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Lopes ACUA. Influéncia de agentes com alvos distintos na geracdo de células
persistentes de Streptococcus mutans e caracterizagéo dos biofilmes derivados das
células persistentes [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2022.

RESUMO

Carie dentaria é uma doenca cronica multifatorial, biofilme-acucar- dependente.
Biofilme dental € uma comunidade microbiana, estruturada e envolta pela matriz
extracelular. A recorréncia e severidade de lesbes cariosas podem estar relacionadas
com a presenca de células persistentes no biofilme. O objetivo deste trabalho foi
investigar a influéncia de diferentes agentes de tratamento sobre a geracao de células
persistentes apds sucessivos ciclos de tratamentos e caracterizar os biofilmes
formados a partir das células persistentes. Para isso, utilizou-se a cepa Streptococcus
mutans UA159 e como agentes de tratamento, com seus respectivos alvos principais:
composto 1771 (metabolismo de acidos lipoteicdicos), hidroxichalcona 4’ (sintese de
exopolissacarideos), miricetina (sintese de exopolissacarideos), tt-farnesol
(membrana citoplasmatica), fluoreto de sdédio (enolase da glicolise), digluconato de
clorexidina (antimicrobiano; controle positivo) e veiculo (diluente dos agentes).
Inicialmente, os agentes foram testados em cultura planctonica, em duas fases de
crescimento: meio da fase exponencial (mid-log) e fase estacionaria, determinando o
periodo minimo necessario para matar as células (curva de sobrevivéncia). Apoés,
células persistentes em biofilme foram geradas a partir da exposi¢ao sucessiva a cada
agente, durante 10 ciclos de tratamentos consecutivos (apés a adesdo em modelo em
fundo de placa de poliestireno; meio de cultura com sacarose). Ao final, as
persistentes recuperadas de cada grupo de tratamento foram utilizadas para a
formacao de biofilmes sobre discos de hidroxiapatita com pelicula salivar (meio de
cultura contendo saliva e sacarose alternado com combinac¢do de saliva, sacarose e
amido). O pH do meio foi aferido em diversas fases de desenvolvimento do biofilme.
Apoés 45h de incubacéo, os biofilmes foram processados para analise de expresséo
génica (RT-gPCR); ap6s 67h, para analises bioquimicas (peso seco, proteinas e
componentes da matriz extracelular: eDNA, acidos lipoteicdéicos, exopolissacarideos
soluveis e insolaveis), microbiolégica (populacdo microbiana) e da arquitetura
(microscopia confocal, com quantificacdo de exopolissacarideos e bactéria). Os dados
foram submetidos a analise estatistica descritiva e inferencial (a=0,05). Os diferentes
agentes de tratamento apresentaram comportamento distinto em ambas as curvas de
sobrevivéncia. A geracdo de células persistentes foi distinta para cada agente testado.
Os biofilmes formados por células persistentes apresentaram-se diferentes, em que
os biofilmes formados pds 1771, hidroxichalcona 4’ e miricetina sdo mais jovens em
relacdo aos demais, por apresentarem maior expressao dos genes 16S rRNA, gtfB
(exopolissacarideos insoluveis) e eno (glicolise), aléem de menor de peso seco e
exopolissacarideos insollveis na matriz. Esses achados sédo confirmados pela
diferenca na distribuicdo (area de cobertura) e menor quantidade dos componentes
bactéria e/ou exopolissacarideos (biovolume) nas imagens de microscopia. Portanto,
agentes com diferentes alvos originam células persistentes com capacidade de
formacao de biofilme alterada, o que € importante no desenvolvimento de formulacdes
para controle de biofilme cariogénico.

Palavras-chave: Biofilmes. Streptococcus mutans. Matriz Extracelular.



Lopes ACUA. Influence of agents with distinct targets on the generation of persistent
Streptococcus mutans cells and characterization of biofilms derived from persistent
cells [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2022.

