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Castillo MC. Funcdo de DNA extracelular e de acido lipoteicéico nas propriedades
estruturais e funcionais da matriz extracelular de biofilmes cariogénicos [Dissertacéo
de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016.

RESUMO

A carie dentaria € uma doenca dependente de biofilme, da dieta e fatores de
hospedeiro. O biofilme é uma comunidade microbiana dinamica, coberta pela matriz
extracelular (MEC). Em biofilmes cariogénicos, a MEC rica em exopolissacarideos
proporciona microambientes acidos, causando desmineralizacdo do esmalte. Este
estudo avaliou a funcdo de DNA extracelular (eDNA) e &cido lipoteicéico (ALT) nas
propriedades estruturais e funcionais da MEC de biofilmes cariogénicos. Biofilmes
monoespécie de Streptococcus mutans UA159 (cepa parental ou mutantes knockout)
e mistos (UA159 cepa parental ou mutantes, Actinomyces naeslundii ATCC 12104 e
Streptococcus gordonii DL-1) foram formados em discos de hidroxiapatita com
pelicula salivar, em meio com saliva e 0,1% sacarose, alternado com 0,5%
sacarose+1% amido (37°C/5% CO32). O pH do meio de cultura foi verificado a cada
troca. Para modular componentes da MEC foram utilizadas cepas mutantes de S.
mutans para os genes IytTS (ASMu.525 e ASMu.526 - eDNA), operon dItABCD
(ASMu.1538 e ASMu.1541 — ALT) e gtfB (exopolissacarideos insoluveis). A populacao
microbiana foi avaliada longitudinalmente. Nas idades do biofilme 67 e 115 h, os
biofilmes foram processados para avaliar a biomassa, as proteinas totais, e 0s
componentes da matriz: eDNA, ALT, proteinas e exopolissacarideos soltveis (WSP)
e insoluveis (ASP) em agua. Os dados foram analisados com ANOVA um critério e
teste de Tukey (a=0,05). Na presenca de 0,5% sacarose+1% amido, o pH do meio
tornou-se mais &cido. Nos estagios iniciais dos biofilmes mistos, S. gordonii foi
predominante (p<0,05); a proporcéo das trés espécies foi similar em 67 h, e com o
passar do tempo S. mutans se tornou majoritario (p<0,05), independentemente da
modulacdo dos componentes da MEC. A biomassa e as proteinas totais dos biofilmes
monoespécie e mistos, geralmente aumentaram significativamente com o tempo
(p<0,05). Porém, detectou-se diferentes quantidades de componentes da matriz,
dependendo do gene inativado e do tipo de biofilme. As cepas ASMu.525 e ASMu.526
apresentaram as maiores quantidades de eDNA na MEC em biofilme monoespécie
nas duas fases de formacéo (p<0,05), mas no biofilme misto apenas na idade 115 h
(p<0,05). Portanto, os genes IytTS modulam eDNA na MEC de biofilmes cariogénicos.
ALT foi detectado na MEC de todos os biofilmes, ocorrendo aumento significativo com
a idade em biofilmes monoespécie das cepas ASMu.1538 e ASMu.1541 (vs. UA159;
p<0,05). Houve variacdo na quantidade de WSP e ASP na MEC dos biofilmes
monoespécie e mistos. Em biofilmes com a cepa gtfB existe menos WSP nas duas
idades em monoespécie (p<0,05), e em mistos ndo houve variacao (p>0.05). Ocorre
menos WSP na MEC de biofilmes monoespécie de ASMu.525 na idade 115 h (vs.
UA159). A quantidade de ASP no biofilme misto com 115 h foi menor para a cepa gtfB
em relacdo aos genes do operon dItABCD (p<0,05). Finalmente, o conteudo de
proteinas na MEC foi menor para a cepa gtfB versus UA159 e ASMu.1541 em biofilme



misto de 115 h (p<0,05). Portanto, eDNA, ALT e exopolissacarideos atuando em
conjunto, contribuiram para a aderéncia de microrganimos, formagéo e maturacéo de
biofilmes cariogénicos.

Palavras-chave: Carie dentaria. Streptococcus mutans. Placa dentaria.



Castillo MC. Role of extracellular DNA and lipoteichoic acid in the structural and the
functional properties of the matrix of cariogenic biofilm [Dissertacdo de Mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016.

