmado o esclarecimento do paciente
acerca do objeto de pesquisa, entrega do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Apéndice C), e realizados os procedimentos necessarios para a
alimentacéo do programa CARIOGRAM®. Por fim, foi realizada a coleta salivar
para a analise laboratorial. Ao final da utilizacdo desta ferramenta e analise dos
primeiros resultados, os participantes serdo classificados de acordo com o risco a

carie;
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2. Em seguida, foram realizadas analises laboratoriais junto ao Laboratério de
Imunologia da Universidade Federal do Ceara — Campus Sobral para obtengdo dos
dados da pesquisa no que diz respeito a:

a) Marcacéo de lectina com FITC;

b) Formacdo de Pelicula Adquirida ao Esmalte (PAE) em pérolas de
Hidroxiapatita (HA) para ensaio de marcagédo de pelicula atraves de lectina
associada ao FITC;

c) Ensaio de marcacdo de PAE com HML associadas ao FITC;

d) Determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima / Ensaio de Atividade
Antibacteriana

e) Ensaio da formagdo do biofilme bacteriano em diferentes meios de cultura

4.7. CARIOGRAM®

O Cariogram® € um programa de computador interativo desenvolvido pelo
Professor D. Bratthall, chefe do Departamento de Cariologia da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Lund, Suecia, em colaboracdo com os Doutores L. Allander e B. Sc. KO.
Lybegard. Este instrumento foi langado oficialmente no més de novembro de 1997 na versao
sueca para ilustrar a interrelacdo entre os fatores que contribuem para o desenvolvimento da carie

dentéria.

O Cariogram® ilustra uma possivel avaliagdo de risco a carie através de avaliacfes
clinicas e coleta de material para estudo laboratorial. Inicialmente, dados individuais do paciente
foram registrados para alguns fatores que tivessem relagdo direta com a doenca carie como:

bactérias, dieta e susceptibilidade do hospedeiro.

Em seguida, foram atribuidos valores aos diferentes fatores, de acordo com uma
escala pre-determinada, e 0s mesmos inseridos no programa de computador, que evidenciou a
probabilidade de se evitar a carie. Nesta logica, 0 modelo Cariogram® constitui uma maneira

simples de apresentar a interacdo entre os fatores relacionados a carie e tem se mostrado Gtil em
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varias situacdes, principalmente quando se deseja discutir com o paciente a importancia dos

fatores etiologicos.

O exame clinico bucal foi realizado com o objetivo de avaliar as condi¢des de saude
bucal. Em cada exame, utilizou-se um espelho bucal n°5, uma sonda exploratoria e espatula de
madeira sob luz natural. Todos os procedimentos referentes ao exame clinico seguiram as normas
de biosseguranca, a fim de se evitar infecgdes cruzadas. Para isso, fez-se uso de luvas
descartaveis, méascaras, aventais, gorros e dculos de protecdo, além de instrumentos esterilizados,
sendo utilizados somente um jogo por paciente examinado.

Os dados obtidos foram anotados em ficha clinica especifica (APENDICE B)
contendo o numero de identificagdo do participante, a data do exame, o0 sexo e a idade. As fichas

clinicas apresentaram informagdes referentes, ainda, as seguintes variaveis, a saber:

a) indice de Placa Bacteriana

Os dentes de cada participante foram evidenciados utilizando corante a base de
fucsina bésica (Eviplac, Biodinamica Quimica e Farmacéutica Ltda). Em seguida foi utilizado o
método simplificado de Greene & Vermillion adaptado por Guedes-Pinto (2000), para

quantificacdo de placa bacteriana.

Utilizou-se a superficie vestibular e lingual de 6 dentes indices, as quais receberam
escores de 0 a 3 (Quadro 1). Foram observadas quatro superficies dos primeiros molares
permanentes, sendo as faces vestibulares dos primeiros molares superiores e a lingual dos
inferiores de ambos os lados. Em participantes portadores somente de dentes deciduos, foram

utilizados os segundos molares deciduos para estudo.

Observou-se também as faces vestibulares dos incisivos centrais direitos superior e

inferior. Apds registro dos valores para cada superficie, estes foram somados e divididos por seis.
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Quadro 3 — Médias de escores por paciente atribuidos para cada face, utilizando-se indice de Greene & Vermillion,
para quantificacdo de placa bacteriana (Guedes- Pinto, 2000).

Escores Média Interpretacgéo
0 <04 Auséncia de depdsito
1 04al,0 Depdsito que vai além de 1/3 da superficie dentaria
2 11a2,0 Depdsitos cobrem mais de 1/3, ndo indo além de 2/3 da

superficie dentéria

3 >2,0 Depdsitos cobrem mais de 2/3 da superficie dentaria

b) Contagem de Estreptococos do Grupo Mutans na Saliva

As amostras de saliva estimulada foram obtidas através de mastigacao de bloco de
parafina de 1 cm®, dispensadas em Tubos Falcon e transportada até o laboratério. Para isso, foi
necessario que o paciente estivesse em jejum 1 hora antes da realizacdo da coleta.

As amostras de saliva requeridas para a determinagdo da contagem de células
viaveis de Streptococcus mutans foram mantidas no gelo até o inicio do procedimento
microbiolégico para contagem, visando impedir a multiplicacdo das bactérias que sdo mesdfilas e
crescem a temperatura ambiente (GOLD, O.G.; JORDAN, H.V.; VAN HOUTE, 1975 apud
MATTOS-GRANER et al, 1998). Mediante a esse fato, o periodo de tempo entre a coleta e a
semeadura ndo ultrapassou trés horas.

Com o auxilio de uma pipeta, foram retirados ciquenta microlitros da amostra de
saliva, previamente colhida em tubos eppendorf. Em seguida, foram realizadas dilui¢des decimais
sucessivas em solucéo salina 0,85% esterilizada obtendo-se diluicdes decimais de 10 a 10,

A partir da saliva pura e de cada diluicdo, 0,1 mL foi semeado em triplicata em
placas de Petri contendo &gar mitis salivaris acrescido de 20% de sacarose, (0,2) Unidades
Internacionais de Bacitracina e 0,19 de telurito de potassio. A Placa de Petri com 0 meio de
cultura MSB foi dividida em 4 por¢des de modo a facilitar a identificacdo das colnias por

diluicdo. As placas foram incubadas por 72 horas a 37°C em microaerofilia.
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A leitura das placas foi efetuada pela contagem padrédo de colénias de Streptococcus
mutans viaveis (UFC/ml). O resultado final em UFC/ml de saliva foi obtido através da conversao
da quantidade inoculada (0,1ml) e do fator de diluig&o.

A interpretagdo foi realizada de acordo com o quadro 2.

Quadro 4 - Atribuicdo de escores seguindo a interpretacdo da contagem de estreptococos do grupo mutans, pelo
método de Kdhler e Bratthall (1979).

NUMERO DE COLONIAS QUANTIDADE DE ESCORES
ESTREPTOCOCOS
1-20 Menor 105 1
21 -100 105 a 106 2
@ 100 Maior 106 3

¢) indices CPOD, ceo;

No que diz respeito a cérie dentéria, a forma de avaliacdo e andlise da presenca de
carie foi feita utilizando o indice CPO-D, descrito por KLEIN e PALMER (1937), que fornece a
média do nimero total de dentes permanentes Cariados (C), Perdidos (P) e Obturados (O) em um
grupo de individuos considerando o Dente (D) como medida de unidade.

O indice ceo é o correspondente a denticdo temporéaria e exclui dentes extraidos,
considerando-se a dificuldade de separar dentes perdidos por céarie ou esfoliados. Os critérios
clinicos utilizados encontram-se no quadro 3. Para a experiéncia de carie de cada paciente

avaliado, foram atribuidos escores de 0 a 3, conforme o quadro 4.
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d) Determinacdo da Velocidade do Fluxo Salivar

As coletas de saliva foram realizadas nos dois periodos, matutino e vespertino, com
jejum minimo de uma hora e sem higiene prévia da cavidade oral.

