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APRESENTACAO

O presente artigo de pesquisa foi desenvolvido para suprir a
necessidade confirmacdo da hipotese/tema deste trabalho: identificar a
presenca de SARS- CoV-2 em biofilme dentario. O que se sabe ainda sobre o
virus € que o mesmo ainda esta ativo e circulando pelo mundo. Estudos a
cerca do SARS-CoV-2 e como isso implica na saude das pessoas séo
extremamente relevantes, pois descobrir 0s nichos que o virus pode se abrigar
serve como uma forma de prevenir a sua transmissao. Diversos estudos estao
sendo realizados e testados para confirmar onde o virus esta presente. A
pesquisa é fundamental, pois colabora com a propagacédo de informacdes e
conhecimentos, no momento que foi realizada a pesquisa 0s primeiros surtos
estavam comecando a aparecer no Brasil, bem como o inicio do isolamento
controlado, os resultados da pesquisa servem de base para que possamos
estar cientes de onde o virus habita e também como prevenir o mesmo. Quanto
mais conhecimento e estudos forem realizados, mais preparados estaremos
para enfrentar essa pandemia.
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RESUMO

Obijetivos: A pandemia de COVID-19 causada virus SARS-CoV-2 que causa a
sindrome respiratoria aguda grave esta desafiando as autoridades de saude
em todo o mundo. Até a data, ainda ndo existe um tratamento farmacéutico
eficaz e o virus € altamente contagioso. O virus pode colonizar muitos nichos
do corpo humano, incluindo a boca. Considerando a diversidade da microbiota
no biofilme dentario, incluindo virus, € possivel que (SARS-CoV-2 também
possa colonizar este biofilme. O objetivo deste estudo foi investigar a presenca
de SARS-CoV-2 no biofilme dental de pacientes teste positivo em amostras de
nasofaringe e orofaringe. Materiais & Métodos: Estudo clinico observacional em
andamento no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. De 14 de julho a 7 de
agosto de 2020, todos os funcionarios do hospital com sintomas de gripe
compareceram ao servico de medicina ocupacional da instituicdo, foram
convidados a participar. Amostras de biofime dentario foram coletadas e
analisadas por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR).
Resultados: De 164 individuos com sintomas gripais, 115 aceitaram participar
(40 £ 9,62 anos; 67,82% mulheres ). Vinte e oito participantes testaram positivo
para SARS-CoV-2 nos testes de naso e orofaringe (24,34%). Cinco
participantes de 28 (17,9%) testaram positivo em amostras de biofilme dentario.
ConclusBes: SARS-CoV-2 est4d presente em biofilmes dentais e esta
observacao preliminar pode estimular novas investigacoes.

Palavras-chave: = SARS-CoV-2, COVID-19, placa dentaria, estudo
observacional, pandemia.
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LOGICA CIENTIFICA

O biofilme dental é composto de vérias espécies. Considerando que este
biofilme pode carregar virus, possivelmente o virus SARS-CoV-2 também pode

colonizar este biofilme.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS

Este € o primeiro relatério sobre o tema na literatura e ressalta a

importancia de investigar o SARS-CoV-2 em biofilmes dentérios.

IMPLICACOES PRATICAS: Os resultados atuais ressaltam uma questio
importante em relacdo aos nichos humanos do SARS-CoV-2 e podem ajudar a
estabelecer estratégias de contencdo do virus. Dependendo dos resultados
futuros, estratégias para romper o biofilme dentério e chegar ao SARS-CoV-2 e
elimind-lo o maximo possivel do corpo humano podem ter que ser

consideradas.



INTRODUCAO

Desde o surgimento no final de 2019, o virus SARS-CoV-2 comumente
conhecido como COVID-19, causador da sindrome respiratéria aguda grave
tornou-se uma pandemia, constituindo o problema de saude publica mais
desafiador j& visto até entdo. Embora muitos paises ainda estejam lidando com
a chamada "primeira onda COVID-19", uma "segunda onda" foi observada,
levantando questdes sobre o escopo das medidas de controle disponiveis. 3
Os tratamentos farmacéuticos para o COVID-19 estdo em desenvolvimento e
os testes de vacinas estdo em andamento, mas ainda ndo foram publicados
estudos conclusivos. “® Consequentemente, intervencdes néo farmacéuticas,
como distanciamento social, uso de mascaras faciais, medidas de higiene,
esforcos de diagnostico macicos, rastreamento de contatos e quarentena
continuam sendo as melhores opc¢des para tentar interromper a propagacao do
virus, evitando assim o contagio entre as pessoas. >’