ABSTRACT

Dental caries is a disease dependent of biofilm, diet and host factors. Biofilm is a
dynamic microbial community enmeshed by an extracellular matrix (ECM). In
cariogenic biofilms, the ECM rich in exopolysacharides provide acidic
microenvironments that cause demineralization of enamel. The present study
evaluated the role of extracellular DNA (eDNA) and lipoteichoic acid (LTA) in the
structural and functional properties of the matrix of cariogenic biofilm. Single-species
biofilms of Streptococcus mutans UA159 (parental or knockout strains) and mixed-
species (UA159 parental or mutant strains, Actinomyces naeslundii ATCC 12104 and
Streptococcus gordonii DL-1) were grown onto saliva-coated hydroxyapatite discs, in
medium with saliva and 0.1% sucrose, alternating with 0.5% sucrose + 1% starch
(37°C /1 5%C02). The pH of spent media was verified at each medium change. The S.
mutans knockout mutant strains of genes IytTS (ASMu.525 and ASMu.526 - eDNA),
operon dItABCD (ASMu.1538 and ASMu.1541 - LTA) and gtfB (insoluble
exopolysaccharide) were used to modulate ECM"~ components. The microbial
population was evaluated longitudinaly. At 67 and 115 h, biofilms were processed to
assess biomass, total protein and ECM components: eDNA, LTA, soluble proteins, and
water soluble (WSP) and insoluble (ASP) exopolysaccharides. The data were
analyzed by ANOVA one-way and Tukey test (0=0.05). In the presence of 0.5%
sucrose + 1% starch the pH of spent media became more acid. During the initial stages
of mixed-species biofilm development, S. gordonii prevail (p<0.05); the proportion of
the three species was similar at 67 h, and S. mutans becomes the dominant species
over time (p<0.05), independently of ECM” components modulation. The biomass and
the total protein content of single- and mixed-species biofilms usually showed
significant increases over time (p<0.05). However, distinct amounts of EMC’s
components were detected, depending on the gene that was inactivated and on the
biofilm type. The strains ASMu.525 and ASMu.526 showed the highest amounts of
eDNA in ECM of single-species biofilms in both ages (p<0.05), but in mixed-species
biofilms only at 115 h (p<0.05). Therefore, the genes IytTS modulate eDNA in the ECM
of cariogenic biofilms. LTA was detected in the matrix of all biofilms, significantly
increasing as the single-species biofilms of ASMu.1538 and ASMu.1541 aged (vs.
UA159; p<0.05). The amount of WSP and ASP varied in both biofilm types. The strain
gtfB formed single-species biofilms with less WSP in the ECM at 67 and 115 h
(p<0.05), but in mixed-species biofilms no significant change occured (p>0.05). There
is less WPS in the matrix of single-species biofilms formed by mutant ASMu.525 at
115 h (vs. UA159). The amount of ASP in mixed-species biofilm with age 115 h was
lower for gtfB strain compared to dItABCD operon genes (p<0.05). Finally, the amount
of proteins in the ECM was lower only for strain gtfB versus UA159 and SMu.1541 in
mixed-species biofilm at 115 h (p<0.05). Therefore, eDNA, ALT and ESP working



together contribute to the microbial adhesion, formation and maturation of cariogenic
biofilms.

Keywords: Dental caries. Streptococcus mutans. Dental biofilm.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Fatores que interagem e contribuem com o desenvolvimento da cérie.
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especialmente na sua borda; A. naeslundii apresenta col6nia branca com uma borda
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Figura 6 - Esquema para quantificacdo do peso seco insoltvel do biofilme. 500
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balanca analitica (SHIMADZU - série AUW?220D). Fonte: Elaboracao propria.

Figura 7 - Desenho da curva padrdo para quantificacdo das proteinas no
biofilme. A. 20 pL de BSA a 200 mg/mL mais 1,980 pL de agua foram misturados
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curva com a solucéo padrao de BSA e H20. Vol.: volume. BSA: bovine serum albumin.

Fonte: Elaboracéo prépria.



Figura 8 - Curva padréo e escala colorimétrica para proteinas, usando o método
de Bradford. A. Curva padrédo para proteinas: Andlise dos dados com D.O.s95nm
onde observa-se correlacao linear positiva. B. llustracdo da escala colorimétrica:
Teste de Bradford. Slope: 0,020-0,026. A coloragcdo azul na placa denota maior
concentracdo de proteina. BSA: bovine serum albumin. D.O.: densidade Optica. Fonte:

Elaboracéo propria.

Figura 9 - Quantificacdo de eDNA. Utilizando o nanoespectrofotémetro (DS-11+,
Denovix), quantificou-se o0 eDNA encontrado na matriz dos biofilmes, adicionando 1,5
puL da amostra e leitura a 260 nm. Leituras realizadas em duplicata. O Blank utilizado

foi TE. Fonte: Elaboracao propria.

