QUANTIFICACAO DO RNAmM DE DENTINA CARIADA SELADA
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Introducado

Para compreensao das funcoes realizadas pelas bactérias € analisado o
RNA mensageiro (mMRNA) bacteriano, por meio da analise do
metatranscritoma, ou transcritoma ambiental. O qual analisa a
expressao do gene microbiano dentro de complexos habitats naturais,
em um método independente de cultura. Atualmente existem poucos
estudos na literatura utilizando esta ferramenta molecular em amostras
de dentina cariada, e nenhum estudo testando esta metodologia para

amostras de dentina selada, que vao sofrer um decrescimo do numero
de células viaveis e consequentemente na concentracao de RNA

Objetivo

O objetivo do estudo é avaliar a quantificacdo de RNAmM em amostras
de dentina cariada antes a ap0os o0 selamento de lesdes cariosas.

Coleta e processamento

Protecado pulpar com
cimento de hidréxido
de calcio

Remocao parcial da
dentina cariada da parede
pulpar da cavidade.

com cimento
lonOmero de Vidro

Profilaxia/ Anestesia/ Isolamento
absoluto/Anti-sepsia do campo
operatoério (Montagner et al., 2012)

Selamento da cavidade

Remocao do
selamento provisorio e
nova coleta de dentina

Restauracao com
resina composta e
sistema adesivo
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Lesbes profundas de carie ativa,
localizada no terco interno da
dentina (maior que 1/2 da espessura
dentinaria),

l

Resultados

Tabela 1: Caracteristicas clinicas e quantificacao de RNAmM das amostras de dentina antes e apods
o selamento da cavidade

Amosiras Guantidade Inicial | Final Consisté&ncia Coloracdo
Pareadas de RMNA em
100 pl da
amostra
12 13,19 | CORIACEA CASTANHO
40 0 F DURA MARROM
17 13,49 | CORIACEA MARROM
31 0,00 F DURA PMARROM
38 3,23 | WMOLE CASTANHO
15 6,01 F DURA, MARROM
5 9. 08 | MWICILE CASTAMHO
29 0,00 F DURA, MARROM
28 0,00 | MOLE AMARELOD
42 0,00 F DURA, CASTANHO
22 4 63 | CORIACEA CASTANHO
1 0,00 F DURA MARROM
9 0,00 | CORIACEA CASTANHO
32 0,00 F DURA, CASTANHO
4 0,00 | CORIACEA AMARELD
18 5,65 F DURA, CASTANHO
8 30,16 | CORIACEA CASTANHO
36 0,00 F CORIACEA MARROM
14 6,4 | CORIACEA CASTANHO
30 0,00 F DURA, MARRORM
16 0,00 | WIOLE AMARELD
35 0,00 F DURA CASTANHO
21 13,26 | MIOLE AMARELD
33 0,00 F DURA, MARROM t

v'As amostras de dentina iniciais apresentaram predominancia da coloracéo
castanha, enquanto as finais a coloragao marrom.

v'As amostras iniciais apresentaram-se na sua maioria de consisténcia
coriacea, ao passo gue as amostras finais apresentaram consisténcia quase
unicamente duras.

v'A quantidade de RNA foi relativamente baixa variando entre 0 e 30,16 ng

Eppendorfs livres de RNAse e DNAse contendo 1 ml de solucao estabilizadora de RNA
(RNAprotect Bacteria Reagent®) que em até 48h sdo centirfugados a 5000 rpm dutante 1 min
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Imediatamente armazenado a -80°C, para
subsequente extracdo e processamento do RNA

v

Removido o sobrenadante da solucéo estabilizadora de RNA, restando
somente o pellet de dentina

Extracdo e Quantificacdo

v’ Extracdo RNA - Kit UltraClean® Microbial RNA
Isolation (MO-BIO, Laboratories, Inc., Carlsbad, CA)

v'  Remocdio de fragmentos de 16S e 23S rRNA - Kit
Epicentro Ribo-Zero™ para Bactérias (Cambio,
Brisbane, Australia)

v'  Quantificacéo RNA - Quant-iT™ RiboGreen® RNA

Assay Kit (Invitrogem, Eugene, Oregon, United
States)

Conclusdo

Pode-se observar que a quantidade de RNA é bastante reduzida apos
selamento e que para a continuacéo do estudo clinico havera
necessidade de realizar agrupamento de amostras para se obter a
quantidade minima de RNA para analise (30ng).
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