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Introducao:

O titanio (Ti) tém sido o principal biomaterial de escolha para fabricagdo de implantes dentarios,
devido sua excelente biocompatibilidade e propriedades fisico-quimicas. No entanto, assim como
as superficies bucais, os implantes também sdo substratos para adesao microbiana e consequente
acumulo de biofilme, desencadeando infec¢ées microbioldgicas (Arciola et al., 2018). Entre os
colonizadores iniciais na cavidade bucal, destaca-se os Estreptococos do grupo mitis (composto
principalmente por S. mitis, S gordonii, S sanguinis e S. oralis) que interagem e formam biofilme
com Candida albicans, principal fungo oportunista dacavidade bucal (Xu et al., 2014). No entanto,
apesar de ambas as espécies serem encontradas na infeccdo peri-implantar, a interagao entre
estas bactérias com C. albicans na superficie do Ti e seu potencial efeito no dano tecidual nao
tem sido explorado. Além disso, ressalta-se a importancia de avaliar os fatores que modulame
regem a interacdo entre esses microrganismos, como a sintese de polimeros da matriz do biofilme
que favorece a interagdo microbiana. Considerando o entendimento da patogénese dessas
infeccdes, surge a necessidade do desenvolvimento de novas superficies de implantes que
controlem o acumulomicrobiano na superficie de implantes, prevenindo assim a principal causa de
falhade implantes, as infec¢des microbioldgicas (Ferrari & Spriano, 2016). Portanto, esseestudo teve
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como objetivo: (1) avaliar a habilidade de estreptococos e C. albicans de interagir na superficie do Ti
e o seu potencial patogénico na destruicdo da mucosa oral; (2) avaliar o papel de enzimas
bacterianas glucosiltransferase (gtf) e ospolimeros produzidos por elas na interagao entre Candida e
S. oralis; (3) desenvolver um novo tratamento de superficie para o Ti a partir de tecnologia de plasma
de cargaincandescente de baixa pressdo para controle do acimulo microbiano.

Metodologia:

Para conducdo dos estudos foram utilizados modelos in vitro, in situe in vivo de biofilmes orais,
assim como, modelos de in vitro tridimensional (3D) de mucosa oral. Para o estudo 1 foram
utilizadas as seguintes cepas microbianas: S. oralis 34, S. gordonii CH1, S. mitis ATCC 49456, S.
sanguinis SK36, e C. albicansSCs314. Discos de Ti (area 223 mm?) foram utilizados como substrato
para formacao de biofilme. Biofilmes contendo apenas uma espécie ou a interacdao entre cada
espécie bacteriana com C. albicans foram formados por até 72 h, simulando uma formagao crénica
proxima da condicao de infeccdo peri-implantar. Para testar o potencial dessa interacdo na
destruicdo tecidual, biofilmes formados sobre o Ti foram suspensos em contato com modelo 3D de
mucosa oral formado por tecnologia de engenharia tecidual constituido de camadas de
queratinocitos orais, colageno e fibroblastos (Dongari-Bagtzoglou & Kashleva, 2006). Os biofilmes
foram avaliados por microscopia confocal a laser e reconstrugdes tri-dimensionais de biovolume,
células viaveis por unidades formadoras de colonias, e expressao de genes relacionados a
viruléncia do fungo. A destruicdo tecidual foi avaliada por cortes histolégicos e viabilidade pela
liberacdo de Lactato desidrogenase. Ensaio Luminexfoi utilizado para avaliagdo da liberagdo de
citocinas. No estudo 2, além da cepa referéncia de S. oralis, foi utilizada cepa mutante com a
delecdo do gene da enzimagtf, assim como sua reconstrucao rgg. Biofilmes mono e multi-espécies
foram formados na superficie plastica, de Ti e sob tecido 3D de mucosa oral. Considerou-se ainda,
a extragdo e purificacdo da enzima GtfR para avaliagdo do seu efeito na adesdo e interacdo
microbiana. Modelo animal foi utilizado para avaliar o potencial dessa interacdo e dos polimeros
produzidos em favorecer o acumulo microbiano namucosa e seu efeito no desenvolvimento de
lesdes de mucosa. Os biofilmes foram avaliados por microscopia confocal a laser e reconstrugoes
tri-dimensionais de biovolume considerando a marcagao de microrganismos e matriz do biofilme,
células viaveis por unidades formadoras de coldnias, expressdo de genes relacionados a viruléncia
do fungo e da enzima GtfR. Modelos incluindo mucosa oral, foram avaliados também por imagens
histoldgicas e fotografias para calculo dearea de lesdo. No estudo 3, a superficie desenvolvida por
tecnologia de plasma de carga incandescente de baixa pressdo, foi avaliada quanto as suas
propriedades bioldgicas, eletroliticas, fisico-quimicas e microbioldgicas. A biocompatibilidade foi
avaliada por ensaios de células com fibroblastos, assim como a adesdo de proteinas e avalicao por
protedmica. Os ensaios microbioldgicos in vitro consideraram a adesdo e acUmulo de bactérias e
Candida. J4 o ensaio in situ, onde voluntarios utilizaram aparelhos palatinos contendo a superficie
desenvolvida, foi avaliado o efeito da superficie em modular a composi¢do microbiana. Todos os
dados foram avaliados por testes estatisticos apropriados e considerando o nivel de significancia
de 5%.