Nesse sentido, o conhecimento sobre os nichos capazes de abrigar o
virus SARS-CoV-2 é de importancia inquestionavel para reduzir a propagacao
e 0 contagio do virus. Uma meta-analise recente avaliou a presenca de SARS-
CoV-2 em diferentes espécimes clinicos. Os resultados mostraram que o
SARS-CoV-2 foi detectado em amostras de nasofaringe e orofaringe,
secrecbes do trato respiratério inferior, fluido de lavagem bronco alveolar,
cotonetes retal, sangue e fezes. ® A literatura também identifica a saliva como
uma das rotas mais criticas que contribuem para a transmissao interindividual
do SARS-COV-2. %1% No entanto, a saliva ndo é o Unico nicho intra-oral capaz
de abrigar virus e, portanto, € essencial investigar a presen¢ca do SARS-CoV-2
em outros nichos orais com o objetivo de limitar a transmisséo interpessoal.
Dentes, sulco gengival, lingua, bochechas, palato duro e mole, e amigdalas
sdo nichos que abrigam muitos tipos e incontaveis numeros de

1112 incluindo virus. ¥

microrganismos,

No entanto, é o nicho dentario que pode representar um desafio no atual
contexto pandémico. Uma vez que os dentes tém uma superficie que nao solta,
eles ndo apenas abrigam microorganismos, mas também podem abriga-los
como biofilmes. Por sua vez, os biofilmes resistem as defesas do hospedeiro e

aos tratamentos farmacéuticos, a menos que sejam interrompidos
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mecanicamente. Além disso, o processo de formacdo de biofilmes

pressupde uma fase de descolamento, na qual microrganismos podem atingir

16 De acordo com a literatura, os virus do

outras partes do corpo humano.
biofilme dentario podem atingir a corrente sanguinea. *’ As caracteristicas dos
biofilmes representam, portanto, desafios para a prevencdo, controle e
tratamento de infeccbes em ambientes médicos e odontolégicos, podendo ser
de extrema importancia no contexto da gestdo do COVID-19.

Embora se saiba que o0 SARS-CoV-2 € um virus muito contagioso, capaz
de colonizar uma ampla gama de nichos no corpo humano, sua presenca no
biofilme dental ndo estd comprovada. Portanto, neste estudo, foi levantada a
hip6tese de que o biofilme dental poderia abrigar o SARS-CoV-2 em individuos
sintomaticos positivos. Este estudo descreve os achados iniciais do SARS-
CoV-2 presentes no biofilme dentario de pacientes que testaram positivo para o

virus em amostras nasofaringeas e orofaringeas.

MATERIAIS E METODOS

CONSIDERACOES ETICAS

O protocolo de estudo foi aprovado em 9 de junho de 2020, pelo Comité
de Etica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (#CAAE: 30801120.0.0000.5327). Os resultados
presentes foram informados de acordo com a declaragdo STROBE.

SELECAO DE AMOSTRAS E COLETA DE DADOS

De acordo com o protocolo do hospital, todos os funcionarios com
sintomas semelhantes a gripe devem ser testados para SARS-CoV2 no setor
de medicina ocupacional da instituicdo. De 14 de julho a 7 de agosto foram
abordados 115 funcionarios testados na divisdo. O protocolo de estudo foi
explicado a eles e eles foram convidados a participar. Os funcionarios que
concordaram em participar assinaram o0 termo de consentimento de

esclarecimento da pesquisa e responderam um questionario de saude bucal.



Apos terem sido atendidos pela equipe médica, dois dentistas treinados
(SF e JF) retiraram as amostras dos participantes enquanto estavam sentados
em uma cadeira ndo odontologica. O biofilme dentério foi amostrado de acordo
com protocolos de pesquisa odontologica que incluem o uso de um enxaguante
bucal. No entanto, tendo em vista a possibilidade de cuspir agua, como
normalmente é feito em um consultério odontolégico, poderia liberar particulas
no ambiente, os participantes receberam um copo de agua mineral para
enxaguar suas bocas e foram entéo instruidos a engolir em vez de cuspir. O
enxague bucal durou um minuto e foi realizado duas vezes. Além disso,
bochechas, lingua e labios foram afastados utilizando uma espéatula de madeira
esterilizada durante a coleta do biofilme dental. Rolos de algoddo também
foram colocados na parte inferior dos vestibulos labial e lingual. Foram
utilizados cotonetes dentarios esterilizados (Figura 1A) para coletar a amostra
do biofilme dentéario da &rea dente-gengiva (Figura 1B). Foram amostradas seis
das oito regides dos dentes: vestibular superior direito, vestibular superior
esquerdo, lingual inferior direito, lingual inferior esquerdo, vestibular inferior
direito e vestibular inferior esquerdo. Nao realizada coleta de amostra de palato
devido as dificuldades inerentes de se realizar 0 exame com o0 paciente em
uma cadeira ndo odontolégica. Um cotonete dentario foi usado para cada
regido. Os seis cotonetes foram entdo agrupados em um tubo de falcon e entéo
armazenados congelados (-20° C) até serem enviados ao laboratério (Instituto
de Ciéncias Béasicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul)
em temperatura ambiente.