A determinacdo do fluxo salivar, baseada em Krasse (1986), foi realizada
utilizando-se um pedaco de parafina e uma proveta graduada de 20 mL. Os voluntarios foram
orientados a ndo ingerir, previamente no dia do teste, qualquer substadncia estimulante ou
contendo corantes.

Inicialmente, os voluntarios enxaguaram a boca energicamente dgua destilada, para
limpeza de “debris” celulares. Em seguida, a parafina foi deixada na boca por 30 segundos, sendo
a saliva acumulada neste periodo deglutida. Logo apos, foi solicitado que o participante
mastigasse a parafina e toda a saliva produzida foi coletada em tubos Falcon durante o periodo de
cinco minutos. Os tubos foram previamente resfriados com a finalidade de diminuir as bolhas e a
espuma. Em seguida, o recipiente foi fechado hermeticamente e o volume de saliva medido no
laboratorio.

Apls esta andlise as amostras salivares foram colocadas em mini-tubos,
centrifugadas a 12.000g e armazenadas em um sistema refrigerado (freezer a -20°C) até a
realizagé@o dos procedimentos analiticos (THYLSTRUP e FEJERSKOV, 1995).

Foram utilizados como indices de secrecdo da saliva integral estimulada com

parafina os valores expressos no quadro 5, medidos em mililitros por minuto (ml/min).

e) Capacidade Tampé&o da Saliva

Foi adicionado 1,0 mL da saliva coletada de cada paciente em 1,0 mL de solucgéo
de HCI 0,005M, de acordo com o método de ERICSSON (1959 apud SPADARO et al, 1998).
Ap0s agitacdo do tubo, aguardaram-se dez minutos e determinou-se o potencial hidrogenidnico
(pH) com o auxilio de um pHmetro previamente calibrado. Os escores a serem atribuidos para a

capacidade tampdo encontra-se no quadro 6.
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As informacdes referentes a utilizagdo do flGor nas criangas examinadas foram

obtidas através da anamnese na presenca dos pais ou responsaveis. Os escores atribuidos

encontram-se no quadro 7. Foram, ainda, atribuidos escores para o conteddo de agucar na dieta

(Quadro 8) e a frequéncia de consumo de actcar (Quadro 9).

Quadro 5 — Apresentacdo de critérios clinicos a serem utilizados para obtengdo dos indices CPOD/S e ceod/s.

CLASSIFICACAO| CODIGO CRITERIO
Cariado Clc Esmalte socavado; sulcos e fissuras com
opacidade do esmalte, manchas de carie ou
presenca de tecido amolecido; restauragdes
com recidiva; em casos de ddvida entre cariado
e extracdo indicada, o dente foi considerado
cariado;

Obturado Ol/o Dente restaurado com material definitivo; em
caso de duvida entre obturado e cariado, o
dente foi considerado obturado;

Perdido P Dente extraido devido a cérie dentéria;
Extracdo indicada e Quando o dente apresenta lesdo que atingiu a

camara pulpar;

Higido

Quando inexistir carie ou restauracdo; em caso
de davida entre higido e cariado, o dente foi

considerado higido.
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Quadro 6 - Escores atribuidos, considerando-se a prevaléncia de cérie e a meta da Organizacdo Mundial de Salde

para criangas até 12 anos.

ESCORES PREVALENCIA
0 Livre de cérie e sem restauracoes
1 CPOD/ ceo menor que 3
2 CPOD/ ceo igual a 3
3 CPOD/ ceo maior que 3

Quadro 7 - Escores atribuidos para quantidade de saliva obtida na determinacéo do fluxo salivar.

ESCORES FLUXO SALIVAR
0 Secrecéo salivar normal: acima de 1,0 mL/ min
1 Secrecdo salivar baixa: 0,7 a 1,0 mL/ min
2 Secrecéo salivar muito baixa: 0,1 a 0,7 mL/ min
3 Xerostomia: menor que 0,1 mL/ min

Quadro 8 - Escores atribuidos para o valor de pH obtido na verificacdo da capacidade tamp&o da saliva.

ESCORES VALOR DE pH
0 Capacidade tampéo normal: pH acima de 6,0
1 Capacidade tampao reduzida: pH de 4,5a5,5
2 Capacidade tampéo baixa: pH abaixo de 4,0

Quadro 9 — Escores atribuidos as InformacGes sobre a utilizacdo de fllor pelas criangas, obtidas junto aos pais ou

responsaveis.

ESCORES FLUOR
0 Uso de dentifricio fluoretado e uso constante de meios
adicionais (bochechos e vernizes);
1 Uso de dentifricio fluoretado e uso eventual de meios
adicionais ( bochechos e vernizes);
2 Somente dentifricio fluoretado;

Nao utiliza.
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Quadro 10 - Escores atribuidos para o contelldo de agUcar presente na dieta de cada participante, segundo pais e

responsaveis.

ESCORES CONTEUDO DE AGUCAR NA DIETA
0 Muito pouco agucar, dieta balanceada
1 Baixa presenca de acucar e dieta ndo cariogénica
2 Consumo de acucar moderado, dieta com conteldo
relativamente alto de acucar
3 Alta ingestdo de acUcar, dieta cariogénica

Quadro 11 - Escores atribuidos para a freqiéncia no consumo de aglcar presente na dieta, segundo pais e

responsaveis.

ESCORES FREQUENCIA DE ACUCAR NA DIETA
0 Consumo méaximo de trés vezes/ dia;
1 Consumo méaximo de cinco vezes/ dia
2 Consumo méaximo de sete vezes/ dia
3 Consumo maximo superior a sete vezes/ dia

g) Doencas Sistémicas Relacionadas

A presenca de doencas ou condicdes sistémicas também foi pesquisada durante a

anamnese realizada com os pais ou responsaveis pelas criangas. Os escores atribuidos encontram-

se no quadro 10.

Quadro 12 - Escores atribuidos para a presenca de doencas sistémicas relacionadas & cérie, segundo pais ou

responsaveis.

ESCORES DOENCAS SISTEMICAS RELACIONADAS
0 Paciente saudavel: ndo existem sinais de doengas sistémicas
relacionadas a cérie
1 Presenca de doenca que pode influenciar no processo de cérie ou
que possa contribuir para aumentar o risco (deficiéncia visual,
incapacidade de locomogé&o)
2 Paciente pode estar acamado ou utilizando medicacdo continua

que afete a secrecdo salivar
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4.8. Marcacao de lectina e BSA com Isotiocianato de fluorisceina (FITC)

O processo de marcacdo de lectina e do BSA foi realizado utilizando o protocolo de
marcacao do kit de marcacdo de anticorpos “FLUOROTAGTM FITC CONJUGATION KIT”
Stock No. FITC-1 da SIGMA Chemical Company.

A lectina foi dissolvida em 1mL de tampédo carbonato/bicarbonato de sédio 0,1M
pH 9,0. Apos répida agitacdo foi adicionada & mistura 250pL de uma solucdo de FITC (Img/mL)
sendo submetida a agitacdo constante por 2h ao abrigo da luz. Apés incubacdo, a fragdo contendo
lectina conjugada com FITC foi separada da FITC ndo conjugada por meio de cromatografia de
exclusédo molecular em coluna PD 10 (Pharmacia LKB — 9,0mL), previamente equilibrada com
30 mL de tampéo fosfato salina 0,01M (contendo ainda: 138 mM de KCI e 27mM de NaCl) pH
7,4 e com fluxo continuo mantido por for¢a da gravidade.

A amostra contendo lectina e FITC foi aplicada a coluna e a amostra foi eluida em
10 mL de PBS, coletando aliquotas de 1 mL, sendo monitorada a absorbancia de cada aliquota a
280nm e 495 nm em espectrofotdmetro. Apos as leituras as aliquotas com absorbancia maior que
0,400 foram coletadas e dialisadas contra agua mili-Q para posterior liofilizacdo e estocagem do

material para uso posterior.