Resultados:

(1) identificou-se que, a presenga de C. albicans favorece o acUmulo de biofilme no Ti (p<o,05),
promovendo o crescimento de estreptococos do grupo mitis. Um efeito sinérgico para esta
interagao foi observado, ja que biofilmes multi-espécie resultaram em uma elevada expressdo de
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genes relacionadas a viruléncia dofungo (p<o,05). Em adi¢do, esta interagao levou ha um maior
dano tecidual, sem afetar significativamente a liberacdo de citocinas. (2) interessantemente, os
resultados mostram que a enzima bacteriana gtfR e seus polimeros produzidos aumentam a
biomassa de biofilmes devido a producdao de matriz (p<o,05). Na presenca de Candida, cepa
referéncia contendo a gtfR apresentou maior crescimentobacteriano, comparado a cepa mutante
sem o gene da gtfR, em biofilmes formados na superficie plastica, tecido 3D ou no Ti (p<o,05). No
entanto, essa interacdo foi modulada pela superficie, ja que Candida foi capaz de aumentar a
expressdo de gtfRpelo S. oralis em biofilmes crescendo no Ti (p<o,05). (3) de forma promissora, o
tratamento de superficie proposto apresentou adequada biocompatibilidade celular (p<o,05), ndo
afetou negativamente a adsor¢do de proteinas, aumentou a resisténciaa corrosdo do Ti (p<0,05) e
reduziu a adesdo bacteriana e de C. albicans e,consequentemente, promoveu menor formagao de
biofilme multi-espécie (p<o,05). Além disso, biofilmes formados in situ sob a superficie
desenvolvida apresentou composi¢cao microbioldgica mais préoxima a uma condi¢ao de saude.

Conclusao:

Conclui-se que, Estreptococos do grupo mitis interage com C. albicansem biofilmes formados na
superficie do Ti, promovendo o crescimento bacteriano eo potencial patogénico destes biofilmes.
Esta interacdo é mediada por polimeros extracelulares e modulada pela superficie onde os
biofilmes sdo formados. Para reduzir a adesdo microbiana e formacdo de biofilmes no Ti, assim
como uma composi¢ao microbioldgica compativel ao estado de saude do hospedeiro, a superficie
superhidrofébica desenvolvida é uma estratégia eficaz e promissora.

Palavras-chave: Biofilme. Titanio. Fungo. Bactéria.
Financiamento: FAPESP (17/21289-0 —15/23118-2). CAPES (001)
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Introducao:

Estratégias de ensino ativo tém sido utilizadas para melhorar a qualidade do processo ensino-
aprendizagem, aumentando a autonomia dos estudantes universitarios, permitindo melhor
desempenho e maior raciocinio critico. O ensino ativo ocorre quando os alunos sdo envolvidos
ativamente no desenvolvimento de tarefas e refletem sobre o que estdo fazendo (Bonwell e Eison
1991), apresentando resultados positivos no aprendizado (Prince 2004; Cardozo et al. 2016;
Montrezor 2016; Zhang e Henderson 2016), e contribuindo para a formacao de profissionais cada
vez mais preparados para enfrentar os desafios do mercado de trabalho, que dominem nao
somente os conhecimentos técnicos de sua drea, mas que tenham desenvolvido habilidades para
resolucdo de problemas, com pensamento critico e reflexivo e saibam trabalhar em equipe
(Gokhale 1995).

Dentre as estratégias de ensino ativo tem sido demonstrado que o uso de jogos
educacionais gera ambiente mais descontraido para o esclarecimento de duvidas, instiga a
curiosidade e permite compartilhamento de conhecimento entre colegas de sala, enriquecendo o
ambiente de aprendizado (Bochennek et al. 2007; Marcondes et al. 2015; Cardozo et al. 2016;
Machado et al. 2018). Desta forma, o uso de jogos educacionais promove maior engajamento dos
alunos, contribuindo para o seu aprendizado (Fissler 2015), promovendo percepcao positiva dos
alunos sobre o aprendizado (Marcondes et al. 2015; Luchi et al. 2017), permitindo melhorar o
desempenho académico (Luchi et al. 2017, 2019; Cardozo et al. 2016).

Além da estratégia em si, faz-se necessario aprimorar as formas de avaliagdoes de
aprendizagem permitindo que os alunos recebam feedbacks e possam verificar o avango de seu
conhecimento. Neste contexto, refazer em grupo, provas realizadas previamente, pode permitirao
aluno verificar seu aprendizado e corrigir e aprender o que ndo havia sido compreendido, por meio
da aprendizagem por pares.

Diante do acima exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a percep¢do dos
estudantes sobre a utilidade de jogos educacionais e realizagdo de provas em grupo, apos prova
individual, como estratégias para o seu aprendizado, e o efeito das mesmas sobre o desempenhoem
avaliagdes académicas.

Metodologia:
Esta tese estd estruturada em modelo alternativo, composta por trés artigos cientificos.

Resultados e Discussao:
O objetivo do primeiro artigo foi avaliar o efeito de um jogo educacional impresso no aprendizado
sobre potencial de membrana e potencial de a¢do e na percepcdo de estudantes universitarios
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sobre a estratégia utilizada. O estudo foi composto por dois experimentos, realizados com 127
alunos de primeiro ano de graduacdo em odontologia. O aprendizado dos alunos foi avaliado pela
nota obtida em um teste, apos atividade com jogo educacional ou apods aula tedrica e estudo
individual. Foi observado melhor desempenho académico dos estudantesque participaram do jogo
em comparagdo com aula tedrica nos dois experimentos, além de percepg¢do discente positiva
sobre a utilizagdo desta estratégia.

O objetivo do segundo artigo foi descrever um jogo de tabuleiro impresso sobre
fisiologia do sistema muscular e avaliar seu efeito no aprendizado de estudantes de cursos de
graduagao em farmacia e enfermagem. Participaram do estudo 43 estudantes universitarios,
divididos em grupo jogo e grupo controle, que realizaram atividade com jogo e estudo dirigidoem
grupo, respectivamente. A nota obtida na atividade avaliativa foi significativamente maior apds
atividade com o jogo em comparacao ao estudo dirigido.

