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INTRODUCAO RESULTADOS

O estudo da expressao genica de micro-organismos remanescentes apos @  Tabela 1 - Concentracdo total de RNA (ng/100uL) por amostras de dentina

remocao da dentina cariada em um tratamento restaurador permite  cariada dos grupos teste (RP) nos diferentes tempos de tratamento (I=
compreender as modificacoes nas interacoes entre a comunidade microbiana

inicial; F=final), e do grupo controle (RT), no tempo Inicial (I=inicial).
relacionadas a este tratamento Concentracdo de RNA Concentracdo de RNA
(ng/100puL) (ng/100uL)
OBJETIVO Amostras = o Amostras = RT
Avaliar as modificacoes na composicao e na expressao géenica da microbiota | F | | F |
metabolicamente ativa da dentina em lesfes de cérie, antes e depois de dois 1 22,51 | 38,67 0 22 0 perdido 0
tipos de tratamentos: convencional - com remocao total da dentina cariada 2 10,95 |perdido| O 23 0 | perdido | 10,35
(grupo controle - RT) - versus conservador - com remocao parcial da dentina j 9’(;37 2753’774 10019 gg 8 perglido 8
cariaca (grupo teste - RP). 5 443 | 538 0 26 0 16,08 | 16,39
METODOLOGIA 6 7,62 0 0 217 0 0 0
!/ 45,5 [,75 0 28 0 0,77 0
DESENHO DO ESTUDO 8 3,51 0 0 29 20,42 | perdido | 12,3
9 2,92 33,43 0 30 19,92 27,2 97,09
ECR 10 9,2 23,39 0 31 0 1,67 0
(UFRGS/UPF) 11 10,21 0 8,34 32 0 0 0
61 pacientes (n=81 dentes) 12 0 31,38 0 33 19,35 0 33,17
| 13 42,54 8,0 1 34 0 10,94 0
Al & 14 1,39 0 12,34 35 26,84 0 6,27
Remocio Total de Tecido B | 15 2,18 | 17,28 | 8,26 36 2,46 0 0
G . Remogaog:rrizljl)de Tecido 16 0 0 0 37 0 44 46 0
(Grupo controle) (Grupo teste) 17 1,52 perdido 3,33 38 0 38,37 32,19
25 pacientes (n=40 dentes) 36 pacientes (n=41 dentes) 18 6,29 14,68 0 39 0 0 8,81
‘ 19 8,92 perdido | 13.01 40 10,91 | perdido -
20 1,93 2,58 7,61 41 6,9 perdido 0
21 0 0 0

Coleta — 1 amostra Coleta — 2 amostras

Para a obtencao de bibliotecas gendomicas com qualidade para
‘ seguenciamento, o total do RNA da amostra deve ser aproximado ou
superior a 50 ngRNA/100uL. Por esse motivo as diferentes amostras foram

Coleta 12 amostra da dentina
cariada remanescente da agrupas.
porcao mesial da cavidade

(Amostra Inicial)

— (ResiaumacaieaiCayicace Tabela 2 - Agrupamento das amostras do grupo teste (n=4) e grupo controle

(n=3)
Amostras de dentina cariada
Pools RP RT

—— Selamento por 6 meses le F |

1 1,2,4,6,10, 17,18, 19, 206, 41 4,11, 13, 14, 15, 17, 19, 23, 26, 35

5 3, 8, 11, 16, 20, 2& 34, 45, 306, 38, 13 14. 26 29. 30

Coleta 22 amostra da 3 5,12, 13, 14, 15, 28, 29, 30, 33, 37 20, 33, 38, 39

—— porc¢ao distal da cavidade 4 7,9 -

(Amostra Final) Tabela 3 - Concentracdo total de RNA (ng/100uL) por pools das amostras
de dentina cariada dos grupos teste (remocao parc RP) nos diferentes
tempos de tratamento (I= inicial; F=final), e do grupo controle (remocao total

. Restauracgao final da

da dentina cariada, RT), no tempo inicial (I=inicial) usadas para o preparo
das bibliotecas genomicas.

cavidade

COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS Concentracao total de RNA (ng/100uL) por pool
. _ Pools RP RT
I F I
= R 1 73,91 118,56 81,84
(Remogéo completa\ Aplicacao de cimento g Restauracao da T 2 55’86 167’89 139’32
da dentina carida. de hidréxido de calcio cavidade com 3 87,85 110,28 81,78
\Coleta da amostra resina composta 4 48,42 41,18 -
Tabela 4 - Validacao da qualidade das bibliotecas gendmicas com Agilent
\lﬂ D1000 ScreenTape (Agilent Technologies, Inc.) obtida dos pools das
/'N=61 pacientes apresentando amostras de dentina cariada dos grupos teste (RP) nos diferentes tempos
i« les3o de cari I Co
o e, o dontin Remocio completa da dentina)  (roreaede ) (Coleta da amosta )l N de tratamento (I= inicial; FA—flpaI), e do grupo controle (RT), no tempo Inicial
dentificadas  através  de cariada das paredes circundantes 6 meses de da porcio distal da || P | (I=inicial). Bibliotecas gendmicas com boa qualidade deveriam ter um pico
radiografia interproximal de e remogdo parcial na parede salamento cavidade (Amostra ' >
molares permanentes e pré- pulpar. Coleta da amostra, da ~ \Final) y malor dO que 269 pare.S de baS.e (—269pb) .
Holares porgio mesial da cavidade Pico das bibliotecas genomicas (pares de base)
k j \(Amostra Inicial) / Pools RP RT
| Y ) | F |
% 1 < 269 < 269 < 269
2 < 269 < 269 > 269
Foram coletadas 81 amostras e armazenadas e microtubos contendo 1 mL de solucao estabilizadora de RNA mantido a 3 > 269 < 269 < 269
temperatura ambiente por um periodo maximo de 48 hora, entdo centrifugados a 10.000rpm durante um minuto e 0 A < 269 < 269
\pellet armazenado a -80°C = = _

l CONCLUSAO

v'As quantidades de RNA recuperadas das amostras de dentina se
apresentam muito reduzidas.

v'E preciso avaliar novos métodos de extracdo de RNA em amostras clinicas
de dentina que permitam producao de bibliotecas gendmicas passiveis de
seqguenciamento gue permitam a comparacao das duas terapias.

[Foi extraido o RNA microbiano e realizado o preparo das bibliotecas genomicas para o sequenciamento porJ

NGS (Next Generation Sequencing) (sequenciador llumina HiSeq3000)
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