UNIVERSIDADE DE TAUBATE
Antonio Cardoso de Andrade

AVALIACAO DO EFEITO DA ADRENALINA E
NORADRENALINA SOBRE A ADESAO DE
STREPTOCOCCUS MUTANS EM BRAQUETES
ORTODONTICOS

Taubaté - SP
2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE DE TAUBATE
Antonio Cardoso de Andrade

AVALIACAO DO EFEITO DA ADRENALINA E
NORADRENALINA SOBRE A ADESAO DE
STREPTOCOCCUS MUTANS EM BRAQUETES
ORTODONTICOS

Dissertacdo apresentada para obtencdo do Titulo
de Mestre pelo Programa de Pés-graduacdo em
Odontologia do Departamento de Odontologia da
Universidade de Taubaté.

Area de concentracéo: Biologia Odontoldgica
Orientador: Prof. Dr. Gilson Cesar Nobre Franco
Co-orientadora: Profa. Dra. Sheila Cavalca Cortelli

Taubaté - SP
2010



ANTONIO CARDOSO DE ANDRADE

Data:

Resultado:

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr.

Assinatura:

Prof. Dr.

Assinatura:

Prof. Dr.

Universidade de Taubaté

Universidade

Universidade

Assinatura:




Dedico este trabalho...

... a Deus e aos meus netos que me dirigiram a luz, e aos demais

membros da minha familia, inclusive o bivdo Kride e a bivd Tereza.



AGRADECIMENTOS

A Universidade de Taubaté, em nome da Reitora Profa. Dra. Maria Lucila Junqueira

Barbosa;
Ao Pro-Reitor de pesquisa Prof. Dr. José Roberto Cortelli

A Coordenadora do Programa de Mestrado e Doutorado em Odontologia Profa. Dra.

Ana Christina Claro Neves;

Em especial ao meu orientador Prof. Dr. Gilson Cesar Nobre Franco que sempre
teve muita paciéncia, dedicacdo e generosidade em todos os momentos da

construcéo deste trabalho;

A minha Co-orientadora Profa. Dra. Sheila Cavalca Cortelli, por toda ajuda e

ensinamento;

A Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP2009/16324-4)

pelo auxilio concedido, permitindo assim a execuc¢éao do trabalho.

A todos os Professores que fizeram parte desta minha formacéo: Ana Christina
Claro Neves, Ana Lia Anbinder, Denise Pontes Raldi, Lais R. da Silva Concilio,
Leonardo Goncalves Cunha, Marcos Augusto do Rego, Maria Rozeli Quirino,
Mariella Vieira P. Ledo, Priscila C. Suzy Liporoni, Sandra Marcia Habitante, Silvana
S. F. dos Santos, Lucilene H. Ricardo, Vanessa Gobbo, Wilson Saad, Maximiliano
Neisser, Edna M. Querido de Oliveira Chamon; Marinella Holzhausen e Karina Cogo.

A Adriana Peloggia e a todo o pessoal da secretaria, bem como os funcionarios da

Faculdade de Odontologia da Universidade de Taubaté — SP;

Aos meus amigos de jornada Vanilda Santos e Prof. Marco Mammoli, aos quais

devo tudo pelo inestimavel incentivo;



Ao Prof. Dr. Pedro Luiz Rosalen e doutoranda Myrella Léssio Castro, grandes
responsaveis pela concluséo deste trabalho.

A Bibliotecaria Regina Marcia Cuba que fez da correcdo desta obra, um ato
carinhoso de ensinar.



Andrade AC. Avaliagdo do efeito da adrenalina e da noradrenalina sobre a adeséo
de Streptococcus mutans em braquetes ortodonticos [Dissertacao de mestrado].
Taubaté: Universidade de Taubaté, Departamento de Odontologia, 2010. 35p.

RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito da adrenalina e da noradrenalina sobre a adeséo de
Streptococcus mutans em braquetes ortodonticos. Método: Para esta finalidade,
braquetes ortodénticos foram distribuidos em poc¢os (microplaca com 96 pocos com
fundo cénico) contendo 10°ufc/ml de S. mutans. Os braquetes foram divididos em
trés grupos (n=12/grupo): (1) 12 pocos contendo noradrenalina (50uM); (2) 12 pogos
contendo adrenalina (100uM) e (3) 12 pocos contendo NaCl 0,9% (controle). Apds o
periodo experimental (24 horas, 37°C), os microrganismos ndo aderidos foram
removidos e 0s braquetes submetidos a sonicacdo para o desprendimento de S.
mutans aderidos, possibilitando assim a contagem microbiana (ufc/ml). Resultados:
Ambas as substancias testadas (adrenalina e noradrenalina) aumentaram
significativamente (p<0,05) a adesdo de S. mutans aos braquetes ortoddnticos
Conclusdo: Os achados do presente estudo sugerem que a adrenalina e a
noradrenalina podem contribuir para um aumento na adesdo de S. mutans a
braquetes ortodénticos, tornando-se assim um possivel fator de risco para o
desenvolvimento da doenca carie.

Palavras-chave: Biofilmes; Braquetes ortodénticos; Carie dentaria; Catecolaminas;
Estresse fisioldgico; Streptococcus mutans.



Andrade A C. To evaluate the effect of adrenaline and noradrenaline on the adhesion
of Streptococcus mutans on orthodontic brackets. [Dissertacdo de mestrado].
Taubaté: Universidade de Taubaté, Departamento de Odontologia, 2010. 35p.

ABSTRACT

Aim: To evaluate the effect of adrenaline and noradrenaline
(hormone/neurotrasmissor released during the stress) on the adhesion of
Streptococcus mutans on orthodontic brackets. Methods: Orthodontic brackets were
placed in wells (96-well plates) containing 10°cfu/mL of S. mutans. The brackets
were divided into three groups (n=12/group): (1) 12 wells containing noradrenaline
(50uM); (2) 12 wells containing adrenaline (100uM) and (3) 12 wells containing NacCl
(0.9%) — control. After the experimental period (24 hours, 37°C), the non-adherent
bacteria were removed and the adherent S. mutans were detachment by sonication
and counted (cfu/mL). Results: Both adrenaline and noradrenaline significantly
increased (p<0,05) the adhesion of S. mutans on orthodontic brackets compared to
control group. Conclusions: The findings of the present study sugests that
adrenaline and noradrenaline can improve the adhesion of S. mutans to orthodontic
brackets, acting as a risk factor to the development of caries.

Keywords: Biofilms; Orthodontic brackets; Caries; Cathecolaminas; Psychological
stress; Streptococcus mutans.
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1 INTRODUCAO

O biofilme € uma estrutura complexa que se acumula nos tecidos duros
gquando em ambiente Umido. Muitas espécies de microrganismos encontram-se
presentes no biofilme em decorréncia de mecanismos de adesdo especificos. A
placa bacteriana ou dental é atualmente considerada um biofilme verdadeiro, onde
diferentes colonias de microrganismos se agrupam em um ecossistema proprio
(Costerton et al., 1999).

Dentre os diferentes microrganismos que podem formar o biofilme bucal, o
Streptococos mutans apresenta-se como um componente chave nesta colonizacao,
uma vez que estudos atribuem uma reacdo direta deste mecanismo com o
desenvolvimento da doenca carie através da adesdo deste ao esmalte, os quais
contribuem para o processo de desmineralizacdo observada nesta patologia (Marsh,
1994).

Com o advento da grande procura pelas correcfes estéticas e funcionais
das arcadas dentarias, através de aparatologias fixas, o uso de braquetes favorece a
retencdo e o acumulo do biofilme dentéario, dificultando a limpeza, aumentando
assim o risco de carie e doencas periodontais. As lesdes pontuais brancas,
proveniente da desmineralizacdo do esmalte sdo fortemente intensificadas pela
ligacdo e adesao bacteriana e a formacdo destas placas sobre os braquetes
(Faltermeier et al., 2008).

O estresse € uma patologia em ascensdo devido aos habitos de vida
contemporaneos, no qual o organismo reage a este processo com alteracdo do
padrdo fisiologico normal. Estudos demonstram que niveis elevados de

catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) e glicocorticéides apresentam-se
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elevados durante este processo. O relacionamento entre estresse e progressao de
doencas infecciosas no homem e nos animais tem sido o foco de estudos intensos
na ultima década (Peterson et al., 1991).