Figura 10 - Minibeadbeater - Biospec Products. Os tubos com as amostras estéo
posiconados no suporte de amostras (acrilico fumé — indicado pela seta na cor
laranja), que € posicionado no eixo metalico (indicado pela seta na cor vermelha), para
homogeinizacdo da amostra e disrup¢cdo mecanica das células. Fonte: Elaboracéo

propria.

Figura 11 - Extracdo de ALT da matriz de biofilmes cariogénicos. Uma aliquota
de 3 mL foi mistorado com 150 pyL de TCA (Solucao final com 5% TCA), os tubos
foram deixados incubados durante 18 h a 22°C (homogeneizador); em seguida foram
realizadas dois centrifugacdes (6500 g / 30 min, 4°C; 5810R, Eppendorf); adicionando
éter e acetona aos sobrenadantes respetivamente. As amotras foram incubadas por
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quantificacdo via ELISA. Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 12 - Curva padrdo para exopolissacarideos soluveis (WSP) e insollaveis
em agua (ASP). A. Exemplo de curva padrdo para WSP e ASP: Analise dos dados
com D.O.490nm oOnde observa-se correlacdo linear positiva. B. Escala colorimétrica:

Ensaio fenol-acido sulfurico, slope: 0,048-0,051. Fonte: Elaboracéo propria.

Figura 13 - pH dos meios de cultura de biofilmes monoespécie e mistos. Do lado
esquerdo do grafico estdo os dados dos biofilmes monoespécies e do lado direito do
gréafico estao os dados dos biofilmes mistos. As idades avaliadas foram 19, 29, 43, 53,
67, 77,91, 101 e 115 h. Observar-se o pH mais acido nas idades 43, 67,91 e 115 h



para todas as cepas de S. mutans avaliadas—parental e mutantes (*p<0,05, ANOVA

um critério, seguido do teste de Tukey). Fonte: Elaboracgéo propria.

Figura 14 - Proporgcdo das trés espécies em biofilmes mistos em diferentes
idades do biofilme. Os dados apresentados sé&o de pelo menos trés experimentos,
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nao houve diferencgas na idade 67 h, em 77 e 91 h A. naeslundii foi siginificativamente
menor vs. S. gordonii, ja em 101 h S. gordonii e A. naeslundii foram menores do que
S. mutans. Na idade de 115 h a cepa AgtfB foi maior vs. S. gordonii. O asterisco *
denota p<0,05, usando ANOVA um critério, seguido do teste de Tukey, na comparagao
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existe diferenca nos valores de UFC detectados para todas as cepas estudadas na
idade de 67 h (A) (p>0.05). Naidade 115 h (B) sao representados, UFC de S. mutans
e de S. gordonii nos biofilmes mistos formados pela cepa parental UA159 e as
mutantes knockout; (#)nesses biofilmes existe diferenca apenas nos valores de UFC
detectados para AgtfB vs. UA159; além, (*)houve uma diminuigdo ao passar do tempo
67 a 115 h dectectado nas cepas AgtfB, AdItA e AdItD. Os dados representados séo
médias e as barras de erro correspondem ao desvio padréo (* e “p<0,05; ANOVA dois

critérios, seguido do teste de Tukey). Fonte: Elaboracao propria.

Figura 17 - Valores de UFC nos biofilmes monoespécie com 67 h e 115 h. Em
biofilmes monoespécie com 67 h (representados com a cor preta): (#)Existe diferenca
nos valores de UFC detectados para AgtfB vs. toda as cepas S. mutans (*p<0,05). Em
branco observa-se a idade 115 h: (##)Onde existe diferenca de UFC paraa cepa AgtfB
vs. UA159 e ASMu.525; ainda, (+)observa-se uma disminucdo de UFC de 67 a 115 h
para a cepa ASMu.525 (* e *: p<0,05, ANOVA dois critérios, seguido do teste de



Tukey). Os dados representados sdo médias, e as barras de erro correspondem ao
desvio padréo. Fonte: Elaboracao propria.

Figura 18 - Biomassa (peso seco) insoluvel em biofilmes monoespécie e mistos
Biofilmes monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67h e 115h.
(*)Observa-se um aumento significativo em todas as cepas de 67 a 115 h para os
biofilmes monoespécie; o0 mesmo acontece no biofilme misto, exceto para a cepa
ASMu.525. Os dados representados sdo médias, e as barras de erro correspondem
ao desvio padrao (*p<0,05, ANOVA um critério, seguido do teste de Tukey). Fonte:

Elaboragéao propria.