O objetivo do terceiro artigo foi descrever o uso de diferentes estratégias de resolucdo de
prova em grupo, apos a avaliagao individual prévia, e avaliar a percepgao discente sobre seuefeito
no aprendizado. Participaram do estudo 640 estudantes universitarios de diferentes instituicdes
de ensino, que cursavam graduagao em odontologia, enfermagem, fisioterapia e medicina. Para
92% dos estudantes, a realizacdo de prova em grupo, apods prova individual, auxiliou no
aprendizado, por permitir o compartilhamento de conhecimento entre os integrantes do grupo,
ajudar na identificacdo e esclarecimento de duvidas, na fixagdo de conteudo, além de ser um
método mais dinamico e descontraido.

Os resultados dos trés artigos apresentados nesta tese evidenciam os impactos positivos
da utilizagdo de jogos educacionais e provas em grupo, como estratégias de ensino ativo no
aprendizado de fisiologia. Estudantes de cursos de Odontologia, Enfermagem, Fisioterapia e
Medicina avaliaram que estas estratégias ajudaram no seu aprendizado sobre fisiologia. Além
disso, o desempenho de estudantes participantes dos artigos 1 e 2 foi maior quando foram
utilizados jogos educacionais em comparacdo a apenas aula tedrica e estudo dirigido,
respectivamente.

Vale ressaltar que, nos trés estudos, ndo foram utilizados apenas métodos ativosisolados
para abordar os conteddos, mas sim estratégias de ensino ativo combinadas com aulastedricas, e
todos apresentaram efeitos positivos. Resultados semelhantes foram encontrados emum estudo
com alunos de um curso de graduacdo em farmacia, que também mesclou aulas tedricas
tradicionais com estratégias de ensino ativo, como tarefas em grupo em sala de aula e atividades
fora de sala, obtendo melhora do desempenho académico e percepcdo discente favoravel ao uso
de estratégias de ensino ativo para aumento do aprendizado (Islam et al. 2017).

A avaliacdo das estratégias envolveu percepcao discente e desempenho em testes. Estas
abordagens sao validas devido ao fato de que a percepgao discente estad diretamente relacionada
com o engajamento do aluno com o conteudo, influenciando seu desempenho académico (Lizzio
et al. 2002), e o desempenho em testes demonstra o conhecimento tedrico sobre o assunto,
principalmente por serem testes utilizados como avaliagdo formativa, sem inten¢do deobter notas
para aprovacao nas disciplinas, mas sim de obter feedback sobre o desempenho dos alunos e
eficacia dos métodos utilizados pelo professor.

Conclusao:
A utilizagdo de jogos educacionais e provas em grupo como estratégias de ensino ativo de
fisiologia promoveram percepg¢ao positiva de estudantes universitarios de cursos da saude com
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relacdo ao aprendizado. Além disso, o uso de jogos educacionais foi eficaz no aumento do
desempenho académico destes estudantes.
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Introducao:

Cefaleias sdo dores de cabega complexas, e entre as primarias, destacam-se a cefaleia tensionale a
migranea, de alta prevaléncia e que geram impactos econdémicos, sociais e pessoais. A origem da
dor nas cefaleias é controversa, e ambas retnem componentes de natureza neuroldgica e vascular
(IHS) e compartilhem as mesmas areas de ativacdo e de percep¢do de ativacdo: o sistema
trigeminovascular. Nas cefaleias tensionais existem interacdes entre fatores periféricos e centrais
(Jensen & Olensen), porém nas migraneas discute-se a respeito da existéncia de um componente
muscular. Atualmente o diagndstico de cefaleias com base nos critérios prescritos pelo
“*Committee of the International Headache Society” (ICHD), ndo considera a avaliacao da atividade
muscular relevante para a migranea, considerada inervada pela artéria temporal profunda, poréma
localizagdo mais frequente da dor coincide com a regido dos musculos temporais, inervados pela
artéria temporal superficial (Silva Neto RP ET AL), edevido a isso foi construida pelos autores uma
hipotese diagndstica chamada de “Comportamento muscular” (CM), decorrente da observacao de
que em casos de migranea, osmusculos temporais e masseteres ipsilaterais iniciam sua atividade e
se mantém mais ativos que seus homadlogos contralaterais durante o movimento de degluticao
normal. A degluticdo, um processo neurofisiolédgico complexo que ocorre em alta frequéncia
(Okenson JP), pressupde a estabilizagdo mandibular através da intercuspidagdo dentaria (ID), para
que o trabalho de musculos hioideos ocorra normalmente. Durante a ID, através da grande
representatividade cortical de seus receptores, sao promovidos ajustes complexos que modulam
os programas de controle motor, e a qualidade da ID determina a posi¢cao da mandibula durante a
degluticdo. Desvios laterais podem ocorrer neste momento (Ferrario et al), recrutando um
comportamentodiferente dos musculos temporais e masseteres para os ajustes necessarios a este
equilibrio dindmico (Douglas et al).

Estudos de atividade eletromiografica de musculos mastigatdrios sdo frequentes (Nagae &
Bérzin) porém, a existéncia de uma ligagao fisiopatoldgica entre as cefaléias e atividade muscular
ainda estd sendo discutida, e os resultados tem sido pouco esclarecedores. Sabe-se no entanto
que padrdes de atividade de muUsculos mastigatdrios podem ser afetados pela dor e podem ser
identificados por variaveis temporais de EMG (Hatef et al).

Os objetivos desta pesquisa foram: avaliar se o Comportamento Muscular (CM) tem
associacdocom casos diagnosticados clinicamente com migranea, e avaliar se a utilizagdo desta
hipoteseé eficiente como método auxiliar para o diagndstico de cefaleias.