4.9. Formacao de Pelicula Adquirida ao Esmalte (PAE) em pérolas de Hidroxiapatita (HA)

para ensaio de marcacgao de pelicula atraveés de lectinas associadas ao FITC

Para a formacdo da Pelicula Adquirida ao Esmalte (PAE) foi pesado 5mg de pérolas
de hidroxiapatita (60um) e, em seguida, foram adicionados 125ul de saliva clarificada de
pacientes de alto e baixo risco individualmente. As amostras permaneceram por 15 minutos sobre
agitacao constante a temperatura ambiente e, a partir dai, foram lavadas com tampéo PBS 0,1M
pH 7,2 e utilizadas nos experimentos (LAMKIM e OPPENHEIM, 1993).
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4.10. Ensaio de marcacgao de PAE com lectinas associadas ao FITC

Apols o tratamento das pérolas de hidroxiapatita com saliva, foram adicionados
125uL de BSA (100ug/ml) sob agitacdo de 15 minutos e, em seguida, novamente lavadas com 1
ml de PBS 0,1M pH 7,2. Em seguida, foram adicionados 125uL de solucdo de HML marcada
com FITC (100ug/ml) e colocados sob agitagdo por mais 15 minutos. Apds esse tempo as pérolas
foram lavadas trés vezes com tampéo fosfato PBS 0,01M pH 7,2 sendo, em seguida, observadas

ao microscopio de fluorescéncia modelo “Olympus System Microscope Model BX60”.

4.11. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima / Ensaio de Atividade

Antibacteriana

Partindo de uma cultura estoque, em meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion)
com 20% de glicerol, os microorganismos foram crescidos inicialmente em 5 mL BHI por 24
horas a 37°C com um inoculo de 50uL. Apds essa ativacdo inicial, a cultura foi renovada em
mais 10mL de BHI caldo estéril com inoculo de 100uL e crescidos nas mesmas condigdes
descritas acima por 18 horas. Essa renovagdo foi realizada com a intencdo de se obter um
microorganismo com melhor crescimento e desenvolvimento.

Em seguida, a cultura foi centrifugada (5000 rpm) por 5 minutos e lavada trés vezes
com salina sendo re-suspendidas no dltimo ajustando-se a concentracéo a 108 UFC/ml de acordo
com a escala de MacFarland 0,5. Apds o ajuste da concentracdo, a solu¢do de HML foi preparada
a partir de uma concentragdo de 1000mg/mL e as amostras foram mantidas em estoque até a
montagem das placas.

Foram distribuidos 100uL da solugdo de HML em tubos tipo eppendorfs e
adicionado 100uL da solucdo bacteriana ajustada. Apds o inoculo, os tubos foram incubados a
37°C por mais 6 horas. Para o Grupo Controle, foram utilizados 100uL de NaCl 0,15M e 100uL

de solucdes de Albumina Serica Bovina (BSA) seguindo as mesmas concentragdes da lectina.



55

Por fim, as solucGes foram retiradas da estufa e realizado um inoculo de 4uL das
bactérias em contato com a lectina em placa de microtitulacdo (ELISA) contendo 200uL de meio
BHI e realizada a primeira leitura (Tempo Zero). Apds esse procedimento a placa foi incubada a
37°C e realizada leituras nos tempos de 6, 12, 18, e 24 horas em Leitor de ELISA (BioTrak Il —

Plate Reader) a um comprimento de onda de 620nm.

4.12. Ensaio da formacéo do biofilme bacteriano em diferentes meios de cultura

O ensaio de aderéncia da cepa bacteriana em placa de ELISA foi realizado segundo
a metodologia descrita por O'toole e Kolter (1998 a,b), com algumas adaptacdes.

Apds a ativacdo inicial de uma cultura estoque, renovacao e ajuste da concentragdo
seguindo 0 modelo do ensaio anteriormente descrito, foram distribuidos 200uL do meio de
cultura (BHI) em placa de microtitulagdo, e realizado um inoculo de 4uL de solucéo bacteriana.
Ap0s a montagem, a placa foi incubada 37°C, e realizadas a anélise da formacéo de biofilmes nos
tempos de 6, 12, 18 e 24 horas.

Em seguida, as placas foram retiradas da estufa e lavadas trés vezes com &gua
destilada (Biotrak Il — Plate Wash) e depois adicionado 200uL de cristal violeta 1% por 15
minutos. Apds a coloragdo com o cristal de violeta o processo de lavagem foi repetido e a placa
colocada sob temperatura ambiente por 1 hora. Em cada pogo foram adicionados 200uL de 4cido
acetico 33%, e, ap06s 15 minutos, a suspensao foi transferida para outra placa de microtitulagéo de
fundo chato e seguida realizada a quantificacdo em leitor de ELISA em um comprimento de onda

de 595nm (Genequant - Pro).

4.13. Andlise Estatistica

Os resultados dos testes de inibicdo de crescimento bacteriano e da formacdo do

biofilme bacteriano foram demonstrados através de graficos utilizando a estatistica descritiva
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(média e desvio padrdo). A diferenca entre médias de replicatas foi verificada através da
aplicacdo do teste T para apresentacdo dos resultados do ensaio de inibicdo de crescimento
bacteriano e teste One-way ANOVA com Bonferroni post-test executados com o auxilio do
programa GraphPad Prism® versdo 3.00 para Windows, Software GraphPad®, San Diego
California USA, para formagdo do biofilme bacteriano. Para esses testes foram considerados

estatiticamente significativos valores de p<0.01.
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5. RESULTADOS

Para uma melhor compreenséo, os resultados foram separados por categoria levando
em consideracdo o tipo de metodologia aplicada. O presente trabalho avaliou, inicialmente, o
risco a cérie dentéria, que constitui um dos maiores problemas de satde bucal coletiva no Brasil,
em escolares da rede publica municipal de Sobral. Esta etapa constituiu o primeiro passo para a
divisdo dos grupos e, em seguida, partiu-se para a avaliacéo as potencialidades biotecnoldgicas de
lectinas vegetais no diagnostico e prevencéo de cérie dentaria.

A partir disso, foram realizados padrdes de estudo em relacdo aos seguintes topicos:

Primeira Etapa - Avaliacdo do Risco de Cérie em escolares de 12 anos de idade,
em Sobral, Ceara, 2009

Segunda Etapa - Ensaios laboratoriais para a avaliagdo das potencialidades

biotecnoldgicas de lectinas vegetais no diagndstico e prevencao de cérie dentéria

- Ensaio de marcagdo de Pelicula Adquirida de Esmalte (PAE) com lectinas
associadas com FITC;
- Determinagéo da Concentrag&o Inibitoria Minima (MIC);

- Formagé&o de biofilmes em placas de microtitulagéo.

Primeira Etapa - Avaliacdo do Risco de Cérie em escolares de 12 anos de idade,

em Sobral, Ceara, 2009
Em geral, 31 criancas foram incluidas no estudo. Em se tratando da prevaléncia de
carie obtido pelo exame CPOD, 26% (N=8) dos participantes do estudo apresentaram-se livres de
carie e sem restauracdes (Figura 2). Em geral, o CPOD permaneceu abaixo de 3 em 58% dos
casos (N=18), contudo somente 32,26% dos participantes (N=10) permanecem com a

susceptibilidade a carie dentaria menor que 10% (Figura 3).



58

@ Livre de cérie e sem
restauracdes

@ CPOD menor que 3

O CPOD igual a 3

0O CPOD maior que 3

10%

32%

Figura 2 — Distribuicdo da prevaléncia de cérie através do CPOD em escolares de 12 anos de idade na Escola de
Ensino Fundamental Padre Osvaldo Chaves, em Sobral, Ceara, 2009.

