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Resumo

O objetivo deste estudo foi validar um modelo animal para o desenvolvimento de céarie com
comprometimento de dentina. Foram utilizados 3 fémeas e 1 macho, ratos Wistar adultos, preparados para
reproducdo. ApoOs os periodos de prenhez e desmame, os filhotes foram divididos em quatro grupos (n=6):
Controle (GC): dieta normal; Dieta Cariogénica (GD); S. Mutans (GM): dieta normal + S. Mutans; S. Mutans e
Dieta cariogénica (GMD). A presenca e quantificacdo da bactéria biofilme foi confirmada por meio de PCR-real
time. Ao final de 4 semanas, foram atribuidos os escores de cérie, seguida de eutanasia. As mandibulas foram
analisadas em microscopia eletronica de varredura (MEV). Os resultados mostraram auséncia de S. Mutans em
GC e GD, com diferenca estatistica para GM e GMD (p<0.05). O grupo GMD apresentou escores compativeis
com carie em dentina e a analise em MEV mostrou imagens compativeis com os escores atribuidos. O modelo
proposto foi eficaz na reproducao de carie em dentina.
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Introducao

A carie € uma doenca de alto impacto, comumente diagnosticada na clinica Odontol6égica (BELSTROM
et al., 2017) e pode ser considerada infecciosa e multifatorial, com capacidade para comprometer as estruturas
vitais de esmalte e dentina. Este fator faz com que seja dificil seu controle e, em razdo disso, grande é sua
expressividade, ainda que medidas de prevencao, diagnéstico e tratamento sejam propostos e amplamente
estudados na literatura (COSTALONGA; HERZBERG, 2014; LAW et al., 2007; SICCA et al., 2016).

Esse processo patologico causa a destruicdo dos tecidos dentais e pode trazer complicacdes locais e
gerais (BELSTROM et al., 2017; SICCA et al., 2016). Mesmo ap0s longos anos de pesquisas, 0S mecanismos
de controle ndo foram completamente elucidados. Existe um consenso de que a presenca de placa bacteriana
€ um dos fatores necessérios, no entanto, sua presenca apenas nao € suficiente para que lesdes de céarie se
desenvolvam (COSTALONGA; HERZBERG, 2014; KLEIN et al., 2015).

Sua formacéo tem inicio com a instalacdo do biofilme na estrutura dental. O desequilibrio provocado
pelas alteracdes na microbiota oral contribui para a doenca (COSTALONGA; HERZBERG, 2014; MOYNIHAN,
2016). O processo de desmineralizacéo da estrutura dental promove o acimulo de produtos acidos formados
pela dieta. Este fator altera o pH salivar e torna o ambiente bucal propicio para que microrganismos
especificos, como o Streptococcus do tipo mutans (SM), se instalem e desenvolvam a doenca carie.

Uma vez que ha varios pontos a serem elucidados a respeito da carie e, ainda, métodos preventivos e
curativos necessitem ser testados em condic¢des bioldgicas, modelos animais que desenvolvam céarie poderiam
permitir variaveis de resposta e auxiliar no estudo de abordagens terapéuticas para essa doenga. Culp et al.
(2005) propuseram modelo animal para inducéo de carie em ratos geneticamente modificados, porém, sem
precisdo quanto a quantificacdo de S. Mutans ou controle sistémico dos animais, dificultando a
reprodutibilidade.

Esse estudo se propds a apresentar um modelo animal que fosse preciso, facilmente reprodutivel e
gue pudesse ser utilizado em futuros estudos sobre técnicas preventivas e abordagens terapéuticas para a
carie.

Metodologia

Foram utilizados 4 ratos, 3 fémeas e 1 macho, Wistar (Rattus novergicus) adultos, com 6 a 9 semanas
de vida, pesando aproximadamente 2509 e 350g, respectivamente. Apés o periodo de adaptacdo ao biotério, o
rato macho foi colocado na caixa moradia das fémeas para reproducdo, onde permaneceu até o dia GD19.
Constatada a prenhez, cada fémea foi realocada em uma nova caixa moradia, onde pariu e permaneceu com
os filhotes até o desmame. O peso e a glicemia dos animais foram monitorados semanalmente durante todo o
periodo do experimento.

