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RESUMO

A carie dental continua sendo um grande problema de saude publica. A lesdo de carie
€ uma desmineralizacdo do tecido dental que ocorre pela queda de pH no biofilme
devido ao metabolismo bacteriano dos carboidratos fermentaveis provenientes da
dieta. A introduc&o do fluoreto, tanto na agua de abastecimento quando em dentifricios,
reduziu a prevaléncia dessa doenca. Entretanto, mesmo apdés a bem-sucedida
introducéo dos fluoretos, a carie ainda € prevalente, principalmente porque o fluor n&o
age sobre as causas, mas sim sobre 0s sinais da doenca. Por isso, novas estratégias
vém sendo exploradas para prevengéo, tratamento e avaliagdo do risco a carie. Com
isso, alguns dentifricios passaram a conter 1,5% de arginina. Porém, atualmente, ndo
ha raz&o para recomendar dentifricio com arginina e flior em detrimento de dentifricios
convencionais fluoretados. Além disso, a adigcdo de arginina aos dentifricios pode
causar mudancgas no ecossistema dental, tanto na composi¢ado quanto na fungéo. O
objetivo deste estudo in vivo é verificar o efeito dos dentifricios contendo 1,5 % de
arginina, 1450 ppm de fldor e carbonato de calcio sobre a composi¢cdo do microbioma
do biofilme através do sequenciamento do amplicon 16S em plataforma lllumina. Trés
voluntarias do sexo feminino participaram desse estudo duplo-cego cruzado de 9
semanas. Todas passaram por dois periodos de tratamento de 3 semanas em que
usaram dentifricio contendo 1,5% de arginina e dentifricio fluoretado. Foi observada
diferenca nas comunidades bacterianas encontradas durante os tratamentos nas
voluntarias 1 e 2. Na voluntaria 3 foram identificadas mudancas, mas, dentre as
voluntarias, esta apresentou menor variabilidade. Tanto o dentifricio contendo arginina
quanto o dentifricio contendo fluor foram capazes de alterar o ecossistema do biofilme

em todas as voluntarias.

Palavras-chave: Arginina, Biofilme, Microbioma, Ecologia bucal



ABSTRACT

Dental caries remains the major public health problem. Caries lesion is a
demineralization of the dental tissue that occurs due to the pH decrease in the biofilm
due to the bacterial metabolism of the fermentable carbohydrates from diet. The
introduction of fluoride, both in water supply and in dentifrices, reduced the prevalence
of this disease. However, even after the successful introduction of fluoride, caries is still
prevalent, meanly because the fluoride does not act in the etiology of the disease, but
over the signals. Therefore, new strategies have been explored for caries prevention,
treatment and evaluation. In this way, some dentifrices now contain 1.5% arginine.
However, currently, there is no reason to recommend dentifrice with arginine and
fluorine over conventional fluoridated dentifrices. The addition of arginine to dentifrices
can bring changes in the dental ecosystem, both in composition and function. The
objective of this in vivo study is to verify the effect of dentifrices containing 1.5%
arginine, 1450 ppm fluoride and calcium carbonate on the composition of the biofilm
microbiome by sequencing the 16S amplicon on the lllumina platform. Three female
volunteers participated in this double-blind cross-over study of 9 weeks. All underwent
two treatment periods of 3 weeks in which they used a dentifrice containing 1.5% of
arginine and fluoridated dentifrice. Differences were observed in the bacterial
communities found during the treatments in volunteers 1 and 2. In volunteer 3, changes
were identified, but among the volunteers, this presented the less variability. Both the
arginine-containing dentifrice and the fluoride-containing dentifrice were able to alter the

biofilm ecosystem in all volunteers.

Key words: Arginine, Biofilm, Microbiome, Oral ecology
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INTRODUGCAO

Apesar da prevaléncia de carie dental ter reduzido significativamente em muitos
paises, a doenga continua sendo um grande problema de saude publica (FONTANA,
2016). Anteriormente era considerada uma doencga de criangas e adolescentes,
entretanto, como os adultos tém mantido seus dentes por mais tempo, a doenca
também os atinge (SANTARPIA et al.,, 2014). Além disso, com o envelhecimento da
populacédo, a carie radicular poder se tornar um desafio para o controle da doenga no
futuro (ALVES; MOURA; GROISMAN; MALTZ, 2016). De acordo com a OMS, a saude
bucal € um importante indicador de saude geral, visto que uma saude bucal precaria
pode levar a sérios problemas de saude como diabetes, derrame e problemas

cardiovasculares, entre outros (GUPTA, 2017).

A lesao de carie € uma desmineralizac&o do tecido dental que ocorre pela queda
de pH do biofiime devido ao metabolismo bacteriano dos carboidratos fermentaveis
provenientes da dieta. A acidificacdo continua dos biofiimes dentais resulta em
aumento na propor¢édo de microrganismos aciduricos e acidogénicos, um processo que
altera a homeostase do pH e muda o equilibrio do processo
desmineralizacdo/remineralizagdo (des/re) em dire¢do a perda de minerais
(NASCIMENTO; BURNE, 2014).

O uso dos dentifricios contendo fluoreto é considerado responsavel pela
diminuicdo da incidéncia de carie em paises em desenvolvimento nos anos 90
(BOTELHO et al., 2014). No Brasil, uma redugédo na prevaléncia da carie a partir da
década de 70 foi observada juntamente com a adicdo de fluor na agua de
abastecimento, e a partir da década de 90, com a adigcdo de fluor em dentifricios
(ALVES; MOURA; GROISMAN; MALTZ, 2016).

Similar a hidroxiapatita, a fluorapatita tem os ions hidroxila substituidos por fluor.
O ion fluor é menor e mais eletronegativo que a hidroxila, o que leva a um melhor
arranjo dos ions e, consequentemente, menor solubilidade da fluorapatita em
comparagdo com a hidroxiapatita. O ion fluor, quando disponivel na cavidade bucal,

exerce efeito sobre o processo des/re no sentido de diminuir a progressao da lesdo de
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carie, pois o fluoreto é ativador da precipitacdo de minerais sobre o dente (TENUTA,;
CURY, 2016, b).

Entretanto, a carie dental permanece prevalente, mesmo apds a bem-sucedida
introdugéo dos fluoretos (SOUZA et al., 2013). Isso porque ele ndo é capaz de agir nos
fatores etioldgicos da doenga, mas sim sobre os sinais clinicos (HENZ; JARDIM, 2016;
ALVEZ; PAROLO; MALTZ, 2016; TENUTA,; CURY, 2016). O fluoreto tem acéo limitada
em proteger o dente contra a carie (SANTARPIA et al., 2014).

Como a carie dental continua sendo o maior problema de saude bucal, novas
estratégias vém sendo exploradas para prevencgao, tratamento e avaliacdo do risco a
carie (NASCIMENTO et al., 2009). Com isso, alguns dentifricios passaram a conter
1,5% de arginina, um composto de calcio insoluvel e 1450 ppm de fluor (CUMMINS
2013; SOUZA et al., 2013; SRISILAPANAN et al., 2013; YIN et al., 2013; KRAIVAPHAN
et al., 2013, SANTARPIA et al., 2014, WOLFF et al., 2013, CANTORE, et al., 2013).

Uma reviséo sistematica analisando os estudos realizados usando esse tipo de
produto mostrou que a maioria dos estudos apresentam moderado risco a erros,
deficiéncia nos protocolos de estudo, conflto de interesses, entre outros
(ASTVALDSDOTTIR et al., 2016). Para os autores, n&o ha evidéncia disponivel de que
a adicdo de arginina a produtos dentais contendo fluor tenha algum efeito na prevencéo
de carie em adultos e criangas, além de que todos o0s estudos incluidos foram
originados ou financiados pela companhia que fabrica o produto teste. Eles sugerem
que mais estudos independentes de interesses financeiros sejam necessarios. Assim,
atualmente, ndo ha razdo para recomendar dentifricio com arginina e fluor em
detrimento de dentifricios convencionais fluoretados. Segundo Jardim, Alves e Maltz
(2016), estudos independentes e bem delineados s&o necessarios para poder
determinar o efeito anti-carie dos produtos contendo arginina. Ainda, a utilizag&o
antiética e desnecessaria de placebo, o fato dos estudos ndo terem sido propriamente
cegos, a randomizacao ser questionavel, a falta de protocolos publicados anteriormente
aos estudos e os conflitos de interesses que, de acordo com Shaw, Naim-Akbar e
Astvaldsdottir (2015), ndo foram devidamente publicados em todos os artigos, faz com

que os estudos envolvendo o dentifricio em questdo sejam questionaveis.
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Além disso, a adicdo de arginina aos dentifricios traz mudang¢as no ecossistema
dental, tanto na composi¢cdo quanto na fungdo, comportando-se como um prebidtico
(KOOPMAN et al., 2017). Prebidticos sdo compostos que tém efeito positivo na saude
humana através de uma estimulagdo de crescimento seletiva de microrganismos
(MUGAMBI; YOUNG; BLAAUW, 2014). Como a microbiota bucal, em situagdo de
saude, esta em equilibrio dindmico com o hospedeiro, mudan¢as que influenciem o
crescimento microbiano podem perturbar o equilibrio e favorecer uma microbiota
comensal ou patogénica. Mudancas nas condi¢cdes bucais podem desfazer a relacéo
simbidtica normal entre 0 hospedeiro € 0s microrganismos, aumentando 0 risco a
doencas (MARSH; DEVINE, 2011).

1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo in vivo é verificar o efeito dos dentifricios contendo 1,5 % de
arginina, 1450 ppm de fldor e carbonato de calcio sobre a composicdo do microbioma
do biofilme através da variacdo microbiana a partir do sequenciamento do amplicon

16S em plataforma lllumina.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1CARIE DENTAL

2.1.1 COMPOSIGAO QUIMICA DO DENTE

Os tecidos duros pertencentes ao dente sdo 0 esmalte, dentina € cemento,
compostos majoritariamente por cristais de hidroxiapatita. O esmalte é composto por
95% de minerais, sendo a restante matriz proteica depositada durante a formacao,
além de agua. Ja a dentina e cemento apresentam uma rede de fibras de colageno tipo
| em torno dos cristais de hidroxiapatita, modificando as propriedades desses tecidos
(TENUTA,; CURY, 2016, b).

A hidroxiapatita € composta por calcio, fosfato e hidroxila que formam cristais

hexagonais. O cristal de hidroxiapatita € composto por unidades de Ca1o(PO4)s(OH)2.

A reagcdo de equilibrio entre a hidroxiapatita € 0 meio bucal € dada pela

equacao:
[Ca10P04)s(OH)2ln «— 10Ca** + 6PO4+> + 20H-

A principal alteracdo que afeta o equilibrio entre mineral e fluidos bucais é a
reducéo do pH (TENUTA; CURY, 2016, b). A queda do pH faz com que os ions PO43 e
OH- combinem-se com o H* formando, removendo esses ions da solucdo. Assim, o

meio fica subsaturado em relac&o a hidroxiapatita levando a dissolugcao desse sal.

2.1.2 HIPOTESE DA PLACA ECOLOGICA

Os receptores especificos da superficie dos microrganismos interagem
diretamente com a pelicula dental adquirida (camada de proteinas adsorvida na

superficie dental), iniciando a formacéo do biofilme. Os primeiros microrganismos que
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se ligam na pelicula s&o chamados de pioneiros, que rapidamente d&o lugar a uma
comunidade mais complexa oriunda da interacdo de outros microrganismos aos
pioneiros (OVERMAN, 2000).