ABSTRACT

Dental caries is a multifactorial biofilm/sugar disease. Biofilm is a microbial community
structured and surrounded by the extracellular matrix. The recurrence and severity of
carious lesions may be related to persisters cells in the biofilm. This study aimed to
investigate the influence of different treatment agents on the generation of persisters
cells after successive treatment cycles and to characterize the biofilms formed by these
persisters. For this, strain Streptococcus mutans UA159 was used, and as treatment
agents (targets) were: compound 1771 (lipoteichoic acids metabolism),
hydroxychalcone 4’ (exopolysaccharides synthesis), tt-farnesol (cytoplasmatic
membrane), sodium fluoride (enolase; glycolysis), chlorhexidine digluconate
(antimicrobial, positive control) and vehicle (diluent of agents). First, the agents were
tested in planktonic culture in two growth phases: mid-exponential (mid-log) and
stationary phases, determining the minimum period necessary to kill the cells (killing
curves). After, persisters in the biofilm were generated from successive exposure to
each agent during 10 cycles of consecutive treatments (after adhesion in a model on
a polystyrene plate bottom; culture medium with sucrose). Next, the persisters
recovered from each group were used to grow biofilms on saliva-coated hydroxyapatite
discs (culture medium with saliva and sucrose alternated with a combination of saliva,
sucrose, and starch). The pH of the medium was measured at different stages of
biofilm development. After 45h, biofilms were processed for gene expression analysis
(RT-gPCR); after 67h, for biochemical analysis (dry weight, proteins, and extracellular
matrix ~components: eDNA, lipoteichoic acids, soluble and insoluble
exopolysaccharides), microbiological (microbial population), and architecture (confocal
microscopy, with quantification of exopolysaccharides and bacteria). Data were
subjected to descriptive and inferential statistical analysis (a=0,05). The agents
showed different behavior in both killing curves. The persisters generation was
different for each agent tested. Biofilms formed by persisters showed some specific
differences, in which biofilms formed after compound 1771, 4’ hydroxychalcone, and
myricetin were younger than the others, as they present greater expression of 16S
rRNA, gtfB, and eno genes, in addition to lower dry weight and insoluble
exopolysaccharides in the matrix. Those findings were confirmed by the difference in
distribution (coverage area) and the smaller amount of bacterial and/or
exopolysaccharide components (biovolume) in the microscopy images. Therefore,
agents with different targets originate persisters with distinct biofilm formation capacity,
which is important in formulations development for cariogenic biofilm control.

Keywords: Biofilms. Streptococcus mutans. Extracellular Matrix.
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1 INTRODUCAO

As doencas crbnicas nao transmissiveis (DCNT) sdo consideradas um
grave problema de salde publica mundialt. Em 2019, elas foram incluidas pela
Organizacdo Mundial da Salde (OMS)? na lista das dez maiores ameagas a
saude publica. Na cavidade bucal, tem-se como DCNT a céarie e as doencas
periodontais.

Recentemente, muitos estudos tém mostrado uma forte correlacéo entre
as DCNT bucais e as sistémicas®*. Como os seus fatores de risco
comportamentais e metabdlicos estdo associados®, as estratégias de prevencao
de DCNT sistémicas devem estar alinhadas a promoc¢éao de saude bucal.

Assim, no contexto da saude bucal, compreende-se que a carie € um
problema de salde publica mundial® e sua prevencdo é critica para a
manutencdo da saude, bucal e sistémica, da populacdo. Ela é caracterizada
como sendo uma doenga crénica multifatorial, biofilme-acucar-dependente. E se
manifesta inicialmente pela desmineralizacdo do esmalte, resultado de um
desvio na atividade metabodlica e na ecologia do biofilme, direcionada pela
frequente ingestdo de acguUcares’. O biofilme dental é uma comunidade
microbiana, estruturada e organizada, cujo processo de formacédo é dinamico e
dependente do desenvolvimento de uma matriz extracelular, rica em
exopolissacarideos (EPS) de origem microbiana®?, a qual envolve o biofilme?°.