Os microrganismos possuem a propriedade de reconhecer os hormonios de
seus hospedeiros e utiliza-los para sua adaptacédo e distribuicdo. A noradrenalina e
adrenalina sédo detectaveis durante as respostas ao estresse humano, podendo ser
causada por estimulos ambientais e atuando no ambiente bucal, alterando o
crescimento individual de microrganismos e de seu biofilme subgengival. A liberacéo
das catecolaminas aumenta em até dez vezes a resposta ao estresse, mas 0
conceito de que organismos infecciosos podem também responder a esses
horménios tem sido raramente considerados, todavia a presenca das catecolaminas
tem mostrado profundos efeitos no crescimento e na expressdo de fatores da
viruléncia de um grande numero de microrganismos patogénicos (Lyte et al., 1997;
Freestone et al., 2000; Roberts et al., 2005).

Desta forma o objetivo deste estudo foi avaliar se a adrenalina e a
noradrenalina (substancias liberadas durante o estresse) poderiam alterar o perfil de
adesdo de S. mutans em braquetes ortodonticos, representando assim, um fator de

risco adicional para usuarios da aparatologia ortoddntica.



11

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 BIOFILME

O biofilme bacteriano é definido atualmente como uma comunidade diversa
de microrganismos encontrada em qualquer superficie, embutidas em uma matriz
extracelular de polimeros (Marsh, 1994). O termo “biofilme” é usado para descrever
comunidades de microrganismos ligados a uma superficie. Tais microrganismos séo
em geral especialmente organizados em uma estrutura tridimensional e incluidos em
uma matriz de material extracelular derivada do metabolismo das células e do meio
ambiente.

As bactérias crescem e sobrevivem em comunidades organizadas
(Biofilmes) em seu ambiente natural. Podem ter varias formas de apresentacao
como flocos em suspensao, peliculas na superficie dos liquidos ou submersos; as
comunidades bacterianas podem se desenvolver em todas as superficies sejam
sélido-liquidas ou ar-liquido (Jenkinson & Lappin-Scott, 2000).

Diversos e criteriosos estudos tém demonstrado ao longo do tempo que a
microbiota bucal €& responsavel pelas duas principais doencas bucais no ser
humano: a céarie dental e as periodontites (Nishihara & Koseki, 2004).

A placa cariogénica é dominada por microrganismos Gram-positivos,
incluindo o Streptococcus sanguinis, S. mutans, S. mitis, S.salivarius e Lactobacilli,
enquanto a placa periodontopatogénica é formada primariamente pelas bactérias
anaerobias Gram-negativas, como Aggregatibacter (antigo Actinobacillus)

actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Campylobacter spp, Capnocytophaga
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spp, Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis,

Prevotella intermedia e Treponema denticola (Aas et al., 2005).

2.2 A DOENCA CARIE

Dentre as diferentes espécies que compdem o biofilme bacteriano oral, os
estreptococos do grupo mutans sdo considerados os principais relacionados com a
carie dental, devido a sua propriedade de se aderir nas superficies dentais e iniciar a
formacdo da placa bacteriana cariogénica (Bowen, 2002).

A manifestacdo de doenca carie € um processo patoldégico que ocorre por
desmineralizacdo do esmalte em consequéncia de uma interacdo entre bactérias
presentes na cavidade bucal, superficies dentais e constituintes da dieta,
especialmente a sacarose. Assim, a progressdo da doenca céarie depende de um
hospedeiro suscetivel, uma microbiota patogénica e uma dieta rica em carboidratos,
interagindo em condi¢Bes criticas num determinado periodo de tempo (Yazaki et. al.,
1999; Petti & Hausen, 2000; Fejerskov et al., 2008).

S. mutans é uma espécie de bactérias anaerébica facultativa, Gram-
positivas com morfologia de coco, pertencentes ao género dos Streptococcus (grupo
A de Lancefield). S. mutans sao descritos como estreptococos “mutantes” visto que
apresentavam morfologia celular mais achatada que outros. Os estreptococos do
grupo mutans foram isolados inicialmente no inicio do século XX, em criancas
inglesas.