A Figura 4 mostra a classificacdo de risco a cérie dentéria proposta pela ferramenta
Cariogram® e apresenta trés niveis de severidade, a saber: riscos baixo, intermediario e alto. Este
resultado traduz o consolidado da alimentacdo de variaveis citadas anteriormente e agrupa 0s
participantes em trés grandes grupos.

Vale destacar que a classificacdo de risco de cérie, proposta pelo programa, esta
fortemente ligado a possibilidade de evitar novas céries. Sendo assim, verificou-se através deste
estudo que 78% (N=24) apresentaram risco de carie nos niveis intermediario e alto (Figura 4) e,
45% dos participantes (N=14) apresentam menos de 50% de chance de evitar novas caries
(Figura 5).

12,90%

32,26%

@x<10%
m10% <x<20 %
o> 20%

54,84%

Figura 3 — Distribuicéo da susceptibilidade & carie dentéria pelo Cariogram®, em escolares de 12 anos de idade na
Escola de Ensino Fundamental Padre Osvaldo Chaves, em Sobral, Ceard, 2009.
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@ Intermediario
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Figura 4 — Distribuicéo da classificagdo de risco a carie dentéria pelo Cariogram®, em escolares de 12 anos de idade
na Escola de Ensino Fundamental Padre Osvaldo Chaves, em Sobral, Ceard, 20009.

Avaliando-se, ainda, os valores do Cariograma®, (porcentagem de possibilidade de
evitar novas lesdes de cérie), pOde-se observar que 2 criangas (6,45%) apresentavam
possibilidade de evitar novas lesdes de carie menor que 75% (alto risco) e 4 criancas
(12,90%) apresentavam uma possibilidade maior que 75% (baixo risco) de evitar estas lesdes
(Figura 5).

13% 6%

ox<25%

B 25% < x <50%
050% < x < 75%
0> 75%

32%

Figura 5 — Distribuicdo da possibilidade de evitar novas céaries a cérie dentéria pelo Cariogram®, em escolares de 12
anos de idade na Escola de Ensino Fundamental Padre Osvaldo Chaves, em Sobral, Ceard, 20009.

Finalmente, foram selecionadas para o estudo, 14 amostras de pacientes em dois
grupos, sendo 07 amostras de pacientes de baixo risco de carie apontados pelo teste Cariogram®e

outras 07 amostras de pacientes de alto risco.
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Segunda Etapa - Ensaios laboratoriais para a avaliagdo das potencialidades

biotecnologicas de lectinas vegetais no diagndstico e prevencao de cérie dentéria

Recentes trabalhos publicados indicam que lectinas vegetais possuem potencialidade
importante como um possivel insumo biotecnologico a ser utilizado em programas de prevengéo
de cérie e de doenca periodontal (TEIXEIRA et al., 2007 a,b). A partir deste contexto, partiu-se
para a verificagdo deste padrdo em criancas de 12 anos de idade categorizados como alto e baixo

risco a carie dentaria.

Ensaio de marcagdo de Pelicula Adquirida de Esmalte (PAE) com lectinas associadas com
FITC

Para a realizacdo deste ensaio, foram selecionadas 14 criancas categorizadas em
dois grupos de 07 participantes. As amostras foram analisadas em duplicata e os registros
fotografados em microscépio de fluorescéncia para andlise comparativa entre estes dois
grupamentos na tentativa de identificar um padréo diferenciado de acordo com o risco de carie.

O Controle Negativo deste ensaio foi composto por pelicula de saliva sobre pérola
de hidroxiapatita tratada somente com solugdo de FITC. Para esta amostra, ndo foi registrado

nenhum padréo especifico, conforme tinha sido esperado.

'o.’-

Figura 6 - Visualizacdo do Controle Negativo (FITC) do ensaio de marcagdo de pelicula adquirida em microscopio
de Fluorescéncia no aumento de 40x.
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Figura 7 - Visualiza¢do do Controle Negativo (FITC) do ensaio de marcagéo de pelicula adquirida em microscopio
de Fluorescéncia no aumento de 100x.

A interacdo entre a lectina de algas marinhas da espécie de Hypnea musciformis
(HML) e carboidratos de superficie da Pelicula Adquirida ao Esmalte (PAE) simuladas em
pérolas de hidroxiapatita foi demonstrada através de Microscopia de Fluorescéncia, utilizando
lectina marcada com FITC (Figura 8). A lectina destas algas possui um padrédo de marcagédo de
pelicula adquirida relevante, mostrando-se evidente em diversos pontos da imagem de maneira

uniforme.

Figura 8 - Imagem por microscopia de fluorescéncia mostrando a interacdo entre a lectina de algas marinhas da
espécie de Hypnea musciformis (HML)/FITC e a superficie da Pelicula Adquirida ao Esmalte (PAE) simuladas em
pérolas de hidroxiapatita. Aumento de 40x.
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Figura 9 - Imagem por microscopia de fluorescéncia mostrando a interacéo entre a lectina de algas marinhas da
espécie de Hypnea musciformis (HML)/FITC e a superficie da Pelicula Adquirida ao Esmalte (PAE) simuladas em
pérolas de hidroxiapatita. Aumento de 100x.

Quando comparadas as amostras de saliva de pacientes de alto e baixo risco a carie
dentaria, a interagéo entre a lectina destas algas e carboidratos de superficie da Pelicula Adquirida
ao Esmalte (PAE) simuladas em pérolas de hidroxiapatita ndo apresentou evidéncia significativa.
Embora fossem observadas imagens com um padréo de marcacéo evidente, isso ndo foi suficiente

para um diagndstico diferencial entre os dois grupos.

Figuras 10 e 11 - Imagem por microscopia de fluorescéncia mostrando a interacdo entre a lectina de algas marinhas
da espécie de Hypnea musciformis (HML)/FITC e a superficie da Pelicula Adquirida ao Esmalte (PAE) de pacientes
de baixo (Figura 10) e alto risco (Figura 11) a carie dentaria simuladas em pérolas de hidroxiapatita. Aumento de
40x.
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Figuras 12 e 13 - Imagem por microscopia de fluorescéncia mostrando a interacdo entre a lectina de algas marinhas
da espécie de Hypnea musciformis (HML)/FITC e a superficie da Pelicula Adquirida ao Esmalte (PAE) de pacientes
de baixo (Figura 12) e alto risco (Figura 13) a carie dentéaria simuladas em pérolas de hidroxiapatita. Aumento de
100x.

Determinacéo da Concentracdo Minima Inibitoria

Reconhecendo que a lectina isolada de algas marinhas vermelhas Hypnea
musciformis (HML) reconhece glicoconjugados na saliva a partir de ensaio de marcacdo de
Pelicula Adquirida de Esmalte (PAE) com lectinas associadas com FITC, mas que isso ndo €
suficiente para a diferenciacdo entre os grupos de alto e baixo risco a cérie, optou-se por
investigar a atividade desta proteina na Concentracdo Minima Inibitoria (MIC) de diferentes de
cepas bacterianas da espécie Streptococcus mutans, através da metodologia “in vitro” de
microdiluicdo em placas de poliestireno. Aqui, o padrdo de investigagdo ndo seria mais
diferenciado por risco a carie e, sim, por atividade frente as diferentes cepas bacterianas.

Dentro do intervalo de concentragéo de proteinas analisadas, a analise estatistica foi

aplicada e os dados mostrados séo referentes a maior concentragéo (500 pg/ml).
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Figura 14 - Gréfico de barra do crescimento Streptococcus mutans (620nm) em diferentes tempos (6, 12, 18 e 24
horas) sob o efeitos das lectinas do género Hypnea musciformis (HML) na concentracdo de 500 pg/ml. (a) S. mutans
x HML e (b) Controle Negativo utilizando Albumina Sérica Bovina (BSA). * Lectina x BSA. p<0.01.
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Figura 15 - Gréfico de barra do crescimento Streptococcus mutans (620nm) em diferentes tempos (6, 12, 18 e 24
horas) sob o efeitos das lectinas do género Hypnea musciformis (HML) na concentracdo de 500 pg/ml. (a) S. mutans

x HML e (b) Salina. * Lectina x Salina. p<0.01.
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Através deste ensaio, foi percebido que a lectina de Hypnea musciformis (HML)
apresentou atividade inibitéria sobre Streptococcus mutans, quando comparados ao grupo

Controle (solucdo salina 0,9%).