A composi¢do do biofilme dental sofre grande influéncia do ambiente no qual é
formado. A dieta desempenha um papel fundamental na formacdo do biofilme
relacionado a carie, visto que na presenca de acucares fermentaveis, especialmente a
sacarose, as bactérias irdo metaboliza-los para obter energia. Consequentemente, a
produgao de acidos levara a queda de pH, acarretando na desmineralizagdo. O biofilme
exposto constantemente a acucares fermentaveis resultara em uma selec¢do bacteriana
favorecendo os microrganismos mais adaptados a esse ambiente (MARSH, 1994). A
dindmica da mudanc¢a microbiolégica do biofilme devido a alteracdo de pH pode ser
observada na figura 1. Assim, o estilo de vida do hospedeiro influencia diretamente o
desenvolvimento, composi¢cdo e atividade metabdlica da microbiota bucal residente
(MARSH; DEVINE, 2011).

Carboidratos pH neutro S. sanguinis, S. oralis Remineralizagdo
fermentaveis \/ \/‘ .\/

Mudancas Mudanca

ambientais ecolégica

/\ '(‘\ S. mutans, /\

Acido pH baixo Desmineralizacdo

lactobacilos

Figura 1: Hipbtese da placa ecolbgica Fonte: MARSH, 1991.

A sacarose, um carboidrato fermentavel, € o unico substrato para a producéo de
polissacarideo extracelular, tanto de reserva como estruturais, modificando a estrutura
no biofilme. Além disso, o biofime formado na presenca de sacarose tem
concentragbes mais baixas dos ions Ca, P e F, fundamentais para o processo des/re
do esmalte e dentina (PAES LEME et al. 2006).
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2.2 GERAGAO DE ALCALIS

Os dois maiores substratos para formacao de alcalis pelo biofilme oral s&o ureia
e arginina (BURNE; MARQUIS, 2000; LIU et al., 2012; BELTRAN et al., 2012). A ureia
esta presente na secrecdo das glandulas salivares e no exsudato gengival em
concentracbes que variam de 3-10 mM. A ureia € rapidamente hidrolisada a amédnia e
CO2 pela urease bacteriana, encontrada em bactérias orais como Streptococcus.
salivarius, Actinomyces naeslundii e Haemophilis orais (BURNE; MARQUIS, 2000; LIU;
NASCIMENTO; BURNE, 2012). A arginina na forma livre €& secretada em
concentracbes médias de aproximadamente 50 UM, sendo também abundante nas
proteinas e peptideos salivares (VANWUYCKHUYSE et al., 1995). Primeiramente, a
arginina é catabolizada a ornitina, aménia e CO2 por Streptococcus orais como
Streptococcus gordonii, Streptococcus parasanguis, Streptococcus rattus e
Streptococcus sanguis, alguns lactobacilos e espiroquetas (BURNE; MARQUIS, 2000).
Assim, a amédnia produzida tanto pela ureia quanto pela arginina pode ser um
importante fator inibitério para a microbiota potencialmente cariogénica e
desenvolvimento da carie, pois neutraliza os acidos e estabiliza a microbiota oral
compativel com saude (NASCIMENTO ef al, 2009; BURNE; MARQUIS, 2000;
DAWES; DIBDIN, 2001).

Em individuos sem carie foi observada uma maior produgdo de aménia pela
urease e arginina desaminase tanto na saliva quanto no biofilme, quando comparados
a individuos com carie, ou seja, nivel elevado de producdo de alcalis foi relacionado a
individuos carie-free (REYES et al., 2014). Também, foi reportado maior producéo de
amoénia a partir da arginina tanto no biofilme quanto na saliva de individuos sem carie.
Além disso, o0s niveis de urease no biofime de individuos sem carie foram 3 vezes
maiores que nos individuos com carie (GORDAN et al., 2010). Nascimento et al. (2009)
encontraram uma relacdo positiva entre altos niveis de produgdo de alcalis e
resisténcia a carie, visto que uma atividade maior de urease e arginina desaminase foi
observada em individuos sem carie, comparado com individuos carie-ativo, sugerindo
que 0 aumento do risco a carie esta associado a diminuigdo da capacidade de geracéo

de alcalis pelas bactérias orais.
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2.3 ARGININA

A arginina € um aminoacido ndo essencial encontrado em muitos alimentos,
incluindo leite e seus derivados, carne, aves, frutos do mar, cereais e nozes (SOUZA et
al., 2013). Diferentemente da ureia, que sofre hidrdlise pela urease produzindo aménia
e CO2, o catabolismo da arginina pela SAD gera ATP (BURNE; MARQUIS, 2000). O
metabolismo da arginina tem demonstrado aumentar significativamente o pH do
biofilme, in vitro e in vivo, mesmo na presenca de carboidratos (NASCIMENTO,;
BURNE, 2014), entdo, a arginina poderia manter o biofiime saudavel mesmo apds
desafio cariogénico, prevenindo mudanc¢a da flora do biofilme para predominancia de

acidogénicos, como Streptococcus mutans (SOUZA et al., 2013).

A maioria das espécies de bactérias bucais SAD positivas consiste de
streptococci orais: S. sanguinis, S. gordonii, S. rattus, S. parasanguinis, S. mitis, S.
oralis e S. cristatus (NASCIMENTO; BURNE 2014), porém uma relacédo negativa entre
0s niveis de S. mutans e arginina desaminase foi observada (GORDAN et al., 2010). O
S. mutans consegue crescer e continuar ativo em ambiente de baixo pH, mas pode
perder essa capacidade quando colocado no mesmo ambiente que microrganismos
associados a saude (CHEN; WEAVER; BURNE, 2000). Além disso, Actinomyces,
Bacillus e Neisseria também estdo associados ao metabolismo de arginina
(NASCIMENTO; BURNE, 2014).

Os genes que codificam as enzimas presentes no SAD estdo organizados em
operon. A primeira enzima, codificada pelo gene arcA, chamada de arginina
desaminase, hidrolisa a arginina a citrulina e amoénia; a ornitina carbamoiltransferase,
codificada pelo gene arcB, catabolisa a citrulina a ornitina e carbamoilfosfato; a
carbamato quinase, codificada pelo gene arcC, é a enzima responsavel pela
transferéncia do grupamento fosfato da carbamoilfosfato para a ADP, gerando ATP,
CO2 e aménia (LIU; NASCIMENTO; BURNE, 2012).

O catabolismo de agmatina, produto da reagdo entre arginina e a enzima
arginina descarboxilase, também tem efeito sobre a ecologia do biofilme oral, porém
nao como o metabolismo de arginina e ureia (GRISWOLD; CHEN; BURNE, 2004). A
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agmatina é utilizada pelo Sistema Agmatina Desaminase (SAgD), similar a SAD, para
produgao de putrecina, amdnia, CO2 e ATP. Varias bactérias apresentam SAgD, como
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Streptococcus downeii, Streptococcus
rattus, Streptococcus uberis, Streptococcus mitis e Streptococcus cricetus, além de
Lactobacillus salivarius e Lactobacillus brevis. Algumas dessas bactérias séo
associadas a carie e expressam SAgD em altos niveis, porém apenas S. sanguinis e S.
Salivarius, bactérias associadas a saude, podem gerar amdnia pelo SAgD, além do
SAD ou urease (GRISWOLD; NASCIMENTO; BURNE, 2009). Assim, o SAgD pode n&o
ter uma fungdo tdo importante na fisiologia dessas bactérias comensais quanto tem
para os Streptococcus cariogénicos. Além disso, SAgD nédo produz quantidade
suficiente de aménia para modificar o pH do biofiime como SAD e urease produzem e
pode aumentar a tolerancia acida de bactérias cariogénicas, tanto pela geracéo de ATP
quanto pelo aumento do pH citoplasmatico, fato que pode melhorar a capacidade
dessas bactérias em metabolizar carboidratos em pH baixo (GRISWOLD; CHEN;
BURNE, 2004). Ademais, o SAgD parece ndo ser tdo amplamente distribuido nos
microrganismos como o SAD (LIU; NASCIMENTO; BURNE, 2012). A figura 2 ilustra as

vias de producdo de amédnia no biofilme.

Ornitina Ornitina

Arginina desaminase Bk bRyl .
transferase Carbamato quinase
Arginina ——<* Citrulina Carbamoilfosfato —~— NH:+CO:+H:0
N

Hs ADP  ATP
/ Arginina descarboxilase

CO2

Agmatina desaminase

Agmatina Carbamoil putrecina Putrecina
; Putrecina carbamoil-

transferase
NHs

Figura 2: Vias de geracdo de amoénia (SAD e SAgD) Fonte: adaptado de Liu; Nascimento;
Burne, 2012.
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2.4DENTIFRICIOS COM ARGININA

Existem dois tipos de formulacdes de dentifricios contendo arginina: 8% de arginina
associada a carbonato de calcio e 1,5% de arginina, um composto de calcio insoluvel e
1450 ppm de fluor. A finalidade do dentifricio contendo 8% de arginina € tratar a
hipersensibilidade dentinaria, tendo sido verificado que seu beneficio € um alivio rapido
e duradouro, visto que a associacdo de arginina e carbonato de calcio aceleram os
mecanismos naturais de oclusdo dos tubulos dentinarios pela deposicdo de um mineral
semelhante a dentina, contendo calcio e fosfato, dentro dos tubulos e sobre superficie
da dentina (PETROU et al.,, 2009). Ja o dentifricio contendo 1,5% de arginina vem
sendo usado por agir no biofilme, prevenindo a iniciacdo e progressdo de carie pela
reducdo dos fatores patoldgicos (CUMMINS, 2010). Porém, a agdo dos dentifricios
contendo 8% de arginina sobre o biofilme também vem sendo investigada (KOOPMAN
etal., 2017, ZHENG et al., 2017; XUE et al. 2017; YAMASHITA et al., 2013).

A adicio de arginina a dentifricios sem fldor apresentou acéo anti-carie comparavel
ao dentifricio contendo 1100 ppm de fluor, pois, como sua a¢do € no biofilme, diminui
os fatores patogénicos e previne a iniciacdo e progresséo da lesdo cariosa. Além
disso, a agdo da arginina e do fluor sdo complementares, o que promoveria uma
prevencao superior do aparecimento de carie (CUMMINS, 2010). Com isso, alguns
dentifricios passaram a conter 1,5% de arginina, um composto de calcio insoluvel e
1450 ppm de fluor (CUMMINS 2013; SOUZA et al., 2013; SRISILAPANAN et al., 2013;
YIN et al., 2013; KRAIVAPHAN et al., 2013, WOLFF et al., 2013, CANTORE, et al.,
2013; SANTARPIA et al, 2014). Kraivaphan et al. (2013), mostraram que esse
dentifricio é significativamente superior na prevencao de cavitacdo de lesdo de carie do
que dentifricio contendo apenas 1450 ppm de fluor. Essa mesma formulacéo foi
testada por Yin et al. (2013) e Souza et al. (2013), que observaram um efeito superior
deste dentifricio na interrupcédo e reversdo de lesbes de carie vestibular e radicular
ativas em adultos, respectivamente. Segundo Santarpia et al. (2014), esse novo

dentifricio € o primeiro a agir diretamente no biofilme reduzindo os efeitos prejudiciais
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dos acidos sobre os minerais dentais. Como a arginina € encontrada em muitos

alimentos, é considerada segura para o uso em dentifricio (SOUZA et al., 2013).