Figura 19 - Proteinas na porc¢ao insoluvel de biofilmes monoespécie e mistos.
Biofilmes monoespécie (A) e biofiimes mistos (B) com idades de 67 h e 115 h. Nos
biofiimes monoespécie: (#) biofilme formado pela cepa AgtfB apresenta menor
quantidade de proteina na idade 115 h (vs. as cepas de S. mutans ASMu.525,
ASMu.1538 e ASMu.1541); além, (*)houve um aumento significativo de 67 a 115 h nas
cepas ASMu.15638 e ASMu.1541. Em biofilmes mistos: (#) a menor quantidade de
proteina foi detectada em biofilmes formados por AgtfB na idade 115 h vs. ASMu. 1538
apenas. Os dados representados sdo médias e as barras de erro correspondem ao
desvio padréo (* e #: p<0,05, ANOVA dois critérios, seguido do teste de Tukey). Fonte:

Elaboracéo propria.

Figura 20 - eDNA na MEC dos biofilmes monoespécie e mistos. Biofilmes
monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67 h e 115 h. Para biofilmes
monoespécie, (*)houve uma diferenca de eDNA entre a cepa parental, sendo 115 h
menor que 67 h; (#)as cepas ASMu.525 e ASMu.526 apresentaram maiores
quantidades de eDNA que as cepas AgtfB, ASMu.1538 e ASMu.1541 em cada fase
testada, (+)ASMu.526 (115 h) apresentou maior quantidade vs. a cepa parental (115
h). (*)No biofilme misto houve um aumento entre as idades 67 a 115h nas cepas:
ASMu.525 e ASMu.526. (#)Na idade 115 h, em biofilmes mistos ASMu.525 e
ASMu.526 também apresentaram maior quantidade de eDNA que as demais cepas
testadas. Os dados representados sdo médias, e as barras de erro correspondem ao
desvio padrédo (*, * e #: p<0,05, ANOVA dois critérios, seguido do teste de Tukey).
Fonte: Elaboracéo propria.



Figura 21 - ALT na MEC dos biofiimes monoespécie e mistos. Biofilmes
monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67 h e 115 h. (*) Houve um
aumento significativo de 67 para 115 h para a cepa parental em ambos biofilmes
monoespécie e mistos. (#)Em biofilmes monoespécie as cepas ASMu.1538 e
ASMu.1541 apresentam quantidades significativamente maiores de ALT do que a
cepa parental na idade 67 h. Em biofilmes mistos néo houve diferengas significativas
nas duas fases de formacéo; além, (*)houve um aumento significativo de 67 para 115
h na cepa ASMu.1541. Os dados representados sdo meédias, e as barras de erro
correspondem ao desvio padrdo (* e *: p<0,05, ANOVA dois critérios, seguido do teste
de Tukey). Fonte: Elaboracéo propria.

Figura 22 - Exopolissacarideos soluveis na MEC dos biofilmes monoespécie e
mistos. Biofilmes monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67h e 115 h.
(*)Houve um aumento significativo de WSP em todas as cepas de bioiflmes mistos e
monoespécie ao passar de 67 h para 115 h. Biofilmes monoespécies: (#)Nas idades
67 e 115 h, AgtfB foi a cepa com menor conteudo de WSP; (+)em 115 h, o biofilme
formado por ASMu.525 apresentou também, menor quantidade de WSP versus a
cepa parental. Em biofilme misto: (#)AgtfB foi a cepa com menor conteudo de WSP
naidade 67 h. Os dados representados sao médias, e as barras de erro correspondem
ao desvio padrédo (*, * e #: p<0,05, ANOVA dois critérios, seguido do teste de Tukey).

Fonte: Elaboracéao prépria.

Figura 23 - Exopolissacarideos insoluveis na MEC dos biofilmes monoespécie e
mistos. Biofilmes monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67 h e 115
h. (*)Houve um aumento significativo de 67 para 115 h nos biofiimes mistos e
monoespécie. Em biofilme monoespécie: (#)Na idade 115 h, AgtfB foi a cepa com
menor quantidade de ASP versusASMu.526. Em biofilme misto: (#)Na idade 115 h,
AgtfB foi a cepa com menor quantidade de ASP versus as cepas parental UA159,
ASMu.15638 e ASMu.1541. Os dados representados sdo médias, e as barras de erro
correspondem ao desvio padréo (* e #: p<0,05, ANOVA dois critérios, seguido do teste

de Tukey). Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 24 - Proteinas soluveis na MEC recuperadas de biofilmes monoespécie e
mistos. Biofiimes monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67 h e 115
h. (*)Houve um aumento significativo de 67 para 115 h para as cepas ASMu.525,



ASMu.1538 e ASMu.1541 em biofilmes monoespécie. (#)Na idade de 115 h de
biofilmes monoespécie, houve uma diminuicdo de proteinas para AgtfB vs. todas as
cepas exceto ASMu.526. (#)Na idade 115 h de biofilmes mistos, AgtfB apresentou a
menor quantidade de proteinas na MEC vs. todos os outros biofilmes com a mesma
idade. Os dados representados sdo médias, e as barras de erro correspondem ao
desvio padréo (* e #: p<0,05, ANOVA dois critérios, seguido do teste de Tukey). Fonte:

Elaboragéao propria.