Inibicio da formagcéo de biofilme bacteriano em placas de poliestireno

Para a realizacdo deste ensaio, 0 padréo de investigacdo ndo seria mais diferenciado
por risco a cérie e, sim, por atividade frente a formacdo de biofilme de cepas bacterianas

Streptococcus mutans UA159.
A lectina utilizada n&o inibiu ou estimulou a formacao de biofilme de Streptococcus

mutans. O padrdo de inibicdo s6 foi observado em forma planctdnica desta bactéria. Estes
resultados demonstraram ndo haver inibicdo ou estimulacdo do desenvolvimento do biofilme

destes microorganismos submetidos a lectina em teste.

Biofilme S. mutans / HML

0.75-
1 HML (100ug/mL)
[l BSA (100ug/mL)
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2
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m
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6.0 12.0 18.0 24.0
Tempo (horas)

Figura 16 - Grafico em barra do crescimento de biofilme em diferentes tempos (6, 12, 18 e 24 horas) na presenca da
lectina do género de Hypnea musciformis (HML) na concentragdo de 100 pg/ml. Para controle utilizou-se solucéo
salina e BSA (Bovine Serum Albumine). (a) S. mutans x HML 100 pg/ml, (b) S. mutans x BSA 100 pg/ml, (c)
Controle. *p<0.01.
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Entretanto, a lectina isolada de algas marinhas Hypnea musciformis demonstrou
uma capacidade de manter o crescimento das cepas de estreptococos de forma especifica, ou seja,

diferente, estatisticamente, de outra proteina, albumina sérica bovina.

Biofilme S. mutans / HML
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Figura 17 - Gréafico em barra do crescimento de biofilme em diferentes tempos (6, 12, 18 e 24 horas) na presenca da
lectina do género de Hypnea musciformis (HML) na concentragdo de 200 pg/ml. Para controle utilizou-se solugdo
salina e BSA (Bovine Serum Albumine). (a) S. mutans x HML 200 pg/ml, (b) S. mutans x BSA 200 pg/ml, (c)

Controle. *p<0.01.



67

6. DISCUSSAO

a) Epidemiologia

Quando analisados no presente estudo, os escolares aos 12 anos de idade
matriculados na Escola Padre Oswaldo Chaves da rede publica municipal de Sobral,
apresentaram algumas semelhangas com os dados de estudos anteriores e publicados no pais. 1sso
pode ser observado na Figura 2 do presente estudo, em que se verificou que 42% dos escolares
apresentaram indice superior ao esperado (CPOD > 3). Acredita-se que muitas agdes e servigos
devem ser elaborados e incorporados na realidade desta comunidade na tentativa de minimizar
ainda mais o problema de salde identificado entre elas. Contudo, é importante frisar que o0s
esforcos para a reversdo deste quadro de salde ndo dependem exclusivamente destas acdes e
servicos. E indispensavel a incorporacdo de medidas de satide junto & familia, tendo em vista que
0 nucleo familiar € o eixo estruturante de todo o processo salde-doenca cérie.

Vale destacar que, a partir dos dados consolidados do questionario aplicados, a
populagdo de escolares do presente estudo mostrou-se Unica por diferentes razdes, a saber: os
individuos apresentam nivel sdcio-econémico relativamente baixo; alto consumo de agucar
extrinseco aliado a falta de esclarecimento sobre habitos alimentares e dieta saudavel, além de
hébitos de higiene inadequados e acesso deficiente aos cuidados dentais preventivos e/ou
terapéuticos, embora neste espago social, diversas acbes tenham sido desenvolvidas pelas
Equipes de Satde Bucal da Estratégia Saude da Familia.

Estes fatores associados podem ter contribuido, significativamente, para os altos
indices de CPOD observados. Estes dados refletem ainda no nimero de individuos que
apresentam maior susceptibilidade no desenvolvimento de novas lesdes (Figura 3), uma vez que
esta variavel contribui para a definicéo de risco de cada paciente.

Vale destacar que os individuos que apresentam experiéncia de carie devem ser
constantemente monitorados e, dependendo da atividade de cérie presente, submetidos a métodos
efetivos na prevencdo da doenca cérie. Este monitoramento pode ser realizado individual e

coletivamente através da ferramenta apontada no presente estudo, o Cariogram®, ja que estas
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varidveis estdo, agora, registradas e cada um dos escolares categorizado em trés diferentes
segmentos de risco a carie dentéria: baixo, intermediario e alto (Figuras 4 e 5). Diante deste
aspecto, as acOes e servicos dedicadas a este grupo, podem ser avaliadas através de seu impacto
na saude destas criancas e monitorado atraves de gréficos especificos a cada um dos grupos.
Individualmente, € esperado que sejam avaliados tais resultados, na tentativa de acompanhar o
padrdo de evolucéo especifico a cada individuo.

Diante deste contexto, é indispensavel a identificacdo de métodos especificos e
efetivos na prevencdo da doenca céarie e promogdo da salde bucal para este grupamento de

individuos.

b) Ensaios Laboratoriais

Lectinas vegetais podem ser utilizadas como ferramenta para o diagndstico e
prevencdo de patologias orais relacionadas a biofilmes microbianos, uma vez que possuem a
propriedade de se ligar de forma reversivel a residuos de carboidratos (TEIXEIRA, 2007b). Neste
sentido, emerge 0 seguinte questionamento em relacdo ao diagnostico da cérie dentéria: as
lectinas seriam capazes de reconhecer diferencas entre Peliculas Adquiridas de pacientes de alto e
baixo risco a cérie?

A partir desta logica, foram iniciados os ensaios laboratoriais na tentativa de
explicagdo de cada um destes questionamentos. Sendo o componente saliva um dos principais
fatores relacionados a este padrdo de doenca, foram avaliadas diferentes amostras a partir da
lectina extraida da espécie Hypnea musciformis de algas marinhas vermelhas pertencentes a
Familia Hypneaceae (Divisdo Rhodophyta, Classe Rhodophyceae, Subclasse Florideophyceae,
Ordem Gigartinales).

A espécie de algas marinhas vermelhas Hypnea musciformis encontra-se distribuida
geograficamente ao longo do litoral brasileiro, desde o litoral do Rio Grande do Sul até o litoral
do Maranhdo (NUNES, 2005; REIS et al, 2003; MARTINS, 2007). Esta espécie pode ser
encontrada em regiGes do infralitoral e mesolitoral, sobre rochas ou como epifita, principalmente
sobre Sargassum spp. (SCHENKMAN 1986, REIS et al. 2003; MARTINS, 2007) e, devido a
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esta distribuicdo geografica, a H. musciformis estd sujeita a variagdes ambientais e apresenta
ampla tolerancia a temperatura (18 a 30°C) e salinidade (20 a 50 ups) (YOKOYA & OLIVEIRA
1992 a,b; MARTINS, 2007).

A HML ¢é capaz de reconhecer glicoconjugados na saliva de individuos de
diferentes riscos a cérie (Figuras 8 e 9). Contudo, ndo ha padréo diferencial aparente entre as
amostras, 0 que leva a crer que esta proteina, através deste teste especifico, ndo seria a ferramenta
mais apropriada para o diagnostico de alto e baixo risco a carie (Figuras 10 e 11; Figuras 12 e
13).