Durante a amostragem de biofilme dental, observou-se o nimero de
dentes e a presenca de sangramento nos cotonetes.

No periodo de dois a trés dias apos a coleta, as amostras de biofilme
dental dos participantes cujas amostras nasofaringeas/orofaringeas positivados
de acordo com os prontuarios médicos foram analisadas por reagcdo em cadeia

de polimerase quantitativa em tempo real (RT-gPCR).
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ANALISE LABORATORIAL

Preparacao de amostras

No laboratério, foram adicionados 3mL de solucdo salina em cada tubo,
que foram mantidos refrigerados até o processamento. Todas as amostras
foram tratadas em uma cémara de seguranca Il - B2 seguindo as
recomendacdes para diagndstico viral estabelecidas pelo Ministério da Saude.
Durante o processamento, as amostras foram agitadas em vortex, e duas
aliquotas de um ml foram armazenadas a -80° C como amostras de reserva. A
terceira aliquota foi usada para extrair material genético viral com QlAamp Viral
RNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), seguindo as instru¢cdes do
fabricante. As amostras de RNA extraidas foram armazenadas a -80 °C.

A determinacdo da presenca do virus SARS-CoV-2 foi realizada
utilizando-se a reacdo em cadeia de polimerase quantitativa em tempo real
(RT-gPCR), também conhecido como RT-PCR. Foi utilizado o protocolo
Charité,”® com o kit AgPath-ID One-Step RT-PCR Reagents (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA). Além disso, um ensaio de controle foi
executado com ribonuclease P (RNase P), de acordo com o protocolo do
Centro de Controle e Prevencéo de Doencgas dos EUA. *°

Amostras que apresentaram amplificacdo com Ct < 40 dos genes virais
e de controle foram utilizadas como controles positivos para COVID-19.
Amostras onde apenas um dos genes virais amplificados foram classificados
como inconclusivos, e o RT-gPCR foi repetido. Amostras sem amplificacdo de
qualquer gene foram consideradas inadequadas, e tanto a extracdo de RNA

guanto a RT-gPCR foram repetidas.

ANALISE DE DADOS

Os resultados sao apresentados descritivamente. Foram calculados
desvios e desvios-padrdo e frequéncias de distribuicdo para variaveis
numeéricas e categoricas, respectivamente. O individuo foi a unidade de analise
e o0 software estatistico utilizado para gerar dados descritivos foi o Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) para Macintosh versdo 20.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, EUA).
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RESULTADOS

Cento e quinze voluntarios concordaram em participar do estudo (Tabela 1).
Depois de consultar os registros para determinar quais amostras médicas dos
participantes tiveram resultado positivo para SARS-CoV-2, as amostras de
biofilme dentério desses participantes foram analisadas (n = 28; 24,34%).

Os dados sociodemograficos, estado atual de tabagismo, numero de
dentes e presenca de sangramento no cotonete sdo mostrados na Tabela 2.

Inicialmente, trés amostras foram testadas inconclusivas. Os
procedimentos laboratoriais foram repetidos, e duas amostras deram positivo.
Ao todo, cinco das 28 amostras (17,9%) testaram positivo para SARS-CoV-2

em biofilmes dentarios (Tabela 3).

DISCUSSAO

Este estudo relata achados preliminares de um estudo de epidemiologia
clinica realizado no HCPA, vinculado a Universidade Federal do Rio Grande do
Sul. A hip6tese da pesquisa foi que o biofilme dental abriga SARS-CoV-2. Os
resultados demonstram a hipétese experimental. Foi mostrado, pela primeira
vez, que o biofiime dental abriga o virus. Esta observacdo é vital para as
estratégias de controle do COVID-19, incluindo medidas preventivas e,
possivelmente, para medidas terapéuticas.

Vinte e oito dos 115 voluntarios testados pelos orificios nasofaringe e
orofaringe foram positivos para SARS-CoV-2, indicando uma prevaléncia de
24,34%. ApOs as anadlises de biofilme dental que resultaram em cinco testes
positivos, pode-se especular que até 17,9% das pessoas que testam positivo
em secrecOes de nasofaringe e orofaringe também testardo positivo em
biofilme dentario. Essa prevaléncia é semelhante a outros estudos que relatam
resultados de testes em diferentes espécimes. 82°

Os resultados atuais sdo de uma amostra de conveniéncia com boa
saude bucal. Uma vez que as amostras foram coletadas na area dento
gengival, a auséncia de sangramento nos cotonetes foi interpretada como
indicativo de boa saude da gengiva. Em individuos com pior estado de saude

bucal, a prevaléncia pode ser ainda maior, mas provavelmente nunca seria
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menor. Essa suposicdo baseia-se no fato de que o sangramento da gengiva é
consequéncia de mais biofilme nas superficies dentérias, com maior
quantidade e diversidade de microrganismos coexistindo. %!