A efetividade do metabolismo da arginina na regulacéo do pH parece depender da
disponibilidade da arginina para agir tanto como indutor quanto como substrato para
SAD. Ent&o, o efeito anti-carie esperado oferecido pelos dentifricios contendo arginina,
em grande parte, ocorre pela habilidade da arginina em servir como indutor da SAD e
substrato para produgdo de aménia pelo biofime dental (NASCIMENTO; BURNE,
2014).

3. MICROBIOMA BUCAL

Os nichos disponiveis na cavidade bucal variam em disponibilidade de oxigénio, de
nutrientes, caracteristicas anatémicas, variacio de temperatura e exposi¢cdo ao sistema
imunoldgico, afetando a composicédo da microbiota (ZAURA et al., 2009). O género
Streptococcus, por exemplo, é bastante encontrado em tecidos moles, lingua e saliva.
Ja Actinomyces sao encontrados a nivel sub, supragengival e nas fissuras da lingua.
Aggregatibacter Actinomycetemcomitans, Porphyromonas gengivalis e Tanarella
forsythia podem ser encontrados internamente as células epiteliais (SAMPAIO;
MONTEIRO, 2014). Ainda, ocorrem modificacdes nos nichos, como a substituicdo da
denticdo decidua pela permanente, impactando na composi¢céo bacteriana, ou seja, as
diferentes fases da vida tém papel fundamental em estabelecer a composicéo
microbiana. O microbioma bucal varia de acordo com a idade e com os nichos (XU, et
al., 2014).

De todos os tecidos bucais, a superficie dental é a unica que ndo descama. Isso
facilita a formacé&o da pelicula dental adquirida. Holgerson et al. (2015) encontraram os
géneros Campylobacter, Streptococcus (especialmente S. sanguinis), Granulicatella,
Kingella e Leptotrichia em superficies dentarias livres de céarie em pré-escolares e

escolares. Heller et al. (2016) identificaram, em individuos saudaveis, o0 género



23

Streptococcus e as espécies Haemophilus parainfluenza, Gemella haemolysans,

Slackia exigua e Rothia como sendo pioneiros na formagao do biofiime dental.

Outros géneros e espécies bacterianas encontradas em diferentes nichos dentro da
cavidade bucal sdo Haemophilus, Corynebacterium, Neisseria, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus viridans, Veillonelas, Prevotella, Actinobacteria, encontrados
na mucosa. No sulco gengival ha alta prevaléncia de Acinetobacter, Haemophilus,
Streptococcus, Granulicatella, Gemella. Na lingua, Strepfococcus, Veillonella,
Actinomyces, Lactobacillus, Neisseria, Fusobacterium e Haemophilus. Em materiais
restauradores também ocorre colonizacdo microbiana, menos complexa que a
encontrada em dentes naturais, 0 que significa que a presenca de dentes é um fator

importante na composi¢céo da microbiota (QUINTANA, et al., 2017).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1DELINEAMENTO GERAL DO ESTUDO

Esse foi um estudo duplo-cego cruzado que ocorreu em 9 semanas. Antes de
comecar a primeira semana, o biofilme dental dos voluntarios foi coletado. Na primeira
semana os voluntarios foram orientados a utilizar um dentifricio ndo-fluoretado, 3 vezes
ao dia, a fim de eliminar qualquer vestigio de principio ativo proveniente dos produtos
de higiene oral que estava sendo usado (washout). Todos os voluntarios residiam em
Curitiba, que contém agua fluoretada, entdo a falta de fluoreto no dentifricio n&o

caracteriza risco ao voluntario.

Apos a primeira semana, as coletas de biofime dental foram realizadas. Na
sequéncia, iniciou o primeiro periodo de tratamento, composto por 3 semanas. Nesse
periodo, o voluntario utilizou um dos dentifricios: 1,5% de arginina + 1450 ppm de
fluoreto ou 1450 ppm de fluoreto, 3 vezes ao dia, escolhido de forma aleatéria. Ao final

desse periodo, uma nova coleta de biofilme dental foi realizada.

Um periodo de lavagem (washout) de uma semana foi realizado entre as duas fases
de tratamento, em que o voluntario utilizou novamente o dentifricio n&o-fluoretado, a
fim de que o principio ativo da primeira fase ndo interferisse na segunda fase. Uma
nova coleta de biofilme dental foi realizada antes do inicio da segunda fase de teste.
Em seguida, teve inicio o ultimo periodo de teste no qual o voluntario usou o outro
dentifricio por 3 semanas. Se na primeira fase foi usado o dentifricio fluoretado, nessa
foi usado o dentifricio com 1,5% de arginina + 1450 ppm de fluoreto, e vice-versa. No
final, o voluntario utilizou o dentifricio sem fluor por uma semana (washout) e,
finalmente, a dultima coleta de biofime dental foi realizada. O fluxograma do

delineamento experimental pode ser visto na figura 3.



25

W.0. TESTE W.0. TESTE W.0.
1 SEMANA 3 SEMANAS 1 SEMANA 3 SEMANAS 1 SEMANA
DIlA 0 DlIA 7° DIA 28° DIA 35° DIA 56° DIA 63° o
Periograma Coleta de biofilme - Coleta de biofilme - Coleta de biofilme - Coleta de biofilme - Coleta de biofilme
Anamnese Entrega do - Dentifricio W.0. - Entrega do segundo - Dentifricio W.O.
Coleta de primeiro dentifricio dentifricio (B ou A)
biofilme (AouB)

Dentifricio W.O.
Orientactes

Figura 3: Delineamento experimental

4.2ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP/SD) da
Universidade Federal do Parana com o parecer numero 2.534.403 (Anexo 1) em
09/03/2018.

4.3SELEGAO DOS PARTICIPANTES

Um e-mail informativo foi enviado para os alunos da pds-graduagédo do
Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular da UFPR. A metodologia e os
objetivos da pesquisa foram explicados para os alunos interessados em participar do
projeto. Apds concordar em participar da pesquisa, o voluntario assinou o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice 3) e todas as orientagcbes praticas foram

explicadas individualmente (Apéndice 1).

A selecao dos voluntarios seguiu os seguintes critérios de inclus&o: acima de 18
anos, boa saude oral e sistémica, compreender e assinar o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, e de exclusdo: fumantes, presenca de qualquer doenga sistémica
que possa alterar a produgdo e composicdo da saliva, tratamento com antibidtico,

esteroide ou qualquer medicagdo conhecida por causar hipossalivagdo nos ultimos 3
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meses, presenca de prétese ou aparelho ortodéntico e presenca de gengivite ou
periodontite (ZHENG et al., 2017).

A avaliacdo da saude bucal dos participantes foi realizada através de anamnese
seguida de periograma, a fim de excluir os participantes que apresentassem

profundidade de sondagem maior que 3 mm.

4.4 DENTIFRICIOS

Os dentifricios foram manipulados pela farmacia de manipulagéo Phyto Férmula,
Curitiba/PR, nas seguintes formulagdes: dentifricios de 50g contendo 1,5% de arginina
e 1450 ppm de fluor, dentifricios de 50g contendo 1450 ppm de fluor e dentifricios de
50g contendo apenas a pasta base. A pasta base continha carbonato de calcio,
glicerina, lauril sulfato de sodio, mentol, sorbitol, gel natrosol e o fluor utilizado foi na
forma de monofluorfosfato de sddio (Cosmoquimica Industria e Comércio EIRELI, S&o
Paulo/SP, cbédigo FISPQ-179), como no dentifricio referéncia (Colgate neutragucar). A

quantidade de fluor disponivel nos dentifricios foi determinada.

4.5COLETA DE BIOFILME

As amostras de biofiime foram coletadas pela manhd e os voluntarios foram
instruidos a n&o ingerir alimentos e ndo escovar os dentes antes da coleta (KOOPMAN
et al. 2017).

O biofilme da face vestibular dos primeiros molares superiores foi coletado com
curetas mini Gracey esterilizadas e imediatamente ftransferido para tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL contendo tamp&o GET (50 mmol/L de glucose, 10 mmol/L de
EDTA, 25 mmol/L de Tris HCI pH 8,0). O biofilme foi ressuspenso e mantido a 4°C. As

amostras foram homogeneizadas e armazenadas a — 20°C.
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4.6 ANALISE MICROBIOLOGICA

4.6.1 EXTRAGAO DE DNA

O biofilme coletado foi ressuspenso em tampéo GET (500 pL) e a lise enzimatica
das células iniciada pela adigdo de 25 ug/mL de Lisozima, seguida de incubacao por 30
minutos a 30 °C. Posteriormente, SDS 1% e 40 pg/mL de Proteinase K foram
adicionados ao tubo e incubado por 60 minutos a 60°C. O DNA foi extraido pela adigéo
de 250 uL da solucdo de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e centrifugacéo
por 5 minutos a 12000g. A fase aquosa foi transferida para outro tubo contendo 0,7
volumes de isopropanol e o material foi centrifugado por 30 minutos a 12000g. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado duas vezes com etanol 80% (1 mL). O
DNA das amostras foi seco a vacuo por 10 minutos e em seguida, ressuspenso em 15
ML de agua MilliQ. A quantidade de DNA isolada foi determinada por leitura de

absorbancia a 260 nm no Nanodrop2000 (Thermo).

4.6.2 PREPARAGAO DA BIBLIOTECA DE AMPLICON

A amplificagéo da regido hipervariavel V4 do gene ribossomal 16S rRNA foi feita
utilizando-se 20 ng de DNA purificado, os primers universais 515F e 806R
(CAPORASO et al., 2012), KlenTag MM (Sigma), e as seguintes condi¢ées de PCR:
94°C por 3 min; 18 ciclos de 94°C por 45 seg, 50°C por 30 seg e 68°C por 60 seg;
seguido de 72°C por 10 min. A amplificagéo foi verificada por eletroforese em agarose
(1,5%, TBE 1X), e quantificacdo do amplicon com Qubit (Invitrogen). Os pools de
amplicons foram quantificados para sequenciamento por gPCR com kit de

quantificacdo Kapa NGS ou com Qubit (Invitrogen).
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4.6.3 SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento das bibliotecas de amplicon foi realizado utilizando em
plataforma Illumina MiSeq o kit MiSeq Reagent 500V2, de acordo com as

especifica¢des do fabricante, gerando leituras pairend de 2x de 250pb.

4.6.4 ANALISES

As leituras obtidas no sequenciador foram analisadas na plataforma QIIME 1.9
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology) (CAPORASO et al., 2010; CAPORASO et
al., 2011), seguindo um fluxo de trabalho desde a remocg&o de sequéncias de baixa
qualidade, remogado de quimeras e classificacdo taxondmica. As sequéncias foram
classificadas em géneros bacterianos através do reconhecimento de unidades
taxonémicas operacionais (OTUs), com identidade entre as sequéncias >97% quando
comparadas contra uma base de dados (método uclust). Para comparar as sequéncias
foi utilizada a atualizagdo (SILVA 128) do ano 2017 do banco de dados de sequéncias
ribossomais SILVA database (Yilmaz et al., 2013). As amostras foram normalizadas em

7.410 leituras por amostra.