Metodologia:
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituicdo e todos os participantes
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assinaram o TCLE. Foram incluidas 92 participantes do sexo feminino (62 com dor e 30 sem dor)
para avaliar o CM através de exames eletromiograficos da atividade dos musculos temporais e
masseteres durante o periodo correspondente a degluti¢cdo, identificado por meio da atividade
registrada dos musculos supra-hidideos. Foram incluidas participantes de 18 a 49 anos em bem
estar geral, sem anormalidades no sistema estomatognatico, com denticdo completa, relacdo
basal normal entre as arcadas dentarias, sem tratamentos em andamento. Para os casos
portadores de migranea foi exigido um diagnostico clinico de um neurologista, baseado no ICHD.
O exame RDC identificou os casos sem dor. Nao foram incluidas participantes que ndo atenderam
aos critérios. Todas as participantes forneceram dados de anamnese sobre caracteristicas da dor,
como tipo, fatores desencadeantes e agravantes, e preencheram o diagrama de Raffaelli, onde
puderam apontar a localizagdo exata da dor (SilvaNeto RP). Por fim, a amostra de participantes foi
composta por 92 mulheres de 18 a 49 anos (média de idade 33,5 * 15,5), distribuidas em dois
grupos: Grupo SC: sem cefaléia (n = 30) e Grupo CC: com cefaleia, de 62 participantes divididas em
dois subgrupos: CT: cefaleia tensional (n = 26) e Mi : migranea (n = 36).

A avaliacao eletromiografica de todas as participantes foi feita no equipamento ADS1200
LynxOs musculos avaliados foram Temporais Anteriores, Masseteres Superficiais e Suprahidideos
(estes somente forneceram o tempo de inicio e final de atividade), com as participantes sentadas
com as costas eretas e olhos fixos no horizonte. Foram previamente orientadas e treinadas em
todos os procedimentos e nenhuma foi examinada sob ataque agudo de dor.

O protocolo da coleta envolveu 6 degluti¢coes de 210ml de agua, com selamento labial, sendo
que para as 3 primeiras degluti¢oes ndo foi fornecida nenhuma instrucdo. Apods a realizagdo destas,
foi indagado se encostaram os dentes ou mantiveram as arcadas afastadas. As 3 Ultimas
degluti¢oes foram realizadas ap0s instru¢des e prévios treinamentos, com os dentes unidos, ndoem
apertamento, e sim somente apoiados em contato confortavel, sem afastamento entre as arcadas.
Em casos de duvida, foram repetidos os testes.

Esta pesquisa ndo monitorou a intercuspidagao e a ocorréncia precisa de contatos dentais,
porém foram levados em consideragdo as orientagdes sobre a percepgdo e os treinamentos
prévios com feedback visual do aumento da ativagdo dos musculos elevadores relacionados aos
hidides nos testes durante a ID na hora de deglutir.

O processamento dos dados foi feito por meio do programa Matlab (Matworks) em
protocolo especifico. A avaliacdo dos sinais eletromiograficos foi cega, ndo se sabendo a qual
grupo o participante pertenceu, e o CM foi catalogado quando presente em percentual de
ocorréncia = 66,66% nos 3 testes.

Os musculos temporal e masseter foram avaliados por meio de duas varidveis associadas: o
tempo de inicio da atividade, desde o repouso até a intercuspidacdo maxima (analisado em
unidade de tempo) (Shewman T), e a intensidade de ativacao (analisada em RMS) dos musculos
temporal e masseter, durante as fases oral e faringea da degluticdo, comparando-se um lado com
relagdo ao outro, vistos sob norma frontal. Ambas as varidveis foram avaliadas no periodo de
atividade dos musculos supra-hidideos. (Vaiman et al).

O pacote SAS foi usado para calculos estatisticos definindo o nivel de significancia em 5%.

Resultados e Discussao:

Apoiado pelos achados da presente pesquisa e pelas observacoes primarias, este estudo mostra
uma clara associagdo entre os padrdes eletromiograficos desse comportamento muscular
especifico (CM) registrado durante a intercuspidacdo dentaria, e o diagndstico clinico de migranea.
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CM é um comportamento muscular detectado eletromiograficamente nos casos em que ha
dor; entretanto, o método ndo conseguiu identificar todos os tipos de dor. Em 100% dos casos
diagnosticados clinicamente com migranea, e somente nestes, foi identificado o padrdo de
comportamento muscular CM, tendo também sido identificado no mesmo lado do relato da dor.(A
posi¢do mandibular adaptativa pode interferir na execuc¢do de padroes de movimento controlados
pelos ganglios da base, resultando em dores nos musculos responsaveis por tais atividades -
Douglas et al)

Dos diagnosticos clinicos de dor em geral, 46% nao apresentaram o CM (casos de CT). Uma
ampla gama de comportamentos musculares diferentes foi encontrada nesses grupos e nenhum
deles atendeu a especificagdo CM, como ocorreu nos casos que receberam o diagndstico clinicode
migranea. O CM foi identificado em 34 casos (Mi) e ndo foi identificado em 56 casos (CT + SC).

Todos os resultados apresentaram um p<o,0001.

A estatistica mostrou também 91,7% de especificidade + 100% de sensibilidade, tendo
mostrado 100% de acerto em casos de migranea e 94,74% de acerto em casos que ndo receberam
o diagnostico clinico de migranea, ou seja, na presenca e na auséncia do diagndstico clinico de
migranea. Estes dados obtidos pela eletromiografia e avaliados em associagdo, a qual foi depois
relacionada a migranea, ndo apresentaram precedente na literatura.

Apesar de todos os participantes terem realizado os mesmos testes de degluticao:
espontanea e com intercuspidacdo, o padrdao muscular caracteristico de CM, foi identificado
somente nos testes de degluti¢do com intercuspidacao no grupo migranea.

adaptativo para a manutencdo da verticalizacdo das vias aéreas, funcdo essencial da vida
(Gonzales HE; Douglas et al), seqguindo o principio do ciclo percepcdo-acdo em que uma agao
motora especifica pode ser antecipada por um mecanismo de feed-forward reduzindo oscilagdes
corporais, permitindo a execucao eficiente de diferentes funcdes (Barela JA)

A forte associacdo entre atividade muscular e diagnéstico de migranea, bem como os altos
indices de especificidade e sensibilidade atribuidos a avaliagdo eletromiografica do CM, sugerem
sua utilidade como método diagnodstico. Os critérios propostos e a avaliagdo da biomecanica
oclusal e neuromuscular no momento da ID estao em desenvolvimento, e dependerdo de estudos
mais abrangentes para serem melhor respaldados.