Este grupo de microrganismo mede cerca de 0,5 a 0,75um de diametro,
agrupa-se aos pares ou em cadeias, requerendo meios nutricionalmente ricos para

seu crescimento, sdo anaerbbios facultativos e sua temperatura Otima de
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crescimento é de 37°C. Em meio de cultura Agar Mitis Salivarius, formam col6nias
pequenas, fortemente aderidas ao meio de cultura, e com bordas irregulares. Com
adicdo de sacarose ao 4gar, muitas linhagens de S. mutans produzem colbnias de
cerca de 1mm de diametro. Quando cultivados em agar sangue em microaerofilia
por 48 horas, as colonias de S. mutans apresentam-se brancas ou cinzas, circulares
ou irregulares, tendendo aderir na superficie do agar (Gronroos, 2000; Koneman et
al., 2001).

Devido ao seu sistema metabdlico, esse microrganismo gera um nicho
acidogénico que extrapola a capacidade tampao salivar, afetando a camada mineral
da superficie dentaria, provocando a desmineralizacdo e iniciando o processo da
carie (Carlsson et al., 1985; Castro & Mochidome, 2000).

Na ecologia bucal, varios fatores relacionados, séo atribuidos a condicdes
gue favorecem o estabelecimento e multiplicacdo de S. mutans na cavidade oral. As
caracteristicas locais (ambiente) e uma dieta rica em acUcares sdo as mais
relevantes. Os estreptococos do grupo mutans tém sido encontrados em
praticamente todos os individuos desde auséncia, pouca ou alta prevaléncia de carie
(Carlsson et al., 1985).

A dieta com alto teor de acucares, acrescida de pouca qualidade e
frequéncia de higiene bucal, é fundamental para desenvolver a céarie. Esta é uma
das doencas infecciosas, transmissiveis mais prevalentes em humanos e uma das
mais dispendiosas com relacdo ao tratamento sintomatico restaurador (Loesche,

1986).
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2.3 S. MUTANS: FATORES DE VIRULENCIA

O termo viruléncia é descrito como a capacidade de um microrganismo
causar doencas em um hospedeiro. A relacdo entre hospedeiro e microrganismo
tem sua dindmica, dependente de suas caracteristicas individuais e do inter
relacionamento com fatores externos. A viruléncia de uma bactéria consiste em
propriedades que promovem sua entrada, colonizacéo e crescimento no hospedeiro.
O microrganismo S. mutans é comumente associado com o inicio e desenvolvimento
da doenca céarie devido aos seus fatores de viruléncia relacionados (Hamada &
Slade, 1980; Loesche, 1986; Gibbons, 1994)

S. mutans esté diretamente associado ao desenvolvimento da doenca carie,
principalmente por possuir propriedades aciddricas (manter a viabilidade,
sobrevivendo assim em meio acido) e acidogénicas (producdo de acidos) (Hamada
& Slade, 1980; Loesche, 1986; Fozo & Quivey, 2004).

A propriedade de sobreviver em meio acido é associada com a atividade de
uma importante enzima localizada na membrana celular, denominada F-ATPase, a
qual é responsavel pela atividade translocadora de prétons (H") do meio intracelular
para o extracelular em S. mutans, mantendo assim, os valores internos do pH dentro
de uma faixa aceitavel para a sobrevivéncia deste microrganismo. A producédo de
acidos, principalmente o acido latico, acarreta uma redugcdo do pH do biofilme
bacteriano (valores menores do que 5,0) promovendo assim, uma desmineralizagao
do esmalte dentario (Kobayashi, 1985; Bender et al.,1986; Loesche, 1986; Quivey et
al., 2000; Kuhnert et al., 2004).

Em acréscimo, S. mutans sdo capazes de metabolizar a sacarose em

glucanos soluveis e insolliveis em agua, pela acdo de trés subtipos da enzima
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glicosiltransferase-GTF [1- (glicosiltransferase-B (GTF-B, 162kDa): sintese de
glucanos insolaveis; 2-glicosiltransferase-C (GTF-C, 149kDa): sintese de glucanos
insollveis e solaveis e 3- glicosiltransferase-D (GTF-D, 155kDa): sintese de
glucanos soluveis]. Os glucanos provenientes desta reacdo sao descritos como 0s
principais responsaveis pelo mecanismo de adesdo bacteriana a estrutura dentaria

(Hanada & Kuramitsu, 1989; Matsumura et al., 2003).