Figura - 25 Arqguitectura 3D de biofilmes monoespécie. Esta figura exibe imagens
representativas de renderizacdes 3D dos biofilmes monoespécie formados por S.
mutans cepas parentais (UA159) e mutantes (AgtfB, ASMu.525, ASMu526,
ASMu.1538 e ASMu.1541) com idade 115 h. A cor verde representa o conteddo
bacteriano em cada biofilme, enquanto que a cor vermelha representa ESP na matriz

extracelular. Elaboragéo propria.



QUADROS

Quadro 1 - Caracteristicas das cepas utilizada no biofilme misto. Fonte:
Jakubovics et al.*8, (2013).

Quadro 2 - Cepas de S. mutans utilizadas no estudo. * nomenclatura utilizada pelo
NCBI (National Center for Biotechnology Information). ** nomenclatura utilizada pelo
Los Alamos Laboratories. Erm: 5 pg/mL de eritromicina em placas de BHI agar. Kan:
1 mg/mL de kanamicina em placas de BHI agar. Fonte: Chatfield et al.}4, (2005);
Quivey et al*4, (2015).

Quadro 3 - Grupos experimentais. *Foram desenvolvidos seis grupos experimentais
para biofilmes monoespécie e mistos. Os biofilmes mistos com idade 67 h foram
processados em cinco ocasifes e com idade 115 h em trés ocasides; ja para biofilmes
monoespécie foram feitos em trés ocasides nas duas idades de formac&o. **Todos os

biofilmes foram realizados em duplicata. Fonte: Elaboracéo proépria.



TABELAS

Tabela 1 - Curva padrao de glicose para quantificdo de WSP. Elaboracao propria.

Tabela 2 - Curva padrao de glicose para quantificdo de ASP. Elaboracéo propria.
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BHI — Brain Heart Infusion
BSA — Bovine serum albumin
CaClz - Cloreto de calcio
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M — Moles

MEC — Matriz extracelular

mg — Miligramas

MgCl2 — Cloreto de magnésio
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NaCl — Cloreto de sodio

NaOH — Hidroxido de sédio

PMSF — Phenylmethylsulfonyl fluoride (fluoreto de fenilmetilsulfonila)
Rpm — RotacBes por minutos

S. gordonii — Streptococcus gorndonii

sHA — Hidroxiapatita coberta com pelicula salivar
S. mutans — Streptococcus mutans

TCA - acido tricloroacético

TE — Tris-EDTA,; pH 8,0

TY — Triptone + Yeast Extract

UFC - Unidades formadoras de colbnias

V/V - Volume sobre volume

W — Watts

WSP - Exopolissacarideos soltveis em agua

pL — Microlitros

nm — nanémetro
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1 INTRODUCAO

E aceito e estabelecido mundialmente que a céarie dentaria é uma doenca
multifatorial, infecciosa, e dependente de biofilme (Fitzgerald, et al.>°, 1960; Keyes et
al.>!, 1960; Selwitz et al.t°4, 2007; Bowen'?, 2015). A interacdo de fatores de
microrganismos e da dieta sobre os dentes, determinam a ocorréncia da doenca cérie
(Keyes®?, 1960).

Biofilmes s&o comunidades de células microbianas, altamente dindmicas
estruturadas e organizadas, que se encontram cobertas e imersas dentro de uma
matriz extracelular (MEC) tridimensional (3D) (Branda et al.'?, 2005; Flemming,
Wingender3!, 2010). A matriz é essencial para a existéncia do biofilme, uma vez que
a mesma atua como um esqueleto de suporte, e concomitantemente funciona como
uma barreira que limita a difusdo (de ions, metabdlitos microbianos, nutrientes e
antimicrobianos), fornecendo protecdo aos microrganismos mediante a criacdo de
portos seguros onde os patdégenos prosperam (Stewart, Franklintt, 2008; Xiao et al.1?3,
2012; Klein et al.>®, 2013). Em biofilmes cariogénicos, essa limitacdo da difusdo
dificulta a acdo da saliva para neutralizar os acidos produzidos durante a fermentacao
de carboidratos da dieta, causando dissolucéo acida do esmalte dentario (i.e., lesdes

de cérie).