Ap6s o desmame em 21 dias (PND21), os filhotes, independente do sexo, foram realocados em
gaiolas, divididos em quatro grupos (n=6):

Grupo Controle (GC): alimentacdo normal e 4gua ad libitum.
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Grupo Dieta Cariogénica (GD): dieta cariogénica (56% de sacarose) e agua com 10% de sacarose ad
libitum por 4 semanas (Culp et al. 2005).

Grupo S. Mutans (GM): dieta normal e inoculacéo de S. Mutans.

Grupo S. Mutans e dieta cariogénica (GMD): dieta cariogénica e inoculagéo de S. Mutans.

Previamente a inoculacdo de S. Mutans e apds o desmame (PND21), foram realizadas coletas da
cavidade oral de todos os animais, por meio de SWABS, para verificacdo da flora nativa a fim de se, confirmar a
auséncia de SM (Culp et al. 2005). Os animais dos grupos GM e GMD foram inoculados por 3 dias
consecutivos (PND 22-24) com S. Mutans (ATCC 10231), na concentragdo de 108 UFC/ml, por meio de SWAB
na cavidade oral (Culp et al. 2005). Apo6s 5 dias da inoculagéo inicial, novas coletas das cavidades orais dos
animais foram realizadas, para comprovac¢ao da presenca de S. Mutans.

A avaliacdo microbiolégica foi feita por meio da reagao de polimerase em cadeia (PCR) do tipo “real
time”. Esse teste permitiu a detec¢cdo quantitativa do S. mutans. Para tanto, foram realizados o0s seguintes
passos: extracdo do DNA; PCR-real time (desenho dos primers; otimizacdo das reagfes; reacdes de gPCR).

Apo6s 4 semanas, foram atribuidos os escores de carie, baseados no ICDAS (International Caries
Detection & Assemssment System), método indicado para o diagndstico do estagio de desenvolvimento das
lesbes de carie em molares. Para a atribuicdo dos escores, foram selecionados dois examinadores, que foram
calibrados até que fosse atingido indice Kappa > 85%.

Constatadas lesdes com envolvimento em dentina (escores 4 e 5), o experimento foi finalizado, com a
eutanasia dos animais por meio de camara de CO2.

Os escores de carie foram submetidos a andlise estatistica por meio de teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis e os dados relativos a quantificacdo de S. Mutans, foram submetidos a ANOVA.

Apbs a eutanasia, amostras de mandibulas foram isoladas para analise em microscopia eletrénica de
Varredura (MEV). Os espécimes foram estocados em cloramina a 5% e, posteriormente, submetidos a
desidratacdo crescente por acetona, seguido de cobertura com ouro-paladio com espessura de + 15nm
(Suptter Coater MED-020 - Bal-Tec). Apds esses procedimentos, os espécimes foram observados em MEV.
(JEOL - JSM - 6510, USA).

Resultados e Discusséo

Quantificacdo e identificacdo de S. Mutans:

Os resultados da analise microbioldgica para os grupos inoculados estao descritos na tabela 1.

Antes da inoculacé@o néo foi detectada presenca de S. Mutans em nenhum animal.

Os resultados indicaram auséncia de S. Mutans nos grupos Controle (GC) e Dieta (GD) e diferenca
estatistica na quantificacdo do S. Mutans entre esses grupos e os grupos SM (GM e GMD) (p<0.05). Nao
houve diferenca estatistica entre os grupos SM (GM e GMD) (p>0.05).

Tabela 1 — Quantidade (médiatDP) de SM no biofilme oral para todos os grupos

GC GD GM GMD
Controle Dieta cariogénica S.Mutans S.Mutans+dieta
cariogénica
Sm (log []) Oa Oa 3.62+0.39 b 3.20+1.69 b
Diferentes letras indicam diferencas estatisticas. Houve diferencas estatisticamente significantes entre
0s grupos pelo teste ANOVA (a=0,05). Fonte: acervo da autora

Diagndstico de cérie:
Os escores (medianas) foram atribuidos por dois avaliadores, apés calibracdo e obtencdo de teste
Kappa > 85% e constam na Tabela 2.