A importancia dos resultados atuais pode estar nas estratégias de saude
publica contra o contagio SARS-CoV-2. Os biofilmes séo resistentes as
defesas de acolhimento e a drogas locais ou sistémicas e, portanto, 0s
microrganismos dentro de biofilmes dentarios ndo sédo afetados por agentes
quimicos. >%* Além disso, pouco se sabe sobre a eficacia dos medicamentos
contra o virus na eliminacdo de nichos e ainda menos sobre sua existéncia e
consequéncias em uma estrutura inacessivel a outros tratamentos que ndo a

2 Segundo Ly e colaboradores,®  existem virus

remogdo mecanica.
homologos comuns a diferentes sujeitos e sitios biogeograficos. Para a maioria
dos sujeitos, as composicOes virais estdo associadas aos sitios orais de
origem. No entanto, a distincdo mais consideravel na composi¢cdo viral
encontrada foi entre biofilmes dentarios (supra e subgingival) e saliva
planctdénica. Além disso, a composicao viral de biofilmes, mas ndo de saliva,
variou de acordo com o estado de saude gengival. Isso é potencialmente
critico, considerando que os microrganismos podem se desprender do biofilme
e alcancar outros sistemas corporais, incluindo o sistema circulatério. *’.
Recentemente, Badran et al.,, 2020, apontaram a possibilidade do biofilme
subgingival, em bolsas periodontais, abrigar SARS-CoV-2. %

Assim, os resultados aqui relatados podem auxiliar no estabelecimento
de estratégias de contencdo de virus que devem, apropriadamente, ser
discutidas pelas autoridades de saude para reduzir o risco interindividual e de
contagio cruzado. Diante disso, esta previsto acompanhamento desses
participantes (protocolo aguardando aprovacao). De fato, deve-se dar atencdo
especial para saber se o virus permanece viavel dentro do biofilme ap0s outras
secrecOes terem testado negativo, o que provavelmente ocorre. Dependendo
dos resultados futuros, estratégias para interromper biofilmes dentarios e
chegar ao SARS-CoV-2 e elimind-lo o maximo possivel do corpo humano
podem ter que ser consideradas.

Como os resultados obtidos sédo inéditos, ndo é possivel fazer
comparacgdes com a literatura COVID-19. No entanto, é possivel estabelecer

paralelos com o trabalho sobre outros virus presentes em biofilmes dentérios.
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Em individuos com boa saude periodontal, como é o caso aqui, 3%, 7% e 12%
dos individuos com boa saude gengival deram positivo para citomegalovirus,
virus Epstein-Barr e o virus herpes simplex, respectivamente. *’ Considerando
todos os participantes com sintomas semelhantes a gripe incluidos (n = 115), a
taxa de positividade do SARS-CoV2 no biofilme dentario foi de 4,34%. Os
resultados observados devem promover a discussdo e estimular novas
investigacbes. Além disso, a medida que o estudo avanga, informacdes

adicionais estardo disponiveis.
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Tabela 1. Dados sociodemogréficos, estado atual de tabagismo e namero
de dentes dos participantes com sintomas semelhante a gripe que
concordaram em participar do presente estudo (n = 115).

Indicador Resultado
Idade (anos) 40 + 9,62*
Participantes do sexo feminino 78 (67.82) "
Fumantes 7 (6.09)"

NGmero de dentes 28 + 2,89*

* Média + Desvio padrdo; "Numero (Porcentagem).

Tabela 2. Dados sociodemogréaficos, estado atual de tabagismo e
indicadores odontoldgicos dos participantes com diagndéstico positivo de
SARS-CoV-2 em amostras nasofaringeas e orofaringeas (n = 28).

Indicador Resultado
Idade (anos) 38 +9.28*
Participantes do sexo feminino 19 (67.9) "
Fumantes 2((7.2)7"
Namero de dentes 28.4 + 154
Sangrando no cotonete 0 (0)7

*Média + Desvio padrdo; "Numero (Porcentagem).

Tabela 3. Dados sociodemogréaficos, estado atual de tabagismo e
indicadores odontoldgicos dos participantes com diagnéstico positivo de
SARS-CoV-2 no biofilme dentario (n =5).

NUmero

NUumero do Idade . Sangrando  no
. Sexo Tabagismo de
participante (anos) d cotonete
entes
1 27 M Nao 28 N&o
2 22 F Nao 28 Nao
3 34 F Nao 28 N&o
4 47 M Nao 27 N&o
5 38 M Nao 28 N&o
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Figura 1. A) Cotonete dental com biofilme de placa dentaria coletado; B)
area dento gengival.