2. 4TRATAMENTO ORTODONTICO COMO FATOR DE RISCO PARA
O DESENVOLVIMENTO DA DOENCA CARIE

A procura por tratamentos odontolégicos estéticos vem aumentando nos
altimos anos. Neste contexto, o ramo da ortodontia representa umas das areas mais
atuantes por esta “nova” tendéncia. Através do emprego de uma aparatologia fixa
e/ou movel, a ortodontia tem como objetivo o restabelecimento da funcgéo
mastigatoria adequada combinada com a busca por um sorriso harmdnico.

Porém, a literatura odontolégica sugere que o tratamento ortoddntico através
do uso de uma aparatologia fixa (braquetes) tem promovido um aumento no
acumulo de placa local, tornando assim um possivel fator de risco para o
desenvolvimento da doenca carie (Rosenbloom & Tinanoff, 1991; Ahn et al., 2005).

A prevaléncia de descalcificacdo do esmalte e lesdo branca pode aumentar
em cerca de 50% em pacientes usuarios de aparelhos ortodénticos (Gorelick et al.,
1982; Ahn et al., 2005). Isto se deve ao fato dos braquetes possuirem um “design”
estrutural retentivo que aumenta a formacéo de biofilme (atuando assim, como um
“reservatorio” bacteriano), além de dificultar o processo de higienizagéo (Brusca et

al., 2007; Papaioannou et al., 2007).
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Em acréscimo a este fator local, alteracdes na cavidade bucal, como uma
diminuicdo no pH, também foi relatado em usuarios de braquetes ortodonticos
(Mitchell, 1992). Em particular, os braquetes metalicos sdo relacionados com as
maiores taxas de desmineralizacdo por possuirem uma tensdo superficial critica

para a adeséo bacteriana (Eliades et al., 1995; Ahn et al., 2002).

2.5 ESTRESSE

O estresse, definido como um conjunto de reacdes do organismo a
agressOes de ordem fisica, psiquica, infecciosa e outras, capazes de quebrar a
homeostase fisiologica, € associada como um potencial fator de risco para diferentes
patologias bucais, incluindo a céarie (Shimura et al.,, 1983; Honkala et al., 1992;
Suman et al., 2008).

Essa resposta esta intimamente ligada a ativacdo do sistema nervoso
simpatico que resulta em liberacdo de neurotransmissores como a noradrenalina (ou
noreprinefrina) (Ostamn-Smith 1979; Natelson et al., 1988; Schommer et al., 2003)
bem como a ativacdo do sistema hipotalamo-hipofise-supra-renal, que, por sua vez,
resulta na liberacdo de adrenalina (ou epinefrina) e de glicorticoides, representado
principalmente pelo cortisol (Axelrod & Reisine 1984; Schommer et al., 2003).

Durante o estresse, a liberacdo de catecolaminas pode aumentar em até dez
vezes (Cryer, 1980). E essa reacdo que torna possivel a sobrevivéncia e a
adaptacdo dos seres vivos aos inUmeros estimulos ambientais, nocivos ou ndo, a
gue estdo constantemente expostos. Porém, quando esse estimulo € mantido por

muito tempo ou € muito intenso, o processo de adaptacdo pode ndo ocorrer. Neste
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momento, desenvolve-se a fase de exaustdo da reacdo de estresse em que O
organismo se torna susceptivel a disturbios e patologias (Selye, 1998).

Tem sido reportado que as catecolaminas (adrenalina e noradrenalina), cuja
liberacdo estd aumentada durante respostas ao estresse, tem profundos efeitos no
desenvolvimento de doencas infecciosas e no crescimento e expressao de viruléncia
de alguns patdgenos. Quanto ao crescimento bacteriano, a noradrenalina e a
adrenalina podem induzir o crescimento de microrganismos entéricos como E. coli
(Lyte & Ernst, 1992; Lyte, 1993) e Campylobacter jejuni (Cogan et al., 2007).