Conclusoes:

Existe uma associacdo entre os padroes eletromiograficos sugeridos pelo CM e o diagnostico
clinico de migranea. As cefaleias podem ser diagnosticadas de forma adequada pela avaliacdoda
atividade muscular, a qual se mostrou eficaz nos casos de migranea e pode ser Util como método
diagndstico nestes casos.

Palavras chave: Cefaleia. Migranea. Degluticao. Musculo temporal. Eletromiografia.

Financiamento: Este trabalho foi parcialmente financiado pela Coordenacdo de Aperfeicoamento
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Introducao:

As fissuras orais ndo-sindromicas (FONS), caracterizadas por areas de descontinuidade no labio
e/ou palato, representam o defeito craniofacial congénito maisfrequente em humanos (Dixon et
al., 2011). A classificacdo das FONS depende da regido anatomica envolvida e se divide
basicamente em 3 grupos: fissura pré-forame incisivo ou fissura labial (FLNS), fissura pds-forame
incisivo ou fissura palatina (FPNS) e fissuras transforme incisivo ou fissura labio-palatina (FLPNS).
A FLNS é o resultado da auséncia de fusdo das proeminéncias nasais e maxilares, a FPNS ocorre
quando os processos palatinos deixam de se fundir, e quando surge a falha concomitante nos dois
processos ocorre a FLPNS (Shkoukani et al., 2013). Baseando-se em evidéncias epidemioldgicas e
embriologicas, a FLNS é considerada uma variante menos intensa da FLPNS e ambas sao
classificadas juntas como fissura labial com ou sem fissura palatina (FL+PNS) (Harville et al., 2005).
Ambas, a etiologiaé complexa e fortemente influenciada pelos fatores genéticos e ambientais
especificos de cadapopulagdo. Embora varios genes e loci genéticos foram descritos como de risco
para estas malformacdes congénitas comuns, a susceptibilidade genética varia de populagdo
para populacdo. Isso é particularmente importante na populagdo brasileira, na qual cada individuo
apresenta niveis variados de ancestralidade, principalmente amerindia, europeia e africana.

Objetivos:

Para melhor compreender os aspectos genéticos associados as FONS na populagdo brasileira, este
estudo compilou resultados de 4 objetivos/estudos especificos. O primeiro objetivo foi descrever
as informagodes disponiveis sobre marcadores genéticos de risco para FONS na populagdo brasileira
através de uma revisdo sistematica. O segundo, optou por validary polimorfismos de nucleotideo
Unico (single nucleotide polymorphism, SNPs) (rs7y552 em 2q24.2, rs8049367 em 16p13.3,
rs1880646, rs7406226 e rs9891446 em 17p13, rs1588366 em 17q23.2 e rs73039426 em 19q13.11),
localizados em regides associadas com FL+PNS em estudos de larga escala gendmica, em 831
pacientes com FL+PNS e 866 controles. O terceiro estudo avaliou a influéncia de SNP em genes
associados com a neutralizagdo do estresse oxidativo (familias de genes superdxido dismutase-
SOD e paraoxinase-PON) no risco das FL+PNS na populagdo brasileira, considerando interagdes
GxG e gene-fatores ambientais (GxE). E o quarto estudo utilizou a estratégia de tag-SNP para
verificar a participagdo de variantes (rs1169, rs7153, rs9968051, rs9819530 e rs6794341) em GOLGB1
(golgin subfamilyB member 1), um gene essencial para a palatogénese murina normal, em FPNS.
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Metodologia:

Para o primeiro objetivo, uma busca sistematica da literatura foi realizada nas bases de dados
LILACS, LIVIVO, PubMed, Scopus e Web of Science, e estudos que investigaram marcadores de
suscetibilidade genética para FONS na populagdo brasileira foram recuperados. Marcadores com
dados estatisticos suficientes foram submetidos a meta-analise usando modelo de efeitos
aleatdrios ou fixos com odds ratio (OR) e intervalos de confianca deg5% (IC 95%) como medidas de
efeito. Para o segundo investigamos 5 loci gendmicos relatados para FL+PNS em um estudo de
caso-controle estruturado por ancestralidade contendo1.697 participantes brasileiros (831 FL+PNS
e 866 controles saudaveis). SNPs rs7552 em 2q24.2, rs8049367 em 16p13.3, rs1880646,
rs7406226, rs9891446 em 17p13, rsi588366 em 17g23.2 € rs73039426 em 19qi13.11 foram
genotipados usando testes de discriminacao alélicade TagMan usando um painel ancestral binario
40 marcadores polimorficos de inser¢do / delecdo curtos informativos para a populagdo brasileira.
No terceiro estudo, avaliamos inicialmente a associacao de 28 SNPs em SOD1, SOD2, SOD3,
PON1, PON2 e PON3 entre 325 trios FL+PNS. Analises de regressao logistica multipla foram
utilizadas para explorar o gene, interacdes gene x gene e gene x ambiente, envolvendo fatores que
induzem o acumulo de estresse oxidativo durante a gravidez, como exposicdo a agrotdxicos,
contato ambiental com agrotdxicos, tabagismo, consumo de alcool e drogas e suplementagao de
acido fdlico. Os sinais que resistiram a corre¢do de Bonferroni e ao teste de permutacdo foram
subsequentemente confirmados em uma analise de caso-controle estruturada por ancestralidade
com 722 FL+PNSe 866 controles. No quarto, variantes genéticas no gene GOLGB1 foram analisadas
neste estudo para estabelecer sua possivel associagdo com o risco de NSCPO na populacdo
brasileira. Cinco polimorfismos de nucleotideo Unico tag (SNPs) de GOLGBz1 (rsi1169, rs7is53,
rs9968051, rsg819530 e rs6794341), que capturam a maioria dos alelos que abrangem o gene,
foram genotipados em um estudo de caso-controle com 270 pacientes com NSCPO e 284
controles saudaveis ndo relacionados. As amostras também foram genotipadas para 4o
marcadores polimdrficos bialélicos para caracterizar a ancestralidade genética.