Foram utilizados os resultados de sequenciamento de uma amostra para cada
ponto coletado. Devido a isso, 0 método empregado para comparacado estatistica de
amostras foi o teste de qui quadrado. Posteriormente, a tabela de formato Biom de
géneros bacterianos obtida no QIIME foi convertida ao formato spf e transferida ao
programa estatistico de metagenémica STAMP: statistical analysis of metagenomic
profiles (PARKS et al., 2014). Para determinar se os géneros bacterianos ao longo das
nove semanas apresentavam a mesma abundancia foram comparados pelo teste de
qui quadrado (P < 0.05) com posterior teste de correcdo de Bonferroni. Da mesma
maneira os indices referentes a biodiversidade (chao1 e OTUs observados) foram
comparadas pelo teste de qui quadrado (P < 0.05). Sdo apresentados unicamente

resultados estatisticamente significativos (P < 0.05).
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5. RESULTADOS

Trés voluntarias do sexo feminino, com idade entre 26 e 28 anos, completaram as 9

semanas do estudo, totalizando 6 coletas de biofilme para cada.

Os resultados mostraram que foram identificadas diferencas na composi¢cao dos
géneros bacterianos entre as trés voluntarias. A voluntaria 1 apresentou, ao longo das
nove semanas, maior abundancia de Neisseria, que representou 21,90% de todas as
sequéncias (Figura 4), seguido por Corynebacterium (8,74%) e Streptococcus (7,77%).
A voluntaria 2 apresentou, ao longo das nove semanas, maior abundancia de
Fusobacterium, que representou 13,60% de todas as sequencias (Figura 5), seguido
por Leptotrichia (13,44%) e Corynebacterium (10,22%). A voluntaria 3 apresentou, ao
longo das nove semanas maior abundancia de Nejsseria, que representou 23,56% de

todas as sequencias (Figura 6) seguido por Rothia (15,73%) e Streptococcus (13,47%).

Cardiobacterium
4%
Fusobacterium

4%

Streptococcus
8%

" Aggregatibacter
Leptotrichia Haemophilus Capnocytophaga 6%
5% 5% 5%

Figura 4. Distribuicido dos géneros bacterianos mais abundantes na voluntaria 1.
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~————__ Prevotella?
4%

Aggregatibacter
3%

Campylobacter I} Capnocytophaga
4% 4%
Figura 5. Distribuicdo dos géneros bacterianos mais abundantes na voluntaria 2.

Cardiobacterium
2%

Gemella
4%

Aggregatibacter
5%

Haemophilus
6%

Figura 6. Distribuicdo dos géneros bacterianos mais abundantes na voluntaria 3.
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Na analise de componentes principais (PCA) foi observada uma clara
diferenciagdo das comunidades bacterianas entre as semanas na voluntaria 1. Assim, o
eixo PC1 (variavel tratamento entre semanas) explicaria 75.5% das mudangas nas
comunidades bacterianas a nivel de género ao longo do tempo avaliado (Figura 7). No
PCA ¢é possivel observar como a comunidade da semana 1 esta mais proxima da
semana 2 e vai ficando mais distante conforme os dentifricios foram introduzidos, como

observado comparando os resultados da coleta 6 a coleta 1.

[ sC2 [ sC4 I SCé
Easc3 [Cdscs E3wl

0.08
0.06
0.04 |-

0.02 |-

PC2 (10.9%)
®)

-0.02 |
-0.04 |- o)

—0.06 |-

-0.20 -0.15 —0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10 0.15
PC1 (75.5%)

Figura 7. Analise de componentes principais (PCA) dos géneros das comunidades bacterianas. A figura
foi construida empregando o método de distancia Bray-Curtis e representa a distancia filogenética entre
amostras, ou seja, um resumo da composicdo bacteriana de cada amostra. Cada ponto na figura

representa uma coleta. W1 = coleta 1; SC2 = “sample collection” 2.

Por outro lado, referente a biodiversidade das comunidades bacterianas, foi
observada diminuic&o significativa da riqueza pelos indices chao1 e numero de OTUs
na coleta 6 pelo teste de qui quadrado (P < 0.05) quando comparada a coleta 1

(Figuras 8 € 9).
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Figura 8. Riqueza das comunidades bacterianas determinada pelo indice chao1. Asterisco significa
diferenca significativa entre as semanas pelo teste de qui quadrado (P < 0.05). W1 = coleta 1 e W6 =
coleta 6
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Figura 9. Riqueza das comunidades bacterianas determinada pelo nimero de OTUs observada em cada

coleta. Asterisco significa diferenca significativa entre as semanas pelo teste de qui quadrado (P < 0.05).
W1 = coleta 1 e W6 = coleta 6

No primeiro periodo de tratamento, a voluntaria 1 usou o dentifricio contendo 1,5%
de arginina e 1450 ppm de fluor (coleta 3). A quantidade de Neisseria, Actinomyces,
Haemophilus e Rothia encontrada no biofilme coletado apds o uso da arginina foi maior
que no biofiime coletado apds o uso de 1450 ppm de fluor. J& as quantidades de

Eikenella, Corynebacterium, Aggregatibacter e Porphyromonas foram maiores nas
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amostras de biofilme coletadas apds o uso do dentifricio fluoretado (coleta 5), (Figura
10).

Bl sC3 [@ scs 95% confidence intervals
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Leptotrichia g KA < le-15
Cardiobacterium [l FOH ‘ < le-15
Comamonas Fl— FOH ; <1le-15
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Alloprevotella | 3.32e-9 ]jj
Rothia [f : Ko 7.87e-9 E
Tannerella |] Q) 7.11e-8
Lautropia [l o ! 1.22e-7
Unclassified =3 : O 4.49e-7
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Porphyromonas EI D: 0.018
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Figura 10. Géneros significativamente diferentes na sua abundancia entre a terceira e quinta coletas na
voluntaria 1. Comparacdo pelo teste de qui quadrado (P < 0.05) com posterior teste de correcio de
Bonferroni. SC3 = coleta 3; SC5 = coleta 5.

Mudancgas na proporgao das bactérias encontradas no biofilme da coleta 2 (ap6s
washout) e coleta 3 (apds uso do dentifricio com 1,5% de arginina) foram observadas.
Os géneros Corynebacterium, Porphyromonas, Leptotrichia, Fusobacterium e
Streptococcus apareceram em maiores quantidades na coleta 2, enquanto que
Neisseria, Pseudomonas, Eikenella, Rothia e Actinomyces foram encontrados em

maior quantidade na coleta 3 (Figura 11).
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Figura 11. Géneros significativamente diferentes na sua abundancia entre a segunda e terceira coletas
na voluntaria 1. Comparacao pelo teste de qui quadrado (P < 0.05) com posterior teste de correcdo de
Bonferroni. SC2 = coleta 2; SC3 = coleta 3.

Da coleta 4 (ap6s washout) para coleta 5 (ap6s uso do dentifricio fluoretado), os
géneros que apresentaram diminuicéo foram Haemopillus, Fusobacterium, Neisseria e
Streptococcus. O género Actinomyces e Rothia, entretanto, mostraram-se em maior

quantidade na coleta 5 quando comparado com a 4 (Figura 12).
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Figura 12. Géneros significativamente diferentes na sua abundéancia entre a quarta e quinta coletas na
voluntaria 1. Comparacdo pelo teste de qui quadrado (P < 0.05) com posterior teste de correcio de
Bonferroni. SC4 = coleta 4; SC5 = coleta 5.

A anadlise de componentes principais (PCA) da voluntaria 2 mostrou a diferenca
na biodiversidade entre as coletas. O eixo PC1 explicaria 73,7% das mudangas nas
comunidades bacterianas a nivel de género ao longo do tempo avaliado (Figura 13). No
PCA é possivel observar como a comunidade da coleta 1 esta préxima da comunidade
da coleta 6, ou seja, os tratamentos nao causaram grandes variagdes que perdurassem
até apo6s o ultimo periodo de washout. Ainda, observa-se que da coleta 2 para coleta 3
(apds uso de dentifricio fluoretado), a biodiversidade bacteriana encontrada foi bastante
diferente, mostrando que o dentifricio com 1450 ppm de fluor foi capaz de modificar a
microbiota existente. O mesmo é observado comparando a biodiversidade das coletas
4 e 5 (ap6s uso de dentifricio contendo 1,5% de arginina), em que houve grande

modificagado da comunidade encontrada.
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Figura 13. Analise de componentes principais (PCA) dos géneros das comunidades bacterianas. A
figura foi construida empregando o método de distancia Bray-Curtis e representa a distancia filogenética
entre amostras, ou seja, um resumo da composicio bacteriana de cada amostra. Cada ponto na figura

representa uma coleta. W1 = coleta 1; SC2 = “sample collection” 2.

Ainda, apds o primeiro periodo de tratamento, em que a voluntaria utilizou
dentifricio fluoretado, a quantidade de Fusobacterium, Prevotella e Campilobacter
foram maiores que as observadas apos 0 uso de dentifricio com 1,5% de arginina.
Apdés o0 uso da arginina, Leptotrichia e Corynebacterium foram o0s que mais
aumentaram se comparado a coleta apdés o uso do dentifricio fluoretado, tendo o

género Actinomyces apresentado aumento, também, significativo (Figura 14).
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Figura 14. Géneros significativamente diferentes na sua abundancia entre a terceira e quinta coletas na
voluntaria 2. Comparacdo pelo teste de qui quadrado (P < 0.05) com posterior teste de correcio de
Bonferroni. SC3 = coleta 3; SC5 = coleta 5.

Da coleta 2 (apds o primeiro periodo de washout) para a coleta 3 (utilizagdo do
dentifricio com 1450 ppm de fluor), verifica-se que houve mudancga significativa
Corynebacterium, Fusobacterium e Streptococcus. A quantidade de Strepfococcus
encontrada ap6s o uso de dentifricio fluoretado foi menor, assim como de
Corynebacterium, Actinomyces, e Haemophillus, mostrando que o dentifricio fluoretado
teve influéncia sobre a composigcdo microbiana. Ja Fusobacterium e Prevotella

aumentaram em quantidade (Figura 15).
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Figura 15. Géneros significativamente diferentes na sua abundancia entre a segunda e a terceira coletas
na voluntaria 2. Comparaco pelo teste de qui quadrado (P < 0.05) com posterior teste de correcdo de
Bonferroni. SC2 = coleta 2; SC3 = coleta 3

Analisando a proporcédo bacteriana encontrada entre as coletas 4 (apds o
periodo de washout entre os tratamentos) e 5 (apds 0 uso de dentifricio com 1,5% de
arginina), observou-se reducdo na quantidade de Streptococcus, Fusobacterium,
Porphyromonas e Haemophillus, enquanto que Actinomyces, Corynebacterium,
Leptotrichia e Rothia aumentaram (Figura 16).
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Figura 16. Géneros significativamente diferentes na sua abundancia entre a quarta e quinta coletas na
voluntaria 2. Comparacdo pelo teste de qui quadrado (P < 0.05) com posterior teste de correcio de
Bonferroni. SC4 = coleta 4; SC5 = coleta 5.

Na analise de componentes principais (PCA) referentes as amostras de biofilme
da voluntaria 3, observou-se diferengcas das comunidades bacterianas e o eixo PC1
(tratamento) explica os 54,3% de mudanca de géneros bacterianos (Figura 17). Dentre
as voluntarias, este foi 0 que apresentou menos variabilidade na diversidade
bacteriana. Mesmo assim, € clara a diferencga entre a primeira e segunda coletas (apds
washout), diferenga semelhante a encontrada entre a segunda e terceira coletas (apds
uso de dentifricio fluoretado). A menor diferenca foi observada entre a quarta (apés
washout entre os tratamentos) e quinta (ap6s uso de dentifricio com 1,5% de arginina)

coletas.
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Figura 17. Analise de componentes principais (PCA) dos géneros das comunidades bacterianas. A
figura foi construida empregando o método de distancia Bray-Curtis e representa a distancia filogenética
entre amostras, ou seja, um resumo da composicao bacteriana de cada amostra. Cada ponto na figura
representa uma coleta. W1 = coleta 1; SC2 = “sample collection” 2...