Em biofilmes cariogénicos, os exopolissacarideos (EPS) sdo os componentes
principais na construcdo da MEC (Paes Leme et al.?%, 2006; Bowen, Koo, 2011), mas
DNA extracelular (eDNA) e acidos lipoteicoicos (ALT) sdo detectados em quantidades
elevadas nesses biofilmes (Jacques et al.*¢, 1979; Roélla et al.?89°, 1980, 1983; Ciardi
et al.’® 1981; Hogg et al.*3, 1997). Os EPS sintetizados in situ permitem a aderéncia
e acUmulo dos microrganismos nos dentes (Bowen, Koo® 1991; Vacca-Smith,
Bowen'?%, 1998; Banas, Vickerman?3, 2003; Hannig et al.*°, 2008). Com o passar do
tempo, os polissacarideos colaboram na formacdo da matriz 3D fornecendo um

ambiente com difusdo limitada (Melvaer et al.”8, 1972; Xiao et al.1?3, 2012).

A espécie Streptococcus mutans coordena a construgdo do biofilme
cariogénico na presenca de sacarose e de amido da dieta, dando inicio a patogénese
da cérie dentaria (Firestone et al.?°, 1982; Marsh’* 75, 1994, 2003). S. mutans é
responsavel pela sintese de EPS (glicanos e frutanos) pelas suas exoenzimas

glicosiltransferases (Gtfs) e frutosiltransferases (Ftfs) (Fu, Robyt32, 1991; Vacca-Smith
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et al.1?0, 1998; Bowen, Koo, 2011). Concomitante a formacéo de EPS, a liberagdo de
eDNA (1-7 pg/ml) e ALT (até 1 mg/ml) por S. mutans € induzida por sacarose, amido
e acidez elevada (Ciardi et al.1” 18, 1977, 1981; Jacque et al.*5, 1979; Hardy et al.**,
1981; Rolla et al.?®, 1983; Klein et al.>3, 2010). Porém, as funcdes de eDNA e ALT na
construcdo da MEC sao pouco conhecidas, o que torna o estudo desse processo
claramente relevante. Entender como esses componentes interagem pode ser Gtil na
compreensao da fisiologia do biofilme e no desenvolvimento de terapias direcionadas

para prevenir e remover biofilmes cariogénicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Carie dentaria

A cérie dentéria continua sendo um problema de saude publica mundial,
afetando criancas e adultos (Marcenes et al.”3, 2013; Kassebaum et al.>°, 2015). Os
individuos sao suscetiveis ao desenvolvimento dessa doenca ao longo de suas vidas,
como demostrado pela ocorréncia de picos de manifestacdo nas idades 6, 25 e 70
anos (Kassebaum et al.®°, 2015). A doenca se desenvolve em qualquer parte
mineralizada do dente, resultando na perda dos minerais e da superficie dentéaria
(Weyne et al.'?2, 1989). Essa destruicdo localizada de tecidos duros pode surgir na
infancia sendo denominada carie precoce da infancia, que afeta os dentes deciduos

de criangas e bebés.

O conceito de carie € embasado na interacdo de fatores como dente suscetivel
(que é o substrato), dieta e microrganismos em biofilmes fortemente aderidos sobre a
superficie do dente (Marsh”®, 2003). Os fatores envolvidos na ocorréncia da doenca
carie foram ilustrados no diagrama de Keyes®! (1960), e mais tarde por Newbrun®:
(1983). Assim, a Triade de Keyes, foi 0 modelo explicativo para a carie dentaria mais
representativo, modificado por Newbrun, que inclui o tempo como fator etiolégico, que
deve agir simultaneamente com os outros fatores para o desenvolvimento da leséo de
carie (Costa et al.1% 2012) (Figura 1). Portanto, a cérie é produto de interacdes de
fatores, pois nenhum fator isolado pode ser responsavel pela doenca. Por exemplo, o
biofilme é primordial na ocorréncia da céarie, mas sé a presenca deste ndo resulta na
lesdo cariosa (Manji, Fejerskov’, 1990; Selwitz et al.1%4, 2007), as condi¢cdes devem
ser favoraveis para que o biofilme se torne cariogénico, especialmente a dieta rica em

acucares.