Em relacdo a bactérias presentes na cavidade bucal, Roberts et al. (2002)
determinaram (in vitro) os efeitos da adrenalina e noradrenalina no crescimento de
43 microrganismos normalmente encontrados em biofilmes bucais, incluindo S.
mutans. Os resultados mostraram que as catecolaminas exerceram um efeito indutor
de crescimento na maioria das espécies estudadas. Para S. mutans, o aumento foi
de 13,1% e 16,7% (adrenalina e noradrenalina, respectivamente) quando

comparado ao grupo controle.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de catecolaminas (adrenalina e a
noradrenalina), as quais representam substancias liberadas durante o estresse,

sobre a adeséo de S. mutans em braquetes ortoddnticos.
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4 METODOLOGIA

4.1 PREPARO DA SUSPENSAO BACTERIANA

O microrganismo Streptococcus mutans (UA159) foi inicialmente reativado a
partir da cultura original, cultivado em placas de “Brain Heart Infusion” (BHI) agar, e
incubado a 37°C, em atmosfera de 10% CO,, por 18-24 horas. As colbnias foram
suspensas em 5mL de solucdo de NaCl 0,9% até atingir uma absorbancia de
aproximadamente 0.135 (L = 660nm), o que equivale a 1-2 x 10°® unidades
formadoras de colonia (ufc)/mL, seguindo metodologia descrita por (Castro et al.,

2009).

4.2 DIVISAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS E PREPARO DAS
SOLUCOES TESTES

Braquetes (Roth Morelli®, Dente 21, Medidas: 0,56mmx0,76mm, Ref.
10.10.200) foram distribuidos em trés grupos de tratamento:

1- 12 pogos contendo noradrenalina (Sigma®) a 50uM (Roberts et al., 2002);

2- 12 pocos contendo adrenalina (Sigma®) a 100uM (Roberts et al., 2002);

3- 12 pocos contendo NaCl 0,9% (grupo controle).

Todas as solugdes foram filtradas através de membrana filtrante 0,2um GV

Millex estéril (Millipore-Bedford®, MA, USA) (Figura 1).
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Figura 1 — Preparo das solucdes. Todas as solugbes foram previamente filtradas (membrana
filtrante 0,2um GV Millex estéril - Millipore-Bedford®, MA, USA)

4.3 TESTE DE ADESAO

Para avaliar a adesdo de S. mutans em braquetes, foram usadas células de
S. mutans (UA159) em microtécnica modificada por Castro et al. (2009), utilizando
microplacas com 96 pocos com fundo cénico.

O BHI foi inoculado com suspensdo bacteriana, conforme descrito no item
4.1, na proporcdo 1:1000, de modo a obter uma concentracdo bacteriana de
1x10°ufc/mL e em seguida, foi acrescido de 1% de sacarose (w/v).

Em cada poco da placa contendo os braquetes (inseridos sempre na
mesma posic¢ao), foram dispensados 195uL do meio (BHI + Sacarose), e em seguida

5uL das solugbes-testes (Figura 2).



Metodologia 21
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Figura 2 — Microplaca (96 pocos) contendo os braquetes e as solugbes testes/controle
utilizada para o teste de adesado de S. mutans em braquetes ortoddnticos

Apos incubacdo por 24 horas (37°C, em atmosfera de 10% CO,), os
braquetes foram lavados trés vezes em solucao estéril de NaCl 0,9%, objetivando-se
a remocao do meio de cultura e de células ndo aderidas. Em seguida, os braquetes
foram colocados individualmente em tubos tipo Falcon contendo 4mL de NacCl 0,9%.
Para o total desprendimento do biofilme aderido, foi utilizada a sonicacdo pelo
aparelho Vibra Cell® (Sonics & Material Inc), durante um periodo de trés minutos

(Figura 3).
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Figura 3 — Sonicacédo Vibra Cell® (Sonics & Material Inc) para o desprendimento dos
microrganismos aderidos nos braguetes ortodonticos

Da suspensdo resultante, 100uL foi transferida para tubos do tipo
“eppendorf’ contendo 0,9mL de NaCl 0.9%, passando por diluicdes seriadas (10* até
10%). De cada diluicéo, foi removida uma aliquota de 10pL, a qual foi plaqueada em

BHI Agar (Figura 4).