Alguns estudos evidenciam que as interacdes mediadas pelas lectinas entre alguns
grupos de microrganismos orais tém importante papel na colonizacdo das superficies dentérias
(CISAR etal, 1997 apud OLIVEIRA, 2005).

Segundo Jorge (1998), alguns tipos de lectinas vegetais estdo, ainda, relacionados a
inibicdo do crescimento microbiano e da atividade proteolitica. Estudos in vitro indicam que o
efeito antibacteriano das lectinas é variavel dependendo do tipo de microrganismo. Além disso,
seria possivel a inibi¢do da aderéncia bateriana através do uso de lectinas vegetais.

Diante desta diversidade de caracteristicas, a aplicacdo de lectinas sobre o controle
de infeccdo por S. mutans tem sido observado e deve ser devidamente explorado, uma vez que o
desequilibrio da microbiota comensal ocasionado pela sua utilizacdo in vivo poderia ser
prejudicial a manutengdo da saude bucal. Contudo, existem situacbes em que é necessario
suprimir mais rapidamente os niveis bucais bacterianos, até que outras estratégias de controle
possam ser instituidas.

Vale ressaltar que diferentes microrganismos estéo relacionados a diferentes tipos de
carie e, neste sentido, faz-se necessario investigar o comportamento destas proteinas frente a
diversidade bacteriana envolvida no processo patalégico (THYLSTRUP e FEJERSKOV, 1995;
NEWBRUM, 1988; EDWARDSSON, 1974 apud HOSHINO, 1985; CHHOUR et al., 2005;
UZEDA, 2002).

Em determinada fase do projeto, tornou-se imprescindivel estudar a cinética de
crescimento de S. mutans em meio contendo lectinas de algas marinhas. Assim, partiu-se para o
estudo de crescimento de células de S. mutans em meio de cultura BHI, tracando-se a curva de

crescimento durante 24 horas.
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O Ensaio de Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima ou Atividade
Antibacteriana aplicado neste estudo faz referéncia ao principal microorganismo responsavel pelo
desenvolvimento da carie e doenga periodontal, S. Mutans, uma vez que € o género bacteriano
predominante desde o nascimento até a morte do individuo e, segundo Uzeda (2002), a superficie
corondria dos dentes representa uma area favoravel a sua colonizagéo e implantacao.

Através deste tipo de experimento pode-se medir a inibicdo do crescimento
bacteriano desta espécie bacteriana. Esse método esta padronizado, possui detalhamento técnico
bem definido e fornece resultados quantitativos (WOODS & WASHINGTON, 1995; NCCLS,
1997). Os resultados obtidos podem ser interpretados considerando as propriedades bioldgicas
das lectinas e a concentracdo minima a ser alcancada.

Estudos comprovam que a curva de crescimento bacteriano segue um determinado
padrdo, quando se trata de S. mutans. O crescimento de S. mutans em meio BHI é exponencial
durante as primeiras 4 horas de incubacdo (Fase Exponencial). Logo em seguida, este
crescimento se estabiliza, é a Fase Estacionaria. O declinio do pH, como consequéncia da
formacdo de acidos organicos durante o crescimento celular, confirma o perfil de crescimento
obtido. Assim, alteracGes ambientais, como a falta de nutrientes e 0 aumento de produtos tdxicos
provenientes do proprio metabolismo celular, conduzem a um declinio no numero de células
viaveis que é caracteristico da Fase de Morte (UZEDA, 2002).

Observou-se que a lectina HML foi capaz, mesmo em pequenas concentracdes
(15,6pg/ml), em inibir parcialmente o crescimento bacteriano (Figuras 14 e 15). Provavelmente
esta lectina é capaz de se ligar a superficie da bactéria e através de alteracBes induzidas por esta
ligagéo, interferir no processo de metabolismo, inibindo seu crescimento. Outra possibilidade
seria a internalizacdo da molécula produzindo efeitos inibitérios.

A formacéo do biofilme ocorre através de um processo ordenado e dindmico. Nas
etapas de formacdo e desenvolvimento do biofilme oral, h& necessidade da fixacdo e proliferacdo
de bactérias sobre as superficies dos dentes (ADDY; SLAYNE; WADE,1992). Além disso, a
aderéncia bacteriana a pelicula adquirida representa um dos primeiros mecanismos envolvidos na
iniciacdo do desenvolvimento do biofilme dental (ALMEIDA, 2002; GIBBONS, 1984,
LILJEMARK; SCHVER; BLOOMQUIST, 1978 apud PEREIRA, 2006).

Em cada etapa do seu desenvolvimento, o biofilme vai adquirindo novas espécies,

dentre estas Streptococcus mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Streptococcus
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sobrinus e Lactobacillus casei (De MICHELI; SARIAN, 1990; KORNMAN, 1986; PERES,
2003).

Com a justificativa de que o biofilme se trata de uma associacdo organizada,
proliferante, enzimaticamente ativa e capaz de se aderir a superficie dos dentes, é indicada sua
desorganizacdo tdo logo quanto possivel (CIANCIO, 1992). Considerando a importancia desta
desorganizacdo e as dificuldades no estimulo aos habitos de higiene, torna-se interessante
controlar o acimulo das bactérias sobre as estruturas dentarias atraves de métodos quimicos
(CASTRO, 2001; CURY, 1997; MENDES; ZENOBIO; PEREIRA, 1995).

Diante deste contexto, varios agentes antibacterianos, como por exemplo, 0s
fitofarmacos, estdo sendo estudados com o objetivo de reduzir a formacdo do biofilme dental,
assim como inibir o crescimento bacteriano e a adesdo de microrganismos a superficie dentaria
(KORNMAN, 1986; MORAN et al.,2001; RODRIGUES JUNIOR, 1998). Estes compostos tém
assumido, nas ultimas décadas, um papel importante como meio terapéutico alternativo na
Odontologia. Isso se deve as suas propriedades antimicrobianas frente as afeccdes bucais,
principalmente as decorrentes do biofilme dental (BHAKUNI, 1974 apud PEREIRA, 2006;
GEBARA; ZARDETTO; MAYER, 1996; PEREIRA, 1998).

Segundo Akpata e Akinrimisi (1997), o extrato aquoso de plantas inibe o
crescimento de Streptococcus mutans no biofilme dental. Vale ressaltar que o biofilme dental é
essencial na patogénese da cérie dental e constitui o maior fator etioldgico na doenca periodontal
(ADDY, SLAYNE and WADE, 1992).

Na fase inicial do processo de formacao do biofilme, a presenca de polissacarideos
extracelulares é bastante relevante tendo em vista sua atividade bioldgica no mecanismo de
aderéncia intermicrobiana de Streptococcus mutans e S. sobrinus. E importante frisar que a
adesdo destas bacterias as superficies orais constitui um processo complexo e multifatorial,
influenciado, ainda, pelo ambiente, superficie da célula bacteriana e a superficie do substrato
(IKENO; IKENO; MIYAZAWA, 1991; SIEGRIST et al.,1986).

Segundo Gibbons (1984), o mecanismo de aderéncia das bactérias sobre as
superficies dos dentes envolve adesinas presentes na membrana da célula bacteriana e receptores
especificos localizados na pelicula adquirida. Diante deste mecanismo, a interacdo de proteinas,
adesinas, lectinas, assim como as interacGes hidrofobicas representam um aspecto importante que

deve ser melhor investigado.
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Diante destas afirmativas, a interferéncia com a adesdo bacteriana poderia ser
alternativa para se obter o controle da placa, e, conseqlientemente, prevenir a instalagédo de
patologias bucais. Poucos estudos relatam a influéncia dos agentes antibacterianos no
desenvolvimento do biofilme oral, especialmente com relacdo a seu efeito sobre os fatores
envolvidos na aderéncia bacteriana a pelicula adquirida (CAI et al., 1994, VAN LOVEREN;
BUIJS; TEN CATE, 2000).