Resultado e Discussao:

A revisdo sistematica e meta-analise de marcadores genéticos avaliados na populacdo brasileira
revelou possiveis associagdes dos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) rs642961 (IRF6),
rs987525ers1530300(8q24), rs1801133 (MTHFR) e rs17563 (BMP4)

com a etiologia das FL+PNS. Contudo, frente ao pequeno numero de estudos que analisou cadaum
destes marcadores, mais estudos com amostras robustas e que levem em considera¢ado a elevada
miscigenagao da populagao brasileira sdo necessarios. Os resultados do segundo estudoutilizando
anadlise de regressdao logistica e levando em consideracdo as diferencas na ancestralidade
gendmica e no género entre os grupos revelou que o SNP rs7552 é um marcadorde risco para o
desenvolvimento das FL+PNS. Interagdes gene-gene (GxG) entre rsy552 com rs8049367,
rs1880646, rs9891446, rs1588366 e rs73039426 foram também associadas com risco aumentado
para o desenvolvimento das FL+PNS. Embora os SNPs rsi880646 e rs9891446 nao foram
individualmente associados com FL+PNS, o haplotipo AG (alelo A de rs1880646 e alelo G de
rs9891446) foi mais frequente entre os pacientes com FL+PNS em comparagdo com os controles,
exibindo um risco aumentado para o desenvolvimento da fissura. Os resultados do terceiro estudo
demonstraram que o alelo C e o gendtipo CT do SNP rs2237583 em PON1 evocam efeitos
protetores para as FL+PNS, enquanto rs3917490 apresentou significancia apenas com amostra
composta por pacientes com alta ascendéncia africana. Varias intera¢des GxG contendo os SNP

ISSN 1677-3225 Braz J Oral Sci. 20, 2021



14

rs2237583 em PON1 e rs17166879 em PON2 atingiram significancia apds o ajuste para multiplos
testes. Por fim, o Ultimo estudo contendo 270 pacientes com FPNS e 284 controles, nenhuma
associacao significante foi observada entreas variantes em GOLGB1 e as FPNS.

Conclusao:

Em conclusdo, este estudo revela alguns potenciais marcadores genéticos associados ao
desenvolvimento das FONS na populagdo brasileira e reforca a importancia de considerar
interacdes gene x gene na patogénese desta malformagdo congénita.

Palavras-Chave: Fissura de labio. Fissura de palato. Polimorfismo de nucleotideo Unico. Genética
populacional. Anormalidades congénitas.
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Introducao:

Apds a remogdo mecanica da carie € comum a utilizagdo de agentes antibacterianos para
garantir a descontaminacao do esmalte e dentina. Entretanto, o uso de esses agentes
apresenta efeitos adversos como resisténcia bacteriana e altera¢do na adesdo dental.

O plasma frio em pressao atmosférica (NTAP) é um gas parcialmente ionizado, capaz de
inativar diferentes microrganismos por meio da producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS). Por outro lado, a inativacdo fotodinamica (PDI), € uma terapia alternativa que utiliza um
agente fotossensibilizador que reage com uma luz especifica produzindo ROS com efeito
antibacteriano. Recentemente a curcumina tem sido utilizada como fotossensibilizador com
uma fonte de luz LED dental, com poucosucesso. Para potencializar o efeito antibacteriano, o
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) tem sido utilizado para facilitar o ingresso de
diversas substancias através da membrana bacteriana. Entretanto, ndo existem dados sobre a
eficacia da PDI mediada pela combinagao de curcumina/EDTA utilizando luz azul.

O objetivo de este trabalho foi investigar a eficacia antibacteriana do NTAP comargonio
e da PDI mediada por curcumina/EDTA e uma fonte de luz LED azul na desinfec¢do de
superficies contaminadas com S. mutans.

Metodologia:

Para a avaliagdo do NTAP, discos de resina foram confeccionados, polimerizados, polidos e
esterilizados. Biofilme da cepa bioluminescente de S. mutans (JM10) foi cultivado sobre os
discos usando meio THY (0.65x) com 0.1% de sacarose em condi¢des de microaerofilia (37°C,
24 h). Os discos foram divididos em 7 grupos: controle (CON), clorhexidina 2% (CHX),
argonio1so s (ARG), tratamento com NTAP por 30 s (P30), por 90 s (P90), por 120 s (P120) e
NTAP por 150 s (P150). O NTAP foi aplicado usando um dispositivo de jato de plasma. Os
biofilmes foram analisadosatravés da contagem de unidades formadoras de col6nias (CFU),
ensaio de bioluminescéncia (BL), microscopia eletronica de varredura (SEM) e PCR.

Para a avaliagdo da PDI, a atividade antibacteriana da curcumina e EDTA foi avaliada
pela concentracao inibitdria minima (MIC) e concentragdo bactericida minima (MBC). O efeito
sinérgico da combinagao curcumina/EDTA foi avaliado pelo indice de concentragdo inibitdria
fracionado (FICI). Culturas planctonicas de S. mutans (UA159) incubadas em condigdes de
microaerofilia (37°C, 18 h) foram utilizadas para avaliar o efeito da combinacao de 0,4% EDTA e
curcumina (50 UM e 5oo pM) com e sem fotoativagdo com luz azul. Clorhexidina (0,2%) foi
utilizada como controle positivo. Suspensdes planctonicas foram analisadas através de CFU,
microscopia confocal (CLSM), microscopia eletronica de transmissdo (TEM) e PCR.