Figura 4 — Etapa de plaqueamento das diferentes diluicdes utilizadas (10" até 10°) para cada
solucéo teste/controle
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As placas foram incubadas em estufa com 10% CO, (37°C) por 48h. Apds o
periodo de incubacdo, foi realizada a contagem de ufc/mL da diluicAo mais
adequada.

Todos os procedimentos do presente estudo foram realizados em duplicata e

em dois experimentos distintos.
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5 RESULTADOS

Em decorréncia da caracteristica ndo paramétrica da amostra, os resultados
obtidos em ufc/mL foram inicialmente convertidos em log;o para a interpretacao dos
resultados. Apos este procedimento, e conferéncia da caracteristica paramétrica do
resultado, os dados obtidos desta conversdo (logio) foram tratados com teste
estatistico de ANOVA (um critério, bicaudal), complementado por t-student. O nivel
de significancia adotado para este estudo foi de 5% (p<0,05).

Ambas as catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) testadas no presente
estudo aumentaram significativamente (p<0,001) a adesdo de S. mutans no
braquetes ortodonticos em relagcdo ao grupo controle (NaCl 0,9%). Os resultados

obtidos podem ser observados na figura 5.

3.0x104-

2.0%x10%+

UFC/mi

1.0x104

Figura 5 — Unidade formadora de colénia (UFC)/mL de S. mutans aderido em braquetes
ortodénticos (Média + EPM)
*Indica diferenca estatistica (ANOVA, t-student — p<0,001).
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6 DISCUSSAO

No conhecimento dos autores, este é o primeiro trabalho a avaliar o efeito da
adrenalina e da noradrenalina sobre a adesdo de S. Mutans sem braquetes
ortodoénticos.

O estresse, patologia em ascensdo nos dias atuais, caracteriza-se por uma
série de respostas adaptativas com a finalidade de tentar manter a homeostase
interna. Dentre as principais alteracfes observadas durante o estresse, € relatado
um aumento da atividade nos seguintes sistemas: (1) Eixo Hipotalamico-Hipdfisario-
Adrenal (HHA) - o qual resulta em uma maior liberacéo de cortisol através do cértex
adrenal; (2) Simpatico-Adrenal medular (SAM) — o qual resulta em uma maior
secrecdo de adrenalina e de noradrenalina (catecolaminas) através das terminacdes
nervosas simpaticas e da medula adrenal (Schommer et al., 2003).

Esta patologia € reconhecida por representar um importante fator de risco
para o desenvolvimento de diferentes doencas da cavidade bucal, dentre elas a
doenca periodontal e a céarie (Borysenko et al., 1980; Honkala et al., 1992; Peruzzo
et al.,, 2007; Suman et al., 2008). Atualmente, os principais mecanismos bioldgicos
atribuidos para que o estresse se constitua um fator de risco para as doencas orais
sdo: (1) imunodepressdo, em decorréncia dos altos niveis de cortisol, a qual
prejudicaria a resposta do hospedeiro frente a uma infecgéo; (2) alteracdo no padrao
comportamental, a qual refletiria em um déficit na higiene bucal (Rosania et al.,
2009).

Os achados do presente estudo demonstraram que as catecolaminas podem
atuar (in vitro) diretamente sobre S. mutans alterando seu perfil de viruléncia.

Nossos achados indicaram que tanto a adrenalina como a noradrenalina
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aumentaram significativamente a adesdo deste microrganismo em uma superficie
sélida, que em nosso estudo, foi representado pelo braquete ortoddntico (outro fator
de risco para o desenvolvimento de doencas bucais, principalmente a carie).

A escolha da concentragédo de cada substancia utilizada (adrenalina: 100uM
e noradrenalina: 50uM) foi baseada em estudos prévios publicados por Roberts et al.
(2002-2005). Nestes trabalhos, os autores encontraram que estas catecolaminas
foram capazes de alterar o padrdo de crescimento de diferentes bactérias orais (43
microrganismos avaliados), dentre elas o S. mutans, o qual apresentou um aumento
na taxa de crescimento quando da presenca destas catecolaminas (aumento de
13,1% com a adicdo de adrenalina e 16,7% com a adicdo de noradrenalina).