Apds o0 uso de dentifricio fluoretado, foi observado que a composi¢éo do biofilme
apresentou quantidades maiores de Actinomyces e Fusobacterium (coleta 3), enquanto
que apds o uso do dentifricio com 1,5% de arginina (coleta 5) a composi¢céo do biofilme
apresentou maiores quantidades de Streptococcus, Neisseria e Haemophilus (Figura
18).
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Figura 18. Géneros significativamente diferentes na sua abundancia entre a terceira e quinta coletas na
voluntaria 3. Comparacdo pelo teste de qui quadrado (P < 0.05) com posterior teste de correcio de
Bonferroni. SC3 = coleta 3; SC5 = coleta 5.

A diferenca de proporcédo de géneros bacterianos encontrada entre as coletas 2

Haemophilus (Figura 19).

(apbs washout) e 3 (apds uso do dentifricio fluoretado) mostra que houve aumento de

Actinomyces e Rothia, e diminuicdo de Neisseria, Streptococcus, Porphyromonas e
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Figura 19. Géneros significativamente diferentes na sua abundancia entre a segunda e terceira coletas
na voluntaria 3. Comparaco pelo teste de qui quadrado (P < 0.05) com posterior teste de correcdo de
Bonferroni. SC2 = coleta 2; SC3 = coleta 3.

Ja na coleta 4 (apds washout entre tratamentos), a propor¢céo de Neisseria foi
maior que a encontrada na coleta 5 (ap6s uso de dentifricio com 1,5% de arginina),
enquanto que o género Streptococcus e Rothia foram encontrados em maior
quantidade na coleta 5. Nesse voluntario, apds o uso de dentifricio contendo arginina, o
género Streptococcus apresentou aumento, enquanto que nos outros voluntarios esse

género diminuiu (Figura 20).



43

=3 sc4-ln 3 scs-il 95% confidence intervals
I
Streptococcus —21——+ —0o— I < le-15
Neisseria ——oxp—o I —o— <le-15
Klebsiella P I e <lel5 _
| °
Aggregatibacter 4 oA | 3.15e-14 £
[«H]
Gemella B9 I A 5.82e-9 s
Cardiobacterium | @] : 1.53e-7 o
=]
Granulicatella [ | 1.46e-5 ©
Rothia g Fo— | 1.09e-3
|
Eikenella {1 o 1.7%e-3
Unclassified F1 | HeH 7.59%-3
| |
0.0 32.0 -15 -10 =5 0 5 10

Proportion (%) Difference between proportions (%)

Figura 20. Géneros significativamente diferentes na sua abundéancia entre a quarta e quinta coletas na
voluntaria 3. Comparacdo pelo teste de qui quadrado (P < 0.05) com posterior teste de correcio de
Bonferroni. SC4 = coleta 5; SC5 = coleta 5.

O quadro 1 resume 0s géneros encontrados em maiores quantidades entre as

coletas:
ANTES DO | APOS ANTES DO | APOS
TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO
COM ARGININA COM ARGININA COM FLUOR COM FLUOR

VOLUNTARIA 1 Neisseria (8%) Neisseria (29%) Neisseria (26%) Neisseria (21%)
Corynebacterium Corynebacterium Corynebacterium Corynebacterium
(9%) (5%) (6%) (8%)
Streptococcus Streptococcus (7%) | Streptococcus (9%) | Streptococcus (6%)
(10%) Aggregatibacter Aggregatibacter Aggregatibacter
Aggregatibacter (6%) (7%) (7%)
(9%) Captocytophaga Captocytophaga Captocytophaga
Captocytophaga (3%) (6%) (6%)
(5%) Haemophilus (5%) Haemophilus (4%) Haemophilus (2%)
Haemophilus (4%) Leptotrichia (1%) Leptotrichia (4%) Leptotrichia (4%)
Leptotrichia (7%) Fusobacterium (0%) | Fusobacterium (5%) | Fusobacterium (2%)
Fusobacterium (7%)

VOLUNTARIA 2 Fusobacterium Fusobacterium (6%) | Fusobacterium (9%) | Fusobacterium
(16%) Leptotrichia (25%) Leptotrichia (22%) (26%)
Leptotrichia (5%) Corynebacterium Corynebacterium Leptotrichia (4%)
Corynebacterium (18%) (16%) Corynebacterium
(3%) Streptococcus (3%) | Streptococcus (8%) | (4%)




44

Streptococcus
(10%)

Prevotella 7 (4%)
Capnocytophaga
(4%)
Campylobacter (3%)
Aggregatibacter
(6%)

Prevotella 7 (3%)
Capnocytophaga
(3%)
Campylobacter (2%)
Aggregatibacter
(1%)

Prevotella 7 (1%)
Capnocytophaga
(5%)
Campylobacter (2%)
Aggregatibacter
(3%)

Streptococcus (2%)
Prevotella 7 (6%)
Capnocytophaga
(1%)
Campylobacter
(10%)
Aggregatibacter
(2%)

VOLUNTARIA 3

Neisseria (30%)
Rothia (11%)
Streptococcus
(10%)

Leutropia (3%)
Haemophilus (8%)
Actinomyces (5%)
Aggregatibacter
(3%)

Gemella (6%)
Cardiobacterium
(1%)

Neisseria (26%)
Rothia (14%)
Streptococcus
(20%)

Leutropia (4%)
Haemophilus (8%)
Actinomyces (4%)
Aggregatibacter
(7%)

Gemella (4%)
Cardiobacterium
(2%)

Neisseria (43%)
Rothia (5%)
Streptococcus (9%)
Leutropia (10%)
Haemophilus (4%)
Actinomyces (4%)
Aggregatibacter
(3%)

Gemella (1%)
Cardiobacterium
(7%)

Neisseria (18%)
Rothia (33%)
Streptococcus (6%)
Leutropia (8%)
Haemophilus (3%)
Actinomyces (13%)
Aggregatibacter
(3%)

Gemella (2%)
Cardiobacterium
(1%)

Quadro 1: Géneros bacterianos encontrados antes e depois dos tratamentos

Géneros bacterianos como Actinomyces, Fusobacterium, Gemella e Prevotella

estdo relacionados com doenga periodontal (MOORE; MOORE, 1994). Mudancgas

nesses géneros bacterianos foram encontradas apds utilizac&o tanto de fluor quanto de

arginina. Além disso, géneros como Actinomyces e Neisseria estdo associados ao
metabolismo de arginina (NASCIMENTO; BURNE, 2014). Na voluntaria 1, Neisseria

apresentou significativo aumento apds a utilizacdo de arginina. Porém, esse género

teve significativa redugédo apds tratamento com fluor na voluntaria 3. Actinomyces

apresentou aumento apds 0 uso de fluor na voluntaria 3, mas ndo mostrou mudancga

significativa apds o uso de arginina.
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho, buscamos analisar as possiveis diferencas na biodiversidade
bacteriana do biofilme dental existentes entre os tratamentos com dentifricio contendo

1,5% de arginina e 1450 ppm de fluor e um dentifricio contendo 1450 ppm de fluor.

Ha 40 anos estudos microbioldgicos sobre o metabolismo oral de arginina vém
sendo realizados (NASCIMENTO; BURNE, 2014), porém, apenas recentemente a
arginina esta sendo adicionada a dentifricios como forma de controlar a carie dental.
Zheng et al. (2017) observaram que houve reducé&o do género Streptococcus apds a
utilizacdo de dentifricio contendo 8% de arginina durante 2 semanas, enquanto que 0s
géneros Porphyromonas e Actinomyces n&o sofreram alteracdo. Neste trabalho, além
de testarmos o dentifricio contendo 1,5% de arginina, observamos aumento do género
Streptococcus em uma das voluntarias apds o uso de dentifricio contendo arginina.
Além disso, houve reducdo na quantidade de Strepfococcus apos a utilizagdo de
dentifricio fluoretado, nas trés voluntarias, mostrando que esse dentifricio influenciou a

composi¢cdo microbiana do biofilme.

Muitas espécies de Streptococcus sdo conhecidos por serem portadores do SAD
(NASCIMENTO; BURNE 2014), o que explicaria o fato da quantidade desse género ter
aumentado apoOs a utilizacdo de arginina na voluntaria 3. Koopman et al. (2016)
encontraram esse género como sendo 0 mais abundante apds a utilizacdo de
dentifricio contendo 8% de arginina apds 8 semanas. Além disso, géneros como
Rothia, Porphyromonas e Actinomyces também aumentaram. Nos trés voluntarios, foi
encontrado o género Rothia em maior quantidade apds a utilizagdo do dentifricio
contendo arginina. Em um voluntario o género Actinomyces também foi observado este
aumento. Por outro lado, o género Porphyromonas diminuiu em dois dos trés
voluntarios apdés o uso da arginina. Ainda, Koopman et al. (2016) observaram
diminuicdo dos géneros Neisseria e Fusobacterium. Um voluntario apresentou
diminuicdo de Neisseria, enquanto outro apresentou aumento. Dois dos trés voluntarios
apresentaram diminuicéo de Fusobacterium apos 0 uso de arginina, como no estudo de
Koopman et al. (2016).
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Liu et al. (2012) encontraram diferengas na composigéo microbiana entre individuos
portadores de doenca periodontal e individuos saudaveis. Os géneros encontrados em
maior quantidade nos voluntarios portadores de doenga periodontal foram Prevotella e
Fusobacterium. Dois dos trés voluntarios apresentaram, apds a utilizagéo de dentifricio
com arginina, diminuicdo de Fusobacterium, porém, em um dos voluntarios esse
género também foi encontrado em menor quantidade apds o uso do dentifricio

fluoretado.

Para Fontana (2016), dentifricio fluoretado continua sendo o padr&o para prevenc¢ao
de carie, pois a adicdo de arginina ao dentifricio ndo fluoretado tem o beneficio anti-
carie similar ao controle fluoretado, enquanto Cummins (2013) defende que a agéo do
fluor e da arginina sdo complementares, visto que a arginina age no biofiime e o fluor
age no tecido dental. Além disso, relata que a adicdo de 1,5% de arginina a um
dentifricio contendo 1450 ppm de fluor e um composto de calcio insoluvel aumenta sua

eficiéncia anti-carie quando comparado a um dentifricio com 0 mesmo teor de fluor.

Pouco estudos sobre o efeito de dentifricio contendo 1,5% de arginina na
composicdo do biofiime dental estdo disponiveis. Além da composi¢do microbiana,
outros aspectos tém sido investigados: papel da arginina no processo des/re, atividade
enzimatica da SAD quando da introducdo de arginina no meio bucal, a influéncia da
arginina sobre a biomassa do biofilme, além de alguns estudos utilizarem arginina a 8%
para avaliacdo desses parametros. Aqui, priorizamos investigar os efeitos de arginina a

1,5%, pois € nessa concentracdo que o fabricante afirma ter efeito anti-carie.