Resultados e Discussao:

Os tratamentos propostos foram efetivos na inativacdo de S. mutans em biofilme e cultura
plancténica, respetivamente, produzindo alteragdes estruturais nas bactérias. Entretanto,
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somente o NTAP gerou alteragdes na estrutura do DNA bacteriano.

Log10 CFU/mL

0 30 920 120 150
Tempo (S)

Figura 1: Efeito da aplicacdo do plasma sobre o biofilme de S.mutans, em relagdo ao tempo.

Os biofilmes tratados com NTAP mostraram reducdo significativa do CFU (Figura 1). Os
valores de BL mostraram que o tratamento com NTAP por 9os, 120s ouU 150s resultou em
atividade metabdlica estatisticamente significativamente menor aos outros grupos. CHX exibiu
as médias mais baixas de CFU (o cfu/ml) e BL.

Mudangas morfoldgicas significativas no biofilme tratado com NTAP foram observadas
com o SEM (Figura 2). A PCR mostrou danos a estrutura do DNA apos o tratamento com NTAP.
O tratamento com NTAP foi eficaz na reducdo da viabilidade e metabolismo de S. mutans de
uma maneira dependente do tempo, sugerindo seu uso como uma estratégia de
descontaminacdo de superficie intraoral.
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Figura 2: SEM imagens do S. mutans biofilme apds tratamento. Setas brancas indicam biofilme
ndo tratado o ponteiro indica rupturas no biofilme pela desidratagao.

Para a PDI, os valores de MIC da curcumina e EDTA foram 5 mM e 0,125%,
respectivamente. FICI mostrou uma interagdo sinérgica entre curcumina e EDTA. Todas as
combinagdes com curcumina e luz LED azul resultaram em inativagdo completa do S. mutans
(Figura 3) e CLSM confirmou esses resultados, TEM mostrou alteracdes morfoldgicas
produzidas pelo PDI (Figura 4). Nenhum dano na estrutura do DNA foi detectado por PCR.
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HX

EDTA Cur50um Cur500uM Cur50um+EDTA Cur500pm+EDTA Cl

Log 10 CFU/mL
(2}

(&)

Controle

Figura 3: Efeito antibacteriano dos diferentes tratamentos na culturaplanctonica de S. mutans.

A capacidade antibacteriana dos tratamentos propostos é o resultado da produgdo de
ROS que produzem um severo estresse oxidativo resultando nadesintegracao bacteriana.
Adicionalmente, o plasma causou dano na estrutura do DNA como confirmado pela PCR. As
ROS interagem com a membrana bacteriana comprometendo sua integridade, vertendo as
estruturas intracelulares para o meio e destruindo o DNA. Contrariamente, a PDI ndo resultou
em danos no DNA. Embora as ROS ndo foram medidas neste estudo, provavelmente a
quantidade e qualidade produzidas pela PDI sejam muito menores do que as produzidas pelo
NTAP.

O plasma apresentou um “efeito autolimitante”, o acuUmulo dos restos bacterianos
formado sobre a superficie do biofilme aparentemente reduziu a efetividade do tratamento. O
acumulo de restos celulares atua como barreira fisica para as camadas mais internas do
biofilme, impedindo que sejam atingidas pelo plasma. As imagens de MEV mostraram a
presenca de bactérias intactas inclusive apos 150s de aplicacdo de plasma O ensaio de
bioluminescéncia evidenciou atividade metabdlica reduzida nos grupos com maior tempo de
tratamento com plasma. Baseado nos resultados da CFU, asbactérias que ndo foram afetadas
pelo plasma mantém a sua capacidade de reproducao.
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Figura 4: TEM imagens do S. mutans apds tratamento (x40,000). O ponteiro indica a presenga de

vacuolos, setas indicam alteragdo de forma da membrana e * indica ruptura da membrana
bacteriana.

Para a PDI, a configuracdo da fonte de luz resulta fundamental, a configuracgao utilizada
(40s, 1mm de distancia) entregou uma grande quantidade de energia em tempo reduzido,
explicando em parte os resultados obtidos. A PDI apresenta-se como uma opg¢ao mais
econOmica e simples de usar na pratica clinica do que o plasma, pois ndo envolve a aquisicao de
novos equipamentos por parte do clinico. A grande limitacdo da PDI mediada por
curcumina/EDTA é a baixa solubilidade da curcuma em 4gua. As imagens de TEM mostraram
grande precipitacdo de particulas nos grupos tratados com 500 uM de curcumina devido a sua
hidrofobicidade, reduzindo a sua reatividade pelo “quenching” produzido.

Na cavidade bucal as bactérias geralmente se encontram formando biofilmes
multiespécies, estudos utilizando microcosmos devem ser realizados para confirmar a
efetividade de estas terapias, levando em consideragdo outros fatores como distancia e tempo
de aplicacdo, efetividade a longo prazo e a presenca de possiveis efeitos adversos.

Conclusoes:

A aplicacdo do NTAP e PDI mediada pela combinagdo curcumina/EDTA reduziram
significativamente a viabilidade do S. mutans por meio das ROS geradas por ambos os
tratamentos, que se apresentam como técnicas promissoras antimicrobianas naOdontologia.

Palavras-Chave: Gases de Plasma, Inativagdo fotodindmica, Curcumina, Agentes
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Introducao:

Atomografia computadorizada de feixe conico (TCFC) de pequeno campo de visdo (do inglés, field-of-
view; FOV) tem sido utilizada constantemente devido a resolucao espacial relativamente maior e
menor dose de radiacdo. No entanto, a redu¢do do tamanho do FOV aumenta indiretamente a
exomassa, que é a zona fora do FOV mas ainda entre a fonte de raiosX e o receptor da imagem.
Estudos prévios tém demonstrado que a presenca de materiais de alta densidade na exomassa
impacta negativamente na qualidade de imagem de TCFC (Candemil et al., 2018; Candemil et al.,
2019; Candemil et al., 2020; Oliveira et al., 2020). Dessa forma, considerando a frequente utilizacdo
de FOV pequeno e materiais de alta densidade na reabilitacdo oral, associada a necessidade de
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protocolos de exposicao otimizados em diversas tarefas de diagndstico, os objetivos desta tese
foram avaliar (1) a influéncia do tamanho de voxel nos artefatos oriundos da exomassa, (2) o impacto
dos artefatos oriundos da exomassa e/ou endomassa no diagndstico de fratura radicular vertical
simulada e (3) odesempenho de um protocolo de exposi¢do otimizado nesta tarefa de diagndstico.