Assim, na carie dentaria acontece a desmineralizacdo do esmalte devido aos
baixos valores de pH, produzido principalmente pelo metabolismo de carboidratos da
dieta (diariamente consumida), pelos microrganismos associados as superficies dos
dentes em um biofilme patogénico. Nesse sentido, é consagrado que a remocao
mecanica do biofilme com escovacao diaria (minimo trés vezes ao dia), o uso de fio
dentaria, além da aplicacéo do fluor e visitas ao cirurgido dentista pelo menos cada 6

meses para uma profilaxia dentéaria, auxiliam na prevencdo dessa doenca. Mesmo
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com este conhecimento, essa doenca persiste como um problema mundial e é 0

principal fator relacionado com a perda da denticdo (Marcenes et al.”3, 2013;
Kassebaum et al.>%, 2015).

Figura 1 - Fatores que interagem e contribuem com o desenvolvimento da carie

Perfil sécio-demografico

Saliva

*Capacidade tampéo

*Composi¢do Aceso a saude
*Velocidade de fluxo e odontologia

Conhecimento

Agentes
antimicrobianos

Selantes
dentarios

Proteina

Goma de
\ mascar

Atitudes

pH do biofilme.
Espécies
Pod? microbianas
Acucar:
Higiene
Escolaridade Frequéncia

Comportamento:
- Higiene oral
» Merendas

Resumo dos fatores que atuam em conjunto no desenvolvimento da doenca céarie. Em branco s&o os

fatores que estdo diretamente envolvidos, em azul os fatores ambientais da cavidade bucal, e em
laranja estéo fatores pessoais.

Fonte: Modificado de Manji e Fejerskov’?, 1990; Selwitz et al.1%4, 2007.



28

2.2 Microrganismos do biofilme dentério

Os microrganismos presentes no biofilme dentario sdo fundamentais no
estabelecimento de uma microbiota virulenta ou ndo, e para o desenvolvimento de
lesbes de carie; assim, um biofilme que contém maior nUmero de microrganismos que
sobrevivem em meio acido (aciduricos) e que produzem &acido (acidogénicos) sera
mais virulento e provocard a perda de minerais da superficie do esmalte
(desmineralizacédo) (Marsh’4, 1994; Paes Leme et al.?%., 2006). A microbiota se torna
complexa nas criangas com mais de 2 anos de idade, devido a erupc¢ao dos dentes.
Neste periodo, ha um aumento da quantidade de microrganismos encontrados no
biofiime, tornando-se um ambiente propicio para a colonizacdo de bactérias

cariogénicas (Mattos Graner et al.”, 2014; Sampaio, Monteiro, 2014).

Os dentes estdo constantemente cobertos por uma pelicula salivar, composta
por 99% agua e 1% de compostos organicos e inorganicos, principalmente por:
enzimas, minerais, aminoacidos, proteinas do tipo amilase, glicoproteinas salivares,
glicosiltransferases, lipidios, fosfoproteinas, lisozimas, peroxidases, IgA, IgG,
proteinas ricas em prolina, mucina e produtos bacterianos, como as Gtfs (Oppenheim,
et al®®, 2007; Siqueira, et al.1%5, 2007; Levine®®, 2011; Zimmerman, et al.*?’, 2013; Guo,
Shi®’, 2013). Na microbiota oral, foram identificadas mais de 500 espécies diferentes
de microrganismos vivendo em comunidades na cavidade oral humana (Paster et al.®°,
2001), sendo que 20% das bactérias orais sdo do género Streptococcus (Schachtele
et al.1%2, 2007). Embora a microbiota oral seja complexa, a espécie Streptococcus
mutans desempenha um papel importante na etapa de transicdo da forma nao-

patogénica para biofilmes altamente cariogénicos (Paes Leme et al.8¢, 2006).

A formacao do biofilme envolve trés principais estagios: 1- Adsorcao especifica
de proteinas salivares sobre a superficie dentaria; 2- A chegada dos colonizadores
iniciais (e.g., Streptococcus sanguinis, Streptococcus mitis, Streptococcus gordonii,
Actinomyces spp.); 3- A chegada dos colonizadores secundéarios e a maturagédo da
placa (Fejerskov?8, 2004). Os colonizadores primarios séo capazes de se aderir a uma
superficie (geralmente em presencga de proteina ou outros componentes organicos)
como resposta imediata (Nobbs et al.84, 2009; Kuboniwa, Lamont®3, 2010; Christopher
et al.’, 2013). Os microrganismos aderidos se desenvolvem e criam microcol6nias

gue sintetizam a matriz (que pode conter exopolissacarideos e outros componentes),
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gue passa a atuar como substrato para a aderéncia de novos microrganismos
denominados colonizadores secundarios (Kuboniwa, Lamont®3, 2000; Nobbs et al.84,
2009). Colonizadores secundarios podem se aderir facilmente aos primarios, e/ou
facilitar a coagregacao de outros microrganismos para se aderirem aos colonizadores
primarios e gerar um grande acUmulo estruturado de microrganismos (Fejerskov?®,
2004; Nobbs et al.84, 2009).