Uma limitacdo da metodologia adotada nesse estudo € a dependéncia da
assiduidade dos voluntarios que utilizaram os dentifricios, tanto no tempo de tratamento
quanto no uso exclusivo do dentifricio ofertado, o que pode influenciar nos resultados.
O método utilizado identifica microrganismos a nivel de género, entéo a especificidade
dos achados fica comprometida. Métodos como metagenoma, utilizado por Koopman et
al. (2017), e qPCR espécie-especifico, utilizado por Zheng et al. (2017), identificam
microganismos a nivel de espécie, sendo mais indicados para esse tipo de avaliacédo,

porém sd&o métodos caros devido a sua alta especificidade. Além disso, seria
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necessario analisar o biofilme de um numero maior de voluntarios para garantir

resultados estatisticamente significativos.
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7. CONCLUSAO

Nas condi¢bes testadas, conclui-se que:

¢ N&o houve um padrao de flutuagao bacteriana entre os voluntarios;
e Tanto o dentifricio fluoretado quanto o dentifricio contendo 1,5% de arginina

tiveram influéncia sobre a composigao microbiana do biofilme dental.



49

REFERENCIAS

ALVES, L. S.; MOURA, M. S.; GROISMAN, S.; MALTZ, M. Epidemiologia da carie
dentaria. In: MALTZ, M.; TENUTA, L. M. A.; GROISMAN, S.; CURY, J. A. Cariologia:
Conceitos basicos, Diagndstico e Tratamento Ndo Restaurador. Série ABENO:
Odontologia Essencial: parte clinica. S&o Paulo, 2016. p. 51-63.

ALVEZ, L. S.; PAROLO, C. C. F.; MALTZ, M. Tratamento nao restaurador da doencga
carie dentaria. In. MALTZ, M.; TENUTA, L. M. A; GROISMAN, S.; CURY, J. A
Cariologia: Conceitos basicos, Diagndstico e Tratamento Nao Restaurador. Série
ABENO: Odontologia Essencial: parte clinica. S&o Paulo, 2016. p. 82-91.

ASTVALDSDOTTIR, A. et al. Arginine and Caries Prevention: A Systematic Review.
Caries Research, v. 50, n. 4, p. 383-393, 2016.

BELTRAN, E. R. et al. Activity and effects of urease and arginine deiminase in saliva
and human oral biofilm. Revista Facultad de Odontologia Universidad de Antioquia,
v. 23, n. 2, oct. 2012.

BURNE, R. A.; MAQUIS, R. E. Alkali production by oral bacteria and protection against
dental caries. FEMS Microbiology Letters, v. 193, p. 1-6, sep. 2000.

CANTORE, R. et al. in situ clinical effects of a new dentifrice containing 1,5% arginine
and 1450 ppm fluoride on enamel Demineralization and Remineralization and plaque
metabolism. J Clin Dent, v. 24, p. 32-44, 2013.

CAPARASQO, J. G. et al. Global patterns of 16S rRNA diversity at a depht of millions of
sequences per sample. Proceedings of the Natural Academy of Sciences, v. 108,
suppl. 1, p. 4516-4522, 2011.

CAPORASQO, J. G, et al. Ultra-high-throughput microbial community analysis on the
lllumina HiSeq and MiSeq platforms. The ISME journal, v. 6, n. 8, p. 1621-1624, mai.
2012.

CAPORASO, J. G. et al. QIIME allows analysis of high-throughput community
sequencing data. Nature Methods, v. 7, n. 5, 335-336, may. 2010.

CHEN, Yi-Ywan M.; WEAVER, C. A.; BURNE, R. A. Dual functions of Streptococcus
salivarius urease. Journal of Bacteriology, v. 182, n. 16, p. 4667-4669, may. 2000.

CUMMINS, D. Dental caries: a disease which remains a public health concern in the
21st century. The exploration of a breakthrough technology for caries prevention.
Journal of Clinical Dentistry, v. 24, n. Spec Iss A, p. A1-A14, 2010.

CUMMINS, D. The development and validation of a new technology, based upon 1.5%
arginine, an insoluble calcium compound and fluoride, for everyday use in the
prevention and treatment of dental caries. Journal of Dentistry, v. 41, p. S1-S11, 2013.



50

DAWES, C.; DIBDIN, G. H. Salivary concentrations of urea released from a chewing
gum containing urea and how these affect the urea content of gel-stabilized plaques
and their pH after exposure to sucrose. Caries Research, v. 35, n. 5, p. 344-353, sep.
2001.

DEGNAN, P. H., OCHMAN, H. lllumina-based analysis of microbial community
diversity. The ISME Journal, v. 6, n. 1, p. 183-194, 2012.

FONTANA, M. Enhancing Fluoride: Clinical Human Studies of Alternatives or Boosters
for Caries Management. Caries Research, v. 50, suppl 1, 22-37, apr. 2016.

GORDAN, V. V. et al. Could alkali production be considered an approach for caries
control?. Caries research, v. 44, n. 6, p. 547-554, may. 2010.

GRISWOLD, A. R.; CHEN, Yi-Ywan M.; BURNE, R. A Analysis of an Agmatine
Deiminase Gene Cluster in Streptococcus mutans UA159. Journal of Bacteriology, v.
186, n. 6, p. 1902-1904, mar. 2004.

GRISWOLD, A. R.; NASCIMENTO, M. M.; BURNE, R. A. Distribution, regulation and
role of the agmatine deiminase system in mutans streptococci. Oral Microbiology and
Immunology, v. 24, n. 1, p.79-82, 2009.

GUPTA, RKr. Effect on Pellicle Proteome upon Adsorption of Salivary Peptide on
Hydroxyapatite and their effects on Enamel Demineralization (2017). Electronic Thesis
and Dissertation Repository. 5031.

HELLER, D., et al. Microbial Diversity in the Early In Vivo-Formed Dental Biofilm. Appl
Environ Microbiol, v. 82, n. 6, p. 1881-1889, 2016.

HENZ, S. L., JARDIM, J. J. Tratamento n&o restaurador da doenca carie dentaria. In:
MALTZ, M.; TENUTA, L. M. A; GROISMAN, S.; CURY, J. A. Cariologia: Conceitos
basicos, Diagnéstico e Tratamento Nao Restaurador. Série ABENO: Odontologia
Essencial: parte clinica. S&o Paulo, 2016. p. 75-81.

HOLGERSON, P. L., et al. Maturation of Oral Microbiota in Children with or without
Dental Caries. PLoS One, Doi: 10.1371/journal.pone.0128534, 2015.

IEBBA, V. et al. Eubiosis and dysbiosis: the two sides of the microbiota. New
Microbiologica, v. 39, p. 1-12, 2016.

JARDIM, J. J., ALVES L. S., MALTZ, M. Tratamento n&o restaurador da doenca carie
dentaria. In: MALTZ, M.; TENUTA, L. M. A.; GROISMAN, S.; CURY, J. A. Cariologia:
Conceitos basicos, Diagndstico e Tratamento Nao Restaurador. Série ABENO:
Odontologia Essencial: parte clinica. S&o Paulo, 2016. p. 95-103.

KOOPMAN, J. E. et al. Changes in the oral ecosystem induced by the use of 8%
arginine toothpaste. Archives of Oral Biology, v. 73, p. 79-87, 2017.



51

KRAIVAPHAN, P. et al. Two-year caries clinical study of the efficacy of novel dentifrices
containing 1,5% arginine, an insoluble calcium compound and 1,450 ppm fluoride.
Caries Research, v. 47, n. 6, p. 582-590, 2013.

LIU, B. et al. Deep Sequencing of the Oral Microbiome Reveals Signatures of
Periodontal Disease. Plos One, v. 7, issue 5, p. 1-16, jun. 2012.

LIU, Y.; NASCIMENTO. M.; BURNE, R. A Progress toward understanding the
contribuition of alkali generation in dental biofilms to inhibition of dental caries.
International Journal of Oral Science, v. 4, p. 135-140, sep. 2012.

MARSH, P. D. Microbial ecology of dental plaque and its significance in health and
disease. Adv Dent Res, v. 8, n. 2, p. 263-271, 1994.

MARSH, P. D.; DEVINE, D. A. How is the development of dental biofilms influenced by
the host?. Journal of clinical periodontology, v. 38, n. s11, p. 28-35, feb. 2011.

MOORE, W. E. C.; MOORE, L. V. H. The bacteria of periodontal diseases.
Periodontology 2000, v. 5, p. 66-77, 1994,

NASCIMENTO, M. M. et al. Correlations of oral bacterial arginine and urea catabolism
with caries experience. Oral microbiology and immunology, v. 24, n. 2, p. 89-95, feb.
2009.

NASCIMENTO, M. M.; BURNE, R. A. Caries prevention by arginine metabolism in oral
biofilms: translating science into clinical success. Current Oral Health Reports, v. 1, n.
1, p. 79-85, jan. 2014.

OVERMAN, P. R. Biofilm: a new view of plaque. Journal Contemp Dent Pract, v. 1, n.
3, p. 18-29, 2000.

PAES LEME A. F. et al. The role of sucrose in cariogenic dental biofilm formation — new
insight. Journal of Dental Research, v. 85, n. 10, p. 878-887, 2006.

PARKS, D. H. et al. STAMP: statistical analysis of taxonomic and functional profiles.
Bioinformatics, v. 30, n. 21, p. 3123-3124, 2014.

PETERSEN, P. E. et al. The global burden of oral diseases and risks to oral health.
Bulletin of the World Health Organization, v. 83, n. 9, p. 661-669, sep. 2005.

PETROU, |. et al. A Breakthrough Therapy for Dentine Hipersensitivity: How Dental
Products Containing 8% Arginine and Calcium Carbonate Work to Deliver Efficient
Relief of Sensitive Teeth. The Journal of Clinical Dentistry, v. 20, n. 1, p. 23-31, 2009.



52

QUINTANA, S. M. C., et al. Microbiota of oral cavity ecosystems. Rev Cubana
Estomatol, v. 54, n. 1, p. 84-99 |, 2017.

REYES, E. et al. Caries-free subjects have high levels of urease and arginine
deiminase activity. Journal of applied oral science, v. 22 n. 3, p. 235-240, mar. 2014.

SAMPAIO, B., MONTEIRO, S. F. Acquisition and maturation of oral microbiome
throughout childhood: An update. Dent Res J, v. 11, n. 3, p. 291-301, 2014.

SANTARPIA, R. P. et al. A 12-week clinical study assessing the clinical effects on
plague metabolism of a dentifrice containing 1.5% arginine, an insoluble calcium
compound and 1,450 ppm fluoride. Am. J. Dent, v. 27, n. 2, p. 100-105, apr. 2014.

SHAW, D., NAIMI-AKBAR, A., ASTVALDSDOTTIR, A. The tribulations of toothpaste
trials: Unethical arginine dentifrices research. Br Dent J, v. 219, n. 12, p. 567-569, 2015.

SOUZA, M. L. R. et al. Comparing the efficacy of a dentifrice containing 1.5% arginine
and 1450ppm fluoride to a dentifrice containing 1450ppm fluoride alone in the
management of primary root caries. Journal of dentistry, v. 41, p. S35-S41, apr. 2013.

SRISILAPANAN, P. et al. Comparison of the efficacy of a dentifrice containing 1.5%
arginine and 1450ppm fluoride to a dentifrice containing 1450ppm fluoride alone in the
management of early coronal caries as assessed using quantitative light-induced
fluorescence. Journal of Dentistry, v. 41, p. S29-S34, 2013.