Em acréscimo ao aumento na taxa de crescimento bacteriano, outros
estudos também atribuem a estas catecolaminas propriedades de modificar o perfil
de viruléncia de certos microrganismos.

Em um estudo realizado por Lyte et al. (1997), a suplementacédo do meio de
cultura com noradrenalina, além de induzir um maior crescimento de Escherichia
coli, promoveu um aumento na producdo de uma importante da proteina de adeséo
celular e da capacidade invasiva (Fimbria K99) deste microrganismo.

Ainda sobre este aspecto, Walters & Sperandio (2006) apds uma avaliacdo
in vitro do efeito da adrenalina sobre E. coli demonstraram que esta substancia pode
contribuir para uma ativagdo do locus de intumescimento no enterécito — LEE (Locus
of enterocyte effacement). O LEE, o qual € composto por 41 genes organizados em
cinco operons policistrénico, € responsavel também por propriedades de adeséo e
invasdo celular, portanto, os autores concluem que catecolaminas poderiam

contribuir para um maior perfil de viruléncia deste microrganismo.
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Embora os mecanismos exatos do efeito das catecolaminas sobre
microrganismos (atuacdo no crescimento/viruléncia) ndo estejam completamente
esclarecidos, Kinney et al. (2000) relatam que esta acdo parece ndao ser mediada
pela atuacdo em receptores adrenérgicos, uma vez que o0s resultados ndo sao
alterados com a adicdo de bloqueadores adrenérgicos farmacoldgicos, e sim, por
uma atuacdo nos seguintes mecanismos: (1) inducédo da producdo de substancias
autoindutores de crescimento bacteriano/fatores de viruléncia; (2) atuacdo destas
catecolaminas como um composto sideréforo, promovendo assim a captacdo de
ferro pelos microrganismos (Freestone et al., 1999-2000; Kinney et al., 2000).

A escolha do braquete ortodéntico como a “superficie” solida para o
crescimento bacteriano no presente estudo se deve a principalmente a dois fatores.
O primeiro, ao crescente numero de usuarios da aparatologia ortodéntica na busca
de uma correcdo funcional da arcada dentaria, bem como um sorriso harménico. O
segundo, ao braquete ortodontico representar um fator de risco para o
desenvolvimento da cérie. Isto se deve principalmente a sua estrutura retentiva, a
qual propicia o acumulo de placa bacteriana, funcionando assim, como um
importante reservatorio microbiano (Brusca et al., 2007; Papaioannou et al., 2007).

Desta forma, ao utilizar o braquete ortoddntico, buscou-se associar estes
dois fatores de riscos (uso do braqguete ortodéntico e estresse) em relacdo a carie
dental. Neste sentido, mesmo considerando as limitacdes do estudo (in vitro)
parece-nos plausivel a hipotese de que hormoénios liberados durante o estresse
podem ser reconhecidos por microrganismos, promovendo assim, uma modificacao
em seu perfil de viruléncia. Assim, em usuarios da aparotologia ortodbntica, o

dentista deve sempre considerar a realizacdo de orientacdes adicionais relacionados
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a higiene dental, e estas deverdo ser redobradas caso o0 paciente possua a
sintomatologia de estresse.

Novamente, este trabalho representa um passo inicial para um melhor
entendimento de como a adrenalina e a noradrenalina podem contribuir para o
desenvolvimento de doencas bucais, mais especificamente a carie. Estudos
adicionais (in vitro / in vivo) buscando alvos bioldgicos especificos se fazem
necessarios para a exata compreensao dos mecanismos biologicos envolvidos neste

processo.
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7 CONCLUSAO

Os achados do presente estudo sugerem que a adrenalina e a noradrenalina
podem contribuir para um aumento na adesdo de S. mutans a braquetes
ortodénticos, podendo assim, potencializar o risco para o desenvolvimento da

doenca carie em pacientes usuarios da aparatologia ortodéntica.
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