Metodologia:

Para cumprir o primeiro objetivo, imagens de TCFC foram obtidas de um fantoma de imagem
centralizado em um FOV de 5 x 5 cm em dois aparelhos utilizando dois tamanhos de voxel: 0,2e 0,3
mm. Materiais metalicos de diferentes composi¢des e quantidades foram posicionadosna exomassa e
imagens adicionais foram realizadas. Valores de cinza foram mensurados de 164reas homogéneas do
fantoma e a média e o desvio padrao foram calculados. Os dados foram analisados pelos testes
ANOVA, Tukey e Dunnett (a=0,05).Para cumprir o segundo e terceiro objetivos, vinte dentes
humanos unirradiculares foram instrumentados e fratura radicular vertical foi induzida em dez deles.
Todos os dentes foram posicionados individualmente em um alvéolo vazio de uma mandibula
humana. Imagens de TCFC foram obtidas com um FOV de 5 x 5 cm centralizado no dente de
interesse em trés aparelhos sob dois protocolos de exposicdo (padrdo e otimizado). Imagens
adicionais foram obtidas com materiais metalicos naexomassa e/ou dentro do FOV (endomassa). O
dente de interesse foi substituido por um tubo de polipropileno preenchido com uma solucdo
radiopaca homogénea e imagens adicionais foram realizadas. Trés radiologistas avaliaram as
imagens e indicaram a presenca de fratura radicular vertical em uma escala de 5 pontos.
Sensibilidade, especificidade e area sob a curva ROC (AUC) foram obtidas. Os valores de voxel e
ruido foram mensurados nas imagens referentes a solucdo radiopaca e os diferentes grupos foram
comparados pelos testes ANOVAe Tukey (a=0,05).

Resultados:
Os valores médios de cinza e a variabilidade entre eles ndo diferiram significativamente entre as
imagens com tamanho de voxel de 0,2 e 0,3 mm.

Sensibilidade, especificidade e AUC para o diagnostico de fratura radicular vertical ndo
mostraram diferencas significativas entre a composicao e localizagdo dos materiais metalicos e
protocolos de exposi¢cdes. Na maioria das condi¢des, os valores de cinza foram significativamente
menores e os valores de ruido foram significativamente maiores quando o material metalico estava
presente na exomassa ou na exomassa e endomassa.

Discussao:
Considerando a relagdo linear entre a resolu¢ao espacial e a qualidade da imagem, pode-se esperar
que uma resolu¢do espacial mais alta reduza a influéncia dos artefatos de TCFC oriundos da
exomassa. No entanto, apenas algumas diferencas estatisticas foram observadas no presente
estudo entre as imagens de baixa e alta resolu¢do espacial, que ndo parecem ser clinicamente
relevantes.

Quando o impacto clinico de artefatos oriundos da exomassa e/ou endomassa foi analisado, o
presente estudo mostrou que o diagndstico de fratura radicular vertical ndo foi afetado para os
protocolos padrao e otimizado de TCFC. Isso refor¢ca a importancia de uma avaliagao clinica do
impacto dos artefatos em diversas tarefas de diagndstico e que o presente protocolo otimizado de
TCFC é clinicamente aplicavel e deve ser considerado independentemente da presenca de tais
artefatos.

Em consonancia com os presentes resultados, estudos anteriores mostraram que a presencga
de materiais metalicos na exomassa gera estrias hipodensas e hiperdensas na imagem de TCFC
(Candemil et al., 2018; Candemil et al., 2020). A presenca desses artefatos é exacerbada com o
aumento da quantidade, nimero atémico e densidade fisica dos objetos de origem (Candemil et al.,
2018). Ainda, além da ja comprovada nao eficacia de algoritmos de reducdo de artefatos naimagem
de TCFC quando os artefatos se originam na exomassa (Candemil et al., 2019), o presente estudo
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revelou que a resolucdo espacial também nao pareceinterferir e que o diagnostico de fratura radicular
vertical ndo é afetado, independentemente doprotocolo de dose.

Diferentes aparelhos de TCFC podem ter comportamentos diversos em relagdo a aquisicao e
reconstru¢do de imagens devido a técnicas e parametros de escaneamento especificos de cada
aparelho (Gaéta-Araujo et al., 2020). Portanto, apesar do uso de diferentesfabricantes de TCFC nos
presentes estudos, € necessario cautela ao extrapolar nossos resultados para outros aparelhos. E
importante ressaltar que, embora ndo pretendéssemos comparar os resultados entre os aparelhos
de TCFC diretamente, apenas pequenas diferencas puderam ser observadas. No terceiro estudo, o
uso de apenas um aparelho de TCFC foi intencional, pois nos baseamos em um estudo anterior que
comprovou que o presente protocolo de exposicdo poderia ser considerado otimizado na area
pedidtrica (Oenning et al., 2019). Como a exomassa é um fator inerente a TCFC, novos estudos
simulando mais condi¢des clinicas sdo fortemente encorajados.

Conclusées

O impacto dos artefatos oriundos da exomassa ndo é influenciado pelo tamanho de voxel e ndo
compromete o diagnostico de fratura radicular vertical simulada em imagens de tomografia
computadorizada de feixe conico obtidas com baixa dose.

Palavras-chave: Tomografia Computadorizada de Feixe Conico. Artefatos. Fraturas dos Dentes.
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