Dentre as espécies da microbiota oral, Streptococcus mutans tem um
papel de destaque. Apesar de ndo ser a espécie predominante em termos
quantitativos®'?, ser igualmente acidogénica (capacidade de produzir 4cidos a
partir da fermentacdo de acgUcares) e acidurica (capacidade de ser tolerante ao
ambiente acido) a outras espécies, sua relevancia se da pela sua habilidade de
edificar a matriz extracelular. Uma vez que esta espécie consegue produzir e
exportar exoenzimas glicosiltransferases (Gtfs), que estao presentes na pelicula
salivar e nas superficies microbianas, e sdo responsaveis pela producdo dos
EPS in situ8. Como eles atuam sobre diversas superficies, permitem a adeséo e
0 acumulo de outros microrganismos nos dentes, contribuindo com a maturacao

do biofilme.
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Além dos EPS, a matriz extracelular de biofilmes cariogénicos também é
constituida por DNA extracelular (eDNA) e acidos lipoteicéicos (ALT)*3. Estes
interagem com EPS na formagé&o de biofilmes e poderiam afetar a viruléncia de
S. mutans'* e, ambos influenciam a distribuicdo de EPS e a organizacdo
estrutural de microcolbnias no biofilme.

O controle convencional do biofilme cariogénico é através da sua remocéao
mecanica, com escovacéo dental e uso do fio dental®. Associado a higiene oral,
o fluoreto de sodio é utilizado como prevencao de carie, ao promover o controle
da desmineralizacéo das superficies dentais'®. E de forma coadjuvante, pode-se
incluir o controle quimico do biofilme, com o uso de agentes antimicrobianos,
principalmente nos casos em que o desafio cariogénico é elevado. Assim,
agentes bioativos que afetem a viruléncia e/ou a habilidade de microrganismos
patogénicos desenvolverem biofilme estdo sendo considerados no controle do
biofilme cariogénico como estratégias de prevencgéo!’*,

Entretanto, € pouco conhecido o grau de resisténcia, tolerancia e
persisténcia aos agentes quimioterapicos que agem na cavidade bucal. Achados
na literatura sugerem uma estreita relacéo entre a persisténcia bacteriana e a
recorréncia de doencas de natureza crénica'®. E ainda, células persistentes (do
inglés persisters cells)?%2! ja foram encontradas em varias culturas, inclusive em
S. mutans??23 o que justificaria a severidade e recorréncia de lesdes cariosas.

As células persistentes sdo subpopula¢des de células, em um estado de
dorméncia, com um fenétipo de pouco ou nenhum crescimento?*. Elas possuem
processos metabdlitos desacelerados, com pouca ou nenhuma producdo de
parede celular e sintese proteica®®. Por isso, elas néo se replicam e nem morrem
na presenca de agentes antimicrobianos, apresentando, assim, toleréncia
transitéria a diversos farmacos?. Porém, na auséncia dos agentes
antimicrobianos, elas retornam ao estado de suscetibilidade, dando inicio a um
novo crescimento bacteriano, repopulando o ambiente?4?6, Em estudos
laboratoriais, percebe-se que poucas delas sdo formadas na fase exponencial
inicial, possuem um aumento significativo na metade da fase exponencial de
crescimento (mid-log), atingindo o maximo na fase estacionaria?’. Em biofilmes,
as células microbianas podem estar concomitantemente nas diferentes fases de

crescimento.
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Assim, este estudo objetivou investigar a influéncia de diferentes agentes
de tratamento, com alvos distintos, sobre as células persistentes, geradas apés
sucessivas aplicacOes destes. E ainda caracterizar os biofilmes formados, a
partir de tais células persistentes.
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7 CONCLUSAO

Assim, conclui-se que os diferentes agentes de tratamento utilizados
neste estudo apresentaram um comportamento distinto em suas curvas de
sobrevivéncia, em culturas planctbnicas, nas duas fases de crescimento
analisadas.

A geracao de células persistentes, em biofilmes, também diferiu para cada
agente de tratamento avaliado.

Além disso, os biofilmes formados pés-tratamento com composto 1771,
hidroxichalcona 4’ (C135) e miricetina (J10595) mostraram-se mais jovens,
enquanto os demais (tt-farnesol e controles fluoreto de sédio, digluconato de
clorexidina e veiculo) apresentaram-se mais maduros e com fortes fatores

associados a viruléncia.
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