Ten CATE, J. M. Review on fluoride, with special emphasis on calcium fluoride
mechanisms in caries prevention. European Journal of Oral Science, v. 105, p. 461-
465, 1997.

TENUTA, L. M. A., CURY, J. Tratamento n&o restaurador da doenca carie dentaria. In:
MALTZ, M.; TENUTA, L. M. A;; GROISMAN, S.; CURY, J. A. Cariologia: Conceitos
basicos, Diagnéstico e Tratamento Nao Restaurador. Série ABENO: Odontologia
Essencial: parte clinica. S&o Paulo, 2016. p. 92-103.

TENUTA, L. M. A; CURY, J. A  Formacdo do biofilme dental cariogénico e o
desenvolvimento de lesées de carie. In: MALTZ, M.; TENUTA, L. M. A.; GROISMAN,
S.; CURY, J. A. Cariologia: Conceitos basicos, Diagnéstico e Tratamento Nao
Restaurador. Série ABENO: Odontologia Essencial: parte clinica. S&o Paulo, 2016. p.
28-39. a

TENUTA, L. M. A;; CURY, J. A. Interagdes quimicas entre o dente e os fluidos bucais.
In: MALTZ, M.; TENUTA, L. M. A.; GROISMAN, S.; CURY, J. A. Cariologia: Conceitos
basicos, Diagnéstico e Tratamento Nao Restaurador. Série ABENO: Odontologia
Essencial: parte clinica. S&o Paulo, 2016. p. 17-27. b



53

VANWUYCKHUYSE, B. C. et al. Association of free arginine and lysine concentrations
in human parotid saliva with caries experience. Journal of Dental Research, v. 74, n.
2, p. 686-690, feb. 1995.

WOLFF, M. et al. in vivo effects of a new dentifrice containing 1,5 arginine and 1450
fluoride in plaque metabolism. J Clin Dent, v. 24, p, 45-54, 2013.

XU, X., et al. Oral cavity contains distinct niches with dynamic microbial communities.
Environ Microbiol, v. 17, n. 3, p. 699-710, 2015.

XUE, Y. et al. Effect of toothpaste containing arginine on dental plaque — A randomized
controlled in situ study. Journal of Dentistry, v. 67, p. 88-93, 2017.

YAMASHITA, J. M. et al. Role of arginine and fluoride in the prevention of eroded
enamel: an in vitro model. Australian Dental Journal, v. 58, p. 478-482, 2013.

YILMAZ, P. et al. The SILVA and “All-species Living Tree Project (LTP) taxonomic
frameworks. Nucleic Acid Research. Doi: 10.1093/nar/gkt1209, 2013.

YIN, W. et al. The anti-caries efficacy of a dentifrice containing 1.5% arginine and 1450
ppm fluoride as sodium monofluorophosphate assessed using quantitative light-induced
fluorescence (QLF). Journal of Dentistry, v. 41, p. S22-828, 2013.

ZAURA E. et al. Defining the healthy "core microbiome" of oral microbial communities.
BMC Microbiol, v. 9, p. 259, 2009.

ZHENG, X. et al. Ecological Effect of Arginine on Oral Microbiota. Scientific Reports,
v. 7,n. 7206, ago. 2017.



54

APENDICE 1 - ORIENTAGOES AO VOLUNTARIO

E de extrema importancia que vocé, voluntdrio nessa pesquisa, siga todos essas

orientagdes para que nao haja interferéncia em nossos resultados

1.

Utilize apenas as pastas de dente designadas a vocé em cada fase do
experimento

Nao utilize qualquer agente quimico auxiliar, como enxaguatoérios bucais,
durante a pesquisa

Caso necessite utilizar qualquer agente antimicrobiano (antibidticos,
antifungicos) durante as fases da pesquisa, favor informar a equipe responsavel
Escovar os dentes com a escova de dente e pastas fornecidas 3 vezes ao dia
(apds o café da manha, almogo e jantar). Apds a escovagao noturna, ndo comer
nem beber, exceto agua

Nos dias das coletas nao escovar nem passar fio dental pela manhd e nem

comer ou beber (exceto agua) 2h antes da coleta
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TH-HF- - APENDICE 2 - FICHA DE ANAMNESE
""Flolt UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOQUIMICA

FICHA DE ANAMNESE — AVALIACAO IN VIVO DO EFEITO DE DENTIFRICIOS
CONTENDO 1,5% DE ARGININA SOBRE A COMPOSICAO DO MICROBIOMA

DENTAL
Nome:
Data de Nascimento / / R.G. DataExp. ___/__/ __ Sexo:Masc.
OFem.
Naturalidade: Estado ____ Estado Civil Profisséo:
Endereco:
Bairro Cidade Estado ___ Telefone:
Nome da Méae:
Em caso de emergéncia avisar: Telefone:

ANAMNESE - HISTORIA MEDICA
Questionario de Saude:
Vocé ou alguém da sua familia tem ou teve alguma destas doencgas?

Hipertensdo I 0 Sim OO Ndo Asma [ Sim [0 Nao Disturbios Sanguineos [ Sim [0 Nao

Diabetes [0 Sim[1 N&o Anemia O Sim [ Nao Doenca Cardiaca [0 Sim [ N&o

Febre Reumética [0 Sim [0 Nao Alergia O Sim [ Nao Convulsées O Sim 0O
Nao

Disturbios Renais [ Sim O N&o Artrite O Sim O N&o Distarbios Hepaticos [0 Sim O
Nao

Tuberculose [0 Sim [ Nao Sinusited Sim [ N&o D.S.T. O Sim O Néao

Hepatite (0 Sim [ N&o Céancer O Sim [ Nao (AIDS, sifilis, Blenorragia...)

Disturbios de Ouvido, Nariz ou Garganta [0 Sim O N&o Disturbios Gastrointestinais [ Sim [ Nao
Outros:

Esta sob cuidados médicos? O Sim [0 N&o Qual o motivo? Ha
quanto tempo?

Faz uso de alguma medicacdo? [0 Sim [0 N&o Qual? Héa quanto tempo?
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Ja fez alguma cirurgia? O Sim O N&o Qual? Ha quanto
tempo?

E alérgico a medicamentos? O Sim O Nao
Qual?

Ja desmaiou alguma vez? O Sim O Nao Qual o}
motivo?

Quando se corta, a ferida sangra muito ou demora para cicatrizar? [ Sim [ No

Fumante? O H4& quanto tempo? Quantos cigarros por dia? __ Ex- fumante: O Ha
quanto tempo?

Esta gravida? [ Sim [0 Nao Ha quanto tempo? Esta amamentando? [ Sim [0 Nao Ha quanto tempo?

HISTORIA ODONTOLOGICA

Suas gengivas sangram com facilidade? [0 Sim O Nao

Sente mau halito? O Sim OO Nao

Ja teve instrucdo de higiene oral? O sim O Nao

Ja levou anestesia local? 0O Sim OO Nao Foitudo bem? 0O Sim O Nao
Jé extraiu algum dente? O Sim O Nao Foitudo bem? 0O Sim O Nao
Ja fraturou algum 0sso no seu rosto? [ Sim [ N&o

Ja teve alguma dificuldade associada ao tratamento odontolégico? [ Sim [ Nao

Quando foi seu altimo tratamento
odontolégico?

EXAME INTRAORAL

Labios [ Normal Bochechas O Normal
O Alterado O Alterado
Vestibulo 0 Normal Retromolar OO Normal
O Alterado O Alterado

Palato [ Normal Lingua O Normal

O Alterado O Alterado
Assoalho Bucal [0 Normal Orofaringe [0 Normal
O Alterado O Alterado

Aparelho ortoddntico [ Sim [ Nao
Utilizagdo de préteses [ Sim O Néo

Anotac¢Bes complementares
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APENDICE 3 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nés, Profa. Dra. Elaine Machado Benelli, Dr. Eduardo Balsanelli, Profa. Dra. Geisla
Mary Silva Soares e aluna da pds-graduagéo em Ciéncias - Bioquimica Leticia Ferreira
Zanlorensi, da Universidade Federal do Parana, estamos convidando vocé a participar
de um estudo intitulado “AVALIACAO in vivo DO EFEITO DE DENTIFRICIOS
CONTENDO 1,5% DE ARGININA SOBRE A COMPOSICAO DO MICROBIOMA
DENTAL”, ou seja, esse estudo visa verificar o efeito de pastas de dente com arginina
sobre o esmalte do dente e na placa dental.

a)

b)

O objetivo da pesquisa € verificar o efeito da adicdo do aminoacido arginina em
pastas de dente sobre as bactérias componentes da placa dental e 0 impacto
das propagandas sobre o consumidor.

Caso vocé participe da pesquisa, sera necessario usar trés tipos de pastas de
dente diferentes. No primeiro dia sera coletado saliva e placa dental, entrega da
escova de dentes padrao e uma pasta de dente para ser utilizada 7 dias antes
de comecar a fase experimental. No inicio do primeiro periodo de 3 semanas, a
pasta de dente referente a essa fase sera entregue e uma nova coleta de saliva
e placa dental sera realizada. Ao final dessa fase, coleta de saliva e placa dental
sera realizada. Havera um periodo de 7 dias entre as duas fases, em que se
utilizara a pasta de dente entregue no inicio e, antes do inicio da ultima fase,
sera coletada saliva e placa dental. Na ultima fase de 3 semanas, outra pasta de
dentes sera entregue e devera ser usada nessa fase que, ao final, acabara com
uma nova coleta de saliva e placa dental. Ao final do ultimo periodo de teste,
havera uma ultima semana em que se utilizara a pasta entregue no comego € a
ultima coleta de saliva e placa dental ao final dessa semana. No total serdo 9
semanas de experimento e 6 visitas agendadas para coleta.

Para tanto vocé devera comparecer no local agendado por e-mail para avaliagéo
clinica. Depois disso, serdo entregues a escova de dente € a primeira pasta a
ser usada. As coletas de saliva e placa dental serdo feitas no inicio e fim de
cada fase da pesquisa, além da coleta inicial e final. Nos dias das coletas, vocé
sera orientado a n&o higienizar os dentes pela manha e ndo comer nem beber 2
horas antes da coleta, a fim de coletar a placa formada durante a noite.