Por décadas, a espécie S. mutans foi considerada como o principal
microrganismo etioldgico da carie dentaria em humanos (Loesche’, 1986). S. mutans
sdo cocos Gram positivos, anaerdbios facultativos; e tem sido estudado por meio de
diversas técnicas bioquimicas, sorolégicas e genéticas. Porém, S. mutans ndo é o
anico microrganismo acidogénico na microbiota oral. Existem outros microrganismos
gue possuem acidogenicidade igual ou maior (por exemplo, Streptococcus
vestibulares, Streptococcus salivarius, Lactobacillus spp, Bifidobacterium dentium,

Candida spp e Scardovia spp) (Takahashi, Nyvad''3, 2011).

Assim, para o desenvolvimento de carie, diferentes microrganismos interagem:
Streptococcus mutans, estreptococos ndao mutans (por exemplo, Streptococcus
vestibularis, Streptococcus salivarius) e outras espécies bacterianas (por exemplo:
Lactobacillus spp., Actinomyces spp., Bifidobacterium dentium, Scardovia spp.,
Veillonella spp., Atopobium parvulum, Dialister invisus) (Becker et al.®, 2002;
Torlakovic et al.118, 2012). Ainda, o fungo Candida albicans tem sido associado com a
forma mais agressiva dessa doenca (de Carvalho et al.??, 2005; Falsetta et al.?’, 2014).
Algumas espécies de Streptococcus, incluindo a espécie Streptococcus gordonii, S&o
capazes de competir com S. mutans, produzindo peréxido de hidrogénio (H202) e
bacteriocinas, para conseguir um espaco para aderéncia a superficie de hidroxiapatita
coberta com pelicula salivar (sHA) (Kreth et al.5% %2, 2008, 2009).

Formacéo do biofilme, capacidade de aderéncia, acidogenicidade, tolerancia
ao acido ou aciduricidade e produgéo de bacteriocinas (mutacinas), Sao 0s principais
fatores de viruléncia associados a cariogenicidade de S. mutans. (Gronroos et al.®®,
1998; Banas?, 2004; Paes et al.?5, 2006; Lemos, Burne®, 2008; Takahashi'!4, 2015).
A capacidade de producéo de mutacina pode favorecer a instalacao e colonizacéo de

S. mutans no biofilme dentario aumentando o risco de céarie (Gronroos et al.3®, 1998).
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Porém, nem todas as cepas dessa espécie sdo capazes de produzir mutacinas ou

biofilme com matriz rica em exopolissacarideos (EPS) (Palmer et al.8’, 2013).

A aderéncia de S. mutans a superficie dentaria acontece principalmente na
presenca de carboidratos usados para formacdo da MEC. Embora esta espécie
possua um mecanismo de aderéncia independente de sacarose via adesinas (i.e.,
SpaP, Wap, Agl/ll) que se ligam a receptores na pelicula, a via dependente de
sacarose mediada por ligacdo de glicanos estad diretamente relacionada com a
cariogenicidade do biofilme, como revisado por Mattos-Graner et al.”®, (2014) e por
Hajishengallis et al.*° (2015). O mecanismo de aderéncia dependente de sacarose é
guiado pelas exoenzimas Gtfs, que sintetizam EPS (Loesche’, 1986; Yamashita et
al.'?4, 1993; Bowen, Koo?, 2011). Ainda, o aumento de carboidratos fermentaveis na
cavidade oral poderia aumentar a producao de &cido no biofilme (como revisado por
Takahashi!!4, 2015).

No presente estudo, trabalhou-se com trés espécies para formar um biofilme
misto, Streptococcus mutans UA159 é o organismo cariogénico, Streptococcus
gordonii DL-1 é representante dos colonizadores iniciais estreptococos nao mutans, e
Actinomyces naeslundii ATCC 12104 € o representante dos colonizadores iniciais ndo
estreptococos. O resumo das caracteristicas dos trés organismos no modelo de
biofilme utilizado esta representado no Quadro 1. O pH baixo induz a sintese de EPS
enquanto microrganismos como S. mutans prosperam (Li e Burne®’, 2001; Smith e
Spatoforal®®, 2012, Klein et al.%%: 57, 2013, 2015).

S. gordonii expressa em sua superficie proteina ligante de a-amilase (Bowen e
Koo® 2011; Tanzer et al.*16