Tabela 2 — Mediana dos escores atribuidos segundo ICDAS

GC GD GM GMD
Controle Dieta cariogénica S.Mutans S.Mutans+dieta
cariogénica
Oa Oa Oa 4,5 (4-5) b
Diferentes letras indicam diferencas estatisticas. Houve diferencas estatisticamente significantes entre
os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis (a=0,05). Fonte: acervo da autora

Andlise em Microscopia Eletronica de Varredura:
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Os elementos dentais do grupo GMD mostraram perda significativa de esmalte com exposicdo de
dentina, compativel com o escore atribuido segundo ICDAS. Os elementos dentais dos demais grupos
apresentaram desgastes dentro da normalidade para o padrdo de roedores.

Figura 1 — Imagens em MEV dos grupos GC, GD_, GM e GMD
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A proposta desse estudo foi validar um modelo de carie em ratos replicavel e passivel de ser utilizado
para futuros estudos sobre esse tema.

Culp et al. (2005) propuseram um modelo animal para inducéo de carie a partir do qual esse estudo foi
delineado. A dieta cariogénica utilizada pelos autores apresentou porcentagens maiores de sacarose que 0
presente estudo. A intencdo foi de diminuir a quantidade a agucar ingerido pelos animais, a fim de minimizar
possiveis alteracdes de peso e/ou metabdlicas, como o diabetes melittus, que pudessem inviabilizar a
validag&do ao longo do tempo. Os autores ndo referem em seu estudo qualquer monitoramento das condicdes
sistémicas dos animais. Em nosso estudo, o peso e a glicemia de todos os animais foram monitorados
semanalmente e com as porcentagens de sacarose propostas, ndo houve qualquer alteracdo sistémica nos
animais. Este dado confirma a reprodutibilidade segura do modelo proposto.

Outro fator que diferencia nosso modelo daquele proposto pelos autores acima citados, foi o0 método
utilizado para diagnéstico das les6es. Culp et al. (2005) basearam sua analise no indice proposto por Keyes
(1958), modificado por Larson (1981) e em nosso estudo, os escores foram atribuidos segundo o ICDAS
(International Caries Detection & Assemssment System). Esse método, proposto por Ismail et al. (2007), é um
dos mais utilizados tanto para diagndstico e planejamento do tratamento da doenca carie e é largamente
utilizado para estudos de epidemiologia e clinico. Segundo Braga et al. (2009), reproduz com fidelidade
comparavel a outros métodos consagrados, o estagio do desenvolvimento e de atividade das lesdes cariosas.
O método consiste numa inspec¢édo visual que visa avaliar a profundidade e/ou atividade das lesbes de carie,
por meio de escores que propiciam maior precisdo e confiabilidade ao exame clinico.

Nossos resultados apontaram para lesdes com escores 4 ou 5 para o grupo GMD, o que sugere lesédo
de cérie ativa, sem grande cavitacao. Esse resultado permite-nos validar o método proposto.

Outro aspecto inovador nesse estudo, foi 0 método utilizado para detecgdo e quantificacdo do S.
Mutans, através da reacao de polimerase em cadeia (PCR) do tipo “real time”.

Zhan et al. (2012) e Culp et al. (2005) utilizaram métodos menos precisos para identificagdo de S.
Mutans, sem contudo quantifica-los.

Nossos resultados apontam sucesso na inoculacdo do S. Mutans, com os grupos GM e GMD
apresentando quantidades estatisticamente semelhantes da bactéria. Numa proposta de validacao de método,
esse dado permite-nos certificar que a forma de inoculacao por meio de SWAB foi eficaz e padronizada.

Outro aspecto a ser considerado é a confirmacdo da teoria proposta por Fejerskov e Maniji (1990), que
afirma que a interacdo dos fatores dieta cariogénica, hospedeiro, tempo e bactéria sdo fatores determinantes
para o desenvolvimento de lesBes cariosas.

A andlise qualitativa em microscopia eletrénica de varredura mostrou elementos dentais com grau de
destruicdo compativeis com o escore atribuido pelos examinadores, com ligeira cavitacdo em dentina.

Diante dos fatores acima citados, consideramos que nosso modelo foi validado com sucesso, com

resultados que permitem reprodutibilidade e confiabilidade para subsidiar futuros estudos sobre carie.

Conclusdes
O modelo proposto foi capaz de reproduzir com confiabilidade e precisdo lesdes de céarie com
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comprometimento de dentina em ratos e € passivel de ser replicado para futuros estudos sobre o tema.
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