Participante da Pesquisa e/ou Responsavel Legal
Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE

Orientador

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Satde da UFPR (CEP/SD)

Rua: Padre Camargo, 285, térreo, Alto da Gléria, Curitiba/PR, CEP 80060-240

cometica.saude@ufpr.br — telefone (041) 3360-7259
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d) E possivel que vocé sinta desconforto/constrangimento na hora da coleta de
saliva, que devera ser cuspida dentro de um recipiente. O desconforto gerado
pela falta de higienizacdo sera minimizado agendando-se a coleta no horario
mais adequado a vocé.

e) O risco relacionado ao estudo pode ser 0 constrangimento durante a coleta de
saliva. Assim, a coleta sera realizada individualmente e o pesquisador utilizara
luvas de procedimento e material esterilizado.

f) Os beneficios esperados com essa pesquisa serdo verificar se a adicdo desse
componente em pastas de dente traz beneficio para a saude bucal, embora nem
sempre vocé seja diretamente beneficiado por sua participacédo nesse estudo.

g) Os pesquisadores responsaveis por esse estudo poder&o ser localizados: Elaine
Machado Benelli, professora do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFPR, no telefone (41) 33611653 ou pessoalmente no endereco:
Av. Francisco H dos Santos, s/n — Jardim das Américas, Centro politécnico,
Setor de Ciéncias Biologicas — Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular, terceiro andar, sala 315, Curitiba/PR, CEP: 81531-990; Eduardo
Balsanelli, pds-doutorando do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular
da UFPR, no telefone (41) 995005304 ou pessoalmente no mesmo endereco,
segundo andar, laboratério do anexo, Leticia Ferreira Zanlorensi, aluna da pds-
graduagdo em Ciéncias - Bioquimica, no telefone (41) 992071322 ou
pessoalmente no mesmo enderego, terceiro andar, laboratério 316 e Geisla
Mary Silva Soares, professora do Departamento de Estomatologia da UFPR, no
telefone (41) 3360-4000 ou pessoalmente no endereco: Avenida Pref. Lothario
Meissner, 3400, Jardim Botanico, Curitiba/PR, CEP 80210-170, Setor de
Ciéncias da Saude — Departamento de Estomatologia, sala de periodontia,
térreo, ou pelos e-mails: el.benelli@yahoo.com.br, balsanelli86@gmail.com,
geisla.soares@ufpr.br e leticia.zanlorensi@gmail.com para esclarecimento de
duvidas e obtencao de informagdo em qualquer fase da pesquisa.

h) A sua participagdo nesse estudo € voluntaria e se vocé ndo quiser mais fazer
parte da pesquisa podera desistir a qualquer momento e solicitar que lhe
devolvam esse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado.

i) As informacbes relacionadas ao estudo poderao ser conhecidas por pessoas
autorizadas, os pesquisadores acima citados. No entanto, se qualquer
informacao for divulgada em relatério ou publicacéo, isso sera feito sob forma
codificada, para que sua identidade seja preservada e mantida sua
confidencialidade.

i) O material obtido (amostras de saliva e placa dental) sera utilizado unicamente
para essa pesquisa e sera destruido/descartado ao término do estudo, dentro de
2 anos apos publicado.

Participante da Pesquisa e/ou Responsavel Legal
Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE

Orientador

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR (CEP/SD)
Rua: Padre Camargo, 285, térreo, Alto da Gléria, Curitiba/PR, CEP 80060-240
cometica.saude@ufpr.br — telefone (041) 3360-7259
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k) As despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa ndo sdo de sua
responsabilidade e vocé nado recebera qualquer valor em dinheiro pela sua
participacao.

I) Quando os resultados forem publicados ndo aparecera seu nome, mas sim um
cédigo.

m) Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como participante de pesquisa, vocé
pode contatar também o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
(CEP/SD) do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana,
pelo telefone 3360-7259.

Eu, li esse Termo de Consentimento e
compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei em participar. A
explicacdo que recebi menciona 0s riscos e beneficios da pesquisa. Eu entendi que
sou livre para interromper minha participacao a qualquer momento sem justificar minha
decisdo e sem qualquer prejuizo para mim.

Eu concordo voluntariamente em participar desse estudo

Curitiba, de de

(Assinatura do participante da pesquisa ou responsavel

legal)

(Assinatura do pesquisador responsavel)

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Satde da UFPR (CEP/SD)
Rua: Padre Camargo, 285, térreo, Alto da Gléria, Curitiba/PR, CEP 80060-240
cometica.saude@ufpr.br — telefone (041) 3360-7259
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fiorma de monofluorios®sio de sddio = argnies 1,5%; Colgabe-Famolve]) = para 3 o de oontrole ssrl
manipubsdo derffriclo conbemdo 1450 ppei de fibor na forra die monof vorfosTalo de sdio.
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Cortirusnks 4 Fasoss 150 &5

Objettvo da Pacgulca:

it phjetvo deste eshido In st eiow In vivo & verficar o efefio dos denfifricios comendo 1,5 % de arginina no:
processo de desiremineralzaciio & as aferaples do microbloma do bicfime.

Cjethvos secumddrios: Ayvalar 3 microd urern supericisl & subsupericil do esmalte denial Bovinog quando
submetidos a desafios canogénicos = availar 3 variagio na microbiom bwcal In 5Bu efou In vivo atewes de
culttvo microbloidgico, ampificagio & do sequenciamento do gene marcador 162 DA

Awallagho doc Flcoot & Eenaficlon:
Begurco O pesquisydores: “0s fscos da medcdoiogla sSo associsdos 30 corstangimento dos Individucs
durani= a oolela da salva™ O gue s=rd minimkzado com a mzilzuu;im de colelas individualzadas = o
pesquissdor utlizard lwvas descariivels e materal autodavado para eviar comtaminagio.

105 beneficios esperados Com e55a pesqulsa serlio verficar se a adiclo desse componente em pashs de
denfe irar real beneficla paa & =abde bucal & == podera substiulr as pasias de dente gue condem figor. "

Comaniarioc & Conclderaglsc cobne 3 Pecgulca:

Trata-se de prolocoio previaments aprovado. Mo momenio 3 pesguisadora encaminha relstdno parcial &
el simutameamienies, sgul Fansorios.

Erends: Mudanca no cronograma de enecucio. Devido a0 afraso na liberapio da aprovaclo do projets
=iy Comissio d= Ebcas no Uso d= Animals do Selor de ©hncies Elldgicas da UFFH, que ocormesy =m
072017, & colets dos dentes Tol prejudcada, visio que apenas diamie da m'm;&:- 3 colEla seris permEda.
1T 550, Fowve gimso no prepan dos dentes para a fase experimental. Além disso, na UFFR existem dols
aparsihos para medigho da microdureza, pec=ssdrio para a fase pré-experimental, porém amibos estio
Indisponitvels ou por faka de manuterglio ou por %t de pepa. Com lsso Bvemos que procurar opgles = a
Universidade Posiths nos disporblizou o microdurdmelro, porém, no momenko, sncontra-s= &m
raratenio pam roca de pega, sem prazn definkdo para a chegada da pe{a. Oulras universidades foram
confxindas para vwerificar a possibllidade de l..l:llzuph do aparelho, além de owira mebosdologis bter sido
proposts para avalar perds‘ganho mineral dos blooos de ssmale, sem sucesso. Som |sso, deckdmos
misdficar 3 melodokgla = =xciur & parte do estudo refereme § fase ks e continesr 6 vivo. Para @nio, a
dats de previsio par inicio seria 0204 = tEming &m 020E.

Z. Aleragles de materiais & mEiodos. Desde a slaboraciio do projeto, novas estatéglas & avallsgles foram
Iintresdurides, oomo A andllses. gue serdo feltss com a salva colstsda dos
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woluntérios, gue serfo para verificar atividade =nzimagica (urdéase, arginina dessminas= & lactaio
desidrogenase], & o SrtsCimo de um pericdo o washout &0 Tinal da Ot fase de este. AlEm disso, X5
coletas de blofime & saliva foram meihor esiabelecidas = o i=mpo do experimenio aumsniou devido a roca
da In 5By pedo In vivo. Com lss0, o estudo passou de 6 SEMANAS para 3 sEmManas”.

Felaidrio parcial-"Z projeto de pesguiss '.-'l.‘i.-.'.ALI.ﬁ.I,TJi{l In wivo D93 EFEIMOS DE DENTIFRICIOS
COMTENDS 1,5% DE ARGIMINA I0OBRE A EDMPM;&Q DO MICROBICMA DENTAL" ainda nio s&
Iniciow dewido a dficuldades spconradss na meindologla proposia. Frimemameanis, spfrentamos wlirios
empeciBos guanite a manipuiagio dos denies bovinos. Apts & colets, limpeza & corte dos biocos de
esmali=, encomirarmcs dificuldade para embutr = polr =sses Docos. Apds o polienio, Cxds Dioco deveria
ser aralsado quanio sua microdurers = na UFPR sxksiem dols miorodurdimesnes, o da Emgenharia
MiecAnica, que ndo possul 3 pordsira que rds precisamaos, & o da Cdonfologla, que estava descalbrado =
sem previsio de mareienclo. Com lsso, conseguimcs que a Universidade PosElg nos emprestasss o
microdunimero & polirtz, entlo em deremibodZ017 conseguimos fazsr o polmento & andise Inidal dos
blocos de esmake.

Mossa Infenpdo era colocar de um lado do dispositvo intra-oral palatine blocos de esmalie Righdos, & do
oub lado blocos de esmalie desminerallzados. o x50, precisarlamos fazer uma snlu;!u de
desmineralzaclo in witro, a2 gual deverla ser tesiada. O teste sera seguir o probacoio & desmimeralzar 3
bincos de esmalie oom posterion analse da MCodaress pam assegarar gus 3 desmineralagio fol sfetva,
Forém, 0 miomdurdmetmn da Universidade Positive enconbra-se am manutengio e reposigio de pecas, sem
dats prevista. Com k=50, nSo haveris posshbildade de sEQuir oom =ssa meiodoiogla™.

ﬂﬂnmm=HTmﬂimm:

Todos o5 i=mos cbrigatdrios Toram anessdos, TCLE fol readeguado para 3 meindokosgia.

Recomandaglec:

[ LR

Conouedes ou Penddnolas o Lista de Insdequagiec:

Mo

- E obrigabiric retirar na seoetarda do CEFED uma mopia do Temo de Consantimento Livre & Esclarecido
com carimbo orde consiard dala de ﬂ:lﬂ:’i’a-;h por esie CERMED, sendo esie modein reproduzido e
apllcar punin &0 participante da pesguisa.
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i3 TCLE deverd conber duas vias, uma ficard com o pesquisador & uma copla ficard com o parficipant= da
peesquiss [Caria Circular p®. 00201 1 CONERTCME].

Favor agendar a reida do TCLE pelo ielefone £9-3360-7255 ou por el cometioa ssudeiSudpr. br,
FECEsSS AR Informar o CAAE.

Congldesrapbet Finalc a orttéric do CEF:
BollcEamos que s=jam apresentsdos a ssie CEP, relaidrios semesirals = final, sobre o andsments da

pesguisa, bem oomo imonracles relstias as modficsgles do proftoooio, camcelamento, EncermameTio B
desiinn dos confedmenios obtldos, araves ds Flataforsia Brasll - mo modo: H-DTIF%E;.'LI;-.’;.EI. Cermials
aiteraples & promogacic de prazo devem ser eriadas no modo EMEND. Lembrando gue © Cronograma
de eyecuclo da pesquisa deve ser atualzsdo no sistera Platytorma Brasl] anbes de ardar solicitacks de
promogacio de prazo.

Emenda — var modeio de cata em nossa pagia: wwa.oometos ofpr be [obrigabino envio)

Echts parsger fol slaborado bacssdo moc dosumanios abaleo relssdonado:

Irrrn-rma;des Bagicas FE_IHFDMI;EEG_E&SIMG_W!H? AR E A patho

g Prossdn 3 EZ ogdf g L o

Cirtos r=atoriopancial pdf 01ET01E |LETICIA FERREIRA | Aosit:
18c18ci1s | TAMLORENE]

outos Emendaaoproooio. podf 01MEZ01E |LETICIA FERREIRA | Aceibs
1815250 | TAMLORENE
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rial jpdf 100523 | ZANLOSENE]
Ciutos berrec_d=_compromisso pdf OTOTIIIT |LETICIA FERREIRA | An=ito
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3dos pdf 143338 | ZANLORENE
Cutros concordancla_dos_sendoos_envobidos. | 140S2Z017 |LETICI, FERREIRA | Arsito
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