Neste estudo, a HML né&o se mostrou efetiva na inibicdo da formacdo de biofilmes
orais de S. mutans e isso se deve provavelmente a alteragdes no padréo de expressdo de proteinas
de resisténcia, visto que a lectina foi capaz de inibir o crescimento na forma plancténica nas

mesmas concentracdes utilizadas (Figuras 16 e 17).
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7. CONCLUSOES / PERSPECTIVAS

Atraves da realizagéo deste estudo, concluimos:
1. O conhecimento da etiologia e fisiopatologia da cérie dentéria permite
compreender a importancia do diagnostico precoce da doenga, bem como os estudos
de substéncias para a sua prevencao;
2. A HML apresenta atividade bioldgica de grande interesse cientifico. Esta
lectina, assim como outras proteinas, vem sendo utilizada com ferramenta util na
investigacdo, na avaliacdo e no entendimento de diversos sistemas bioldgicos. O
melhor conhecimento da funcdo bioldgica desta e de outras lectinas, no
reconhecimento e nas interacdes celulares, podera servir de suporte no diagndéstico e
no tratamento de muitas doencas.
3. Em se tratando do uso de lectinas como potencial biotecnol6gico para a
prevencdo e diagnostico de carie dentaria, percebeu-se que ha reconhecimento de
glicoconjugados presentes na saliva de pacientes de alto e baixo risco observados
em padrdo de fluorescéncia;
4. Os resultados demonstram que a lectina testada tem a capacidade de
interferir no crescimento bacteriano de forma negativa, sendo estatisticamente
significante (p<0,01) em relacéo aos controles de salina e BSA. Entretanto estudos
de inibicdo da formacéo de biofilmes microbianos utilizando a HML estdo sendo
programados, para assim avaliar a possibilidade de utilizacdo dessas proteinas como
insumos biotecnoldgicos a ser utilizados para prevencao da cérie dentaria.
5. Os resultados obtidos pelo uso de HML na atividade antibacteriana foram
promissores, mostrando que esta lectina apresentou atividade antibacteriana mesmo
em quantidades muito pequenas;
6. Quanto ao uso destas proteinas na formacdo e desenvolvimento de

biofilmes, ndo houve padrdo caracteristico.
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Relacdo de criangas de 12 anos de idade matriculadas na Escola Padre Osvaldo Chaves no ano de 2009 no

municipio de Sobral

Numero de
Ordem

Nome da crianca

Data de
Nascimento

Nome da Mae

Endereco

Ano

Turno




Apéndice B

FORMULARIO DE PESQUISA
NUmero de ordem
Data de inicio da Investigacao e pesquisa

Codigo do examinador
Sexo 0. Masculino 1. Feminino

Idade (em anos completos)

oMW NE

Escolaridade (em anos de estudo)

1 - Exame Realizado

2 - Exame ndo realizado por ndo ter sido autorizado pelo responsavel
3 - Exame néo realizado, embora autorizado pelo responsavel,
porque a crianga ndo permitiu

4 - Exame ndo realizado, embora autorizado pelo responsavel,
porque a crianga ndo foi encontrada no momento do exame

5 - Exame ndo realizado, embora autorizado pelo responsével, em
decorréncia de dificuldades organizativas da equipe da pesquisa ou
da instituicdo de saide responsavel

6 - Exame ndo realizado, embora autorizado pelo responsével, em
decorréncia de dificuldades relacionadas ao local onde o exame seria
feito ou a instituicdo que receberia a equipe

7 - Exame ndo realizado, embora autorizado, por auséncia do
participante na institui¢do, no dia da visita

9 - Exame ndo realizado por outras razes

Realizacdo do exame

AVALIACAO INDIVIDUAL
0 — Auséncia de depdsito
1 - Depdsito que vai além de 1/3 da superficie dentaria
indice de Placa Bacteriana 2 - Depésitos cobrem mais de 1/3, ndo indo além de 2/3 da superficie
dentéria
3 - Depésitos cobrem mais de 2/3 da superficie dentaria

1-de 1a 20 colbnias
2 —de 21 a 100 col6nias
3 - mais de 100 col6nias

Contagem de Streptococcus
do grupo mutans

10.

0 — Livre de cérie e sem restauracfes
Experiéncia de cérie: indice = 1 - CPOD/ ceo menor que 3
CPOD/ceo 2 - CPOD/ ceo igual a 3

3 — CPOD/ ceo maior que 3

11.

0 — Secrecéo salivar normal: acima de 1,0 mL/ min
1 — Secregdo salivar baixa: 0,7 a 1,0 mL/ min

2 — Secrecdo salivar muito baixa: 0,1 a 0,7 mL/ min
3 — Xerostomia: menor que 0,1 mL/ min

Fluxo Salivar

12.

13.

0 - Capacidade tampéo normal: pH acima de 6,0

1 - Capacidade tampé&o reduzida: pH de 4,5a5,5

2 - Capacidade tampéo baixa: pH abaixo de 4,0

0 - Uso de dentifricio fluoretado e uso constante de meios adicionais
(bochechos e vernizes)

1 - Uso de dentifricio fluoretado e uso eventual de meios adicionais (
bochechos e vernizes)

2 - Somente dentifricio fluoretado

3 - Ndo utiliza

Capacidade Tampdo da
Saliva

Utilizacéo do flaor




14. Conteldo de agucar na dieta

15. acucar na dieta

16. >
correlacionadas

Freqliéncia de consumo de

Doencas Sistémicas

0 - Muito pouco acucar, dieta balanceada

1 - Baixa presenca de agUcar e dieta ndo cariogénica

2- Consumo de agicar moderado, dieta com conteddo relativamente
alto de acucar

3 - Alta ingestdo de agUcar, dieta cariogénica

0 - Consumo maximo de trés vezes/ dia

1 - Consumo méaximo de cinco vezes/ dia

2 - Consumo maximo de sete vezes/ dia

3 - Consumo maximo superior a sete vezes/ dia

0 - Paciente saudavel: ndo existem sinais de doencas sistémicas
relacionadas & cérie

1- Presenca de doenca que pode influenciar no processo de cérie ou
que possa contribuir para aumentar o risco ( deficiéncia visual,
incapacidade de locomogéo)

2 - Paciente pode estar acamado ou utilizando medicag&o continua
que afete a secregdo salivar

Indice de Placa:

EXAME CLINICO

17116 1 26127

]

CPOD/ceo
55 51 53 52 51 ] 82 83 84 85
18 17 16 15 14 13 12 1 b | 22 23 24 25 % 27
Coroa
85 i1 8 82 8 bal 72 73 T4 75 l
48 a7 46 45 4 4 42 ] k1l a2 3 M 35 % ar 38
Coroa
Fluxo Salivar:

Capacidade Tampao:




Apéndice C
Data de Aplicagio No. DO FORMULARIO

CARTA DE INFORMAQAO AO SUJEITO DA PESQUISA
Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa. Apés ser esclarecido(a) sobre
as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias.
Uma dela é sua e, a outra, do pesquisador responsavel. Em caso se recusa vocé nao sera penalizado de forma alguma. Em
caso de duvida vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Vale do Acarad.

INFORMAGCOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Avaliagdo das Potencialidades Biotecnoldgicas de Lectinas Vegetais no Diagnéstico e Prevengdo de

Cérie Dentéria

Pesquisadores responsaveis: Fabio Solon Tajra, Edson Holanda Teixeira, Victor Carneiro, Andréa Aguiar

Telefone para contato: (88) 3614 9431

¢ A pesquisa sera realizada em criancas de 12 anos de idade matriculadas na Escola Padre Osvaldo Carneiro Chaves do
bairro do Dom Expedito no municipio de Sobral;

4 O objetivo da pesquisa é investigar as potencialidades biotecnoldgicas de lectinas vegetais no diagnéstico de
pacientes de alto risco e prevengdo de carie dentéria;

¢ A pesquisa limita-se ao acompanhamento do paciente, coleta, e avaliagdo de dados durante os meses de setembro de
2008 e dezembro de 2009, podendo se estender de acordo com a necessidade de apresenta¢do de dados, desta forma
ndo causando nenhum prejuizo e risco ao paciente;

¢ Aidentidade dos pacientes submetidos a pesquisa sera mantida em absoluto sigilo, sendo os dados utilizados apenas
para fins cientificos;

¢ A ssua participagdo em qualquer tipo de pesquisa é voluntéria, e vocé tera liberdade de recusar a participar ou retirar
seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo;

¢ Em nenhum momento vocé terd ressarcimento de despesas decorrentes da participacdo da pesquisa, assim como
qualquer forma de indenizag&o por sua participacéo.

Fébio Solon Tajra
Coordenador do Projeto

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , RG, , li e concordo
em participar da pesquisa, como sujeito. Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo pesquisador
sobre a pesquisa que tem como objetivo investigar as potencialidades biotecnoldgicas de
lectinas vegetais no diagnéstico de pacientes de alto risco e prevencdo de carie dentéria, estando ciente de que os
resultados poderdo ser divulgados em revistas ou apresentados em eventos cientificos. Declaro, também, que me foi
assegurado o direito a ndo identificacdo no trabalho, e também confidencialidade das respostas. Foi-me garantido(a) que
posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isso leve a qualquer penalidade. Ainda me foi esclarecido
que os procedimentos na pesquisa envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha
participacdo. Estou plenamente de acordo com a realizagdo do trabalho. Assim, autorizo a execucdo do trabalho de
pesquisa exposto acima, com a minha colaboracao esponténea.

Local: Data:

Assinatura do sujeito/responsavel:

Examinador:

----[]

Data de Aplicacdo No. DO FORMULARIO

Obs.: Guarde este canhoto com o nimero do formulario. Ele seré a tinica forma de vocé se identificar caso deseje verificar
o resultado do seu formulario. Ap6s a conclusdo desta etapa, estara disponivel uma listagem com a pontuagdo e
significado dela. A Unica forma de identificar quem preencheu o formulério serd com o nimero que vocé tem neste
canhoto. Os alunos e profissionais participantes do Projeto ndo possuem nenhuma forma de identificar os formularios. Isto
garante o sigilo das informacgdes colhidas.



Apéndice D
Data de Aplicagio No. DO FORMULARIO

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Para ter maior conhecimento acerca das potencialidades biotecnoldgicas de lectinas vegetais no diagndstico de
pacientes de alto risco e prevengdo de carie dentéria.

Este termo de consentimento faz parte do processo de consentimento livre e esclarecido. Tem como objetivo
informar-lhe sobre o estudo e o que ird lhe acontecer se vocé decidir participar dele. Leia este documento atentamente
para ter certeza de que entendeu todas as informacOes que ele apresenta. Sua participacdo no estudo é completamente
voluntéria. Vocé ndo é obrigado a participar do estudo e sua salde ndo sera afetada. Esse estudo podera ndo lhe trazer
nenhum beneficio, tampouco lhe fard mal algum. Se vocé quiser saber mais sobre alguma informagdo mencionada neste
documento ou se tiver davidas sobre este estudo, ndo deixe de perguntar ao profissional responsavel pela pesquisa. Vocé
ird receber uma cépia deste documento para guardar.

Informac@es sobre a pesquisa:

Titulo do Projeto: Avaliacdo das Potencialidades Biotecnoldgicas de Lectinas Vegetais no Diagnéstico e Prevencdo de

Cérie Dentéria

¢ Apesquisa sera realizada em criancas de 12 anos de idade matriculadas na Escola Padre Osvaldo Carneiro Chaves do
bairro do Dom Expedito no municipio de Sobral no periodo de setembro a dezembro de 2009;

¢ O objetivo da pesquisa € investigar as potencialidades biotecnolégicas de lectinas vegetais no diagnéstico de
pacientes de alto risco e prevengdo de cérie dentéria;

¢ A pesquisa limita-se a0 acompanhamento do paciente, coleta e avaliagdo de dados durante os meses de setembro de
2009 e dezembro de 2009, podendo se estender de acordo com a necessidade de apresentacdo de dados, desta forma
ndo causando nenhum prejuizo e risco ao paciente;

¢ Aidentidade dos pacientes submetidos a pesquisa serd mantida em absoluto sigilo, sendo os dados utilizados apenas
para fins cientificos;

+ A sua participagdo em qualquer tipo de pesquisa é voluntaria, e vocé tera liberdade de recusar a participar ou retirar
seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo;

¢ Em nenhum momento vocé terd ressarcimento de despesas decorrentes da participacdo da pesquisa, assim como
qualquer forma de indenizag&o por sua participacéo;

+ Paraisso, coletaremos saliva, que sera utilizada apenas para avaliar o padréo de risco do participante quanto & doenca
cérie. Sera necessaria a coleta de aproximadamente 10 mL (dez mililitros) de sangue, o que néo trar nenhum efeito
adverso;

¢ Nenhum risco esta associado a coleta de saliva do participante. O procedimento ndo esta relacionado a desconforto
ou qualquer possibilidade de infeccéo.

Testes em sua amostra de saliva:
Vocé pode ndo concordar que sua saliva fique guardado em nosso banco de dados até o término deste estudo, sendo
apenas necessario que vocé comunique aos responsaveis pelo projeto que ndo quer mais que este material seja utilizado.
Depois disso, a sua saliva sera inutilizada para pesquisa e quaisquer outros fins.
Vocé concorda que uma amostra de sua saliva coletada e utilizada para a presente pesquisa?

SIM( ) NAO( ) Iniciais do paciente:

Custos:
Vocé ndo desembolsara nada para participar deste estudo.

Beneficios potenciais:

A participacéo neste estudo podera néo Ihe trazer beneficio algum. Entretanto, com base nos resultados obtidos, espera-se
que, em longo prazo, conhecer mais sobre a incidéncia destas doengas no Brasil e gerar maior conhecimento cientifico
sobre elas. Desta forma, poderemos desenvolver um tratamento mais adequado para seus portadores.

Vocé néo terd nenhuma vantagem financeira imediata e nem tera direito a qualquer remuneracdo de eventuais contratos ou
patentes que possam advir dos estudos utilizando sua amostra de sangue.

Confidencialidade:

As informacBes coletadas como parte deste estudo serdo reveladas a outros pesquisadores e profissionais da area de
pesquisa cientifica. Todavia, vocé ndo sera identificado em nenhum desses relatérios. Sera mantida confidencialidade
absoluta e vocé ndo serd identificado pelo nome em nenhum dos dados e materiais submetidos. Todo material coletado
para este estudo serd mantido em local seguro.

Se vocé tiver qualquer divida sobre esta pesquisa ou qualquer outra pergunta sobre os procedimentos deste estudo, entre
em contato com:



Pesquisadores responsaveis:

Fébio Solon Tajra, Edson Holanda Teixeira, Victor Carneiro, Andréa Aguiar
Telefone para contato:

(88) 3614 9431

Consentimento do Paciente:

Fui informado do objetivo, procedimentos, duracéo do estudo e concordo em participar deste estudo conduzido por:
Fabio Solon Tajra, Edson Holanda Teixeira, Victor Carneiro, Andréa Aguiar. Também fui informado que néo terei
direito a nenhuma remuneracdo que por ventura este estudo possa gerar de contratos ou patentes.

Um resumo das informacdes foram passadas a mim e sei que estou livre para recusar participar deste estudo e posso
desistir do meu consentimento a qualquer momento. Recebi uma cépia deste consentimento para guardar comigo.

Nome do paciente (em letra de forma) Assinatura do paciente ou responsavel
Registro do paciente Nome do responsavel pelo paciente
Nome do pesquisador (em letra de forma) Assinatura do pesquisador

Sobral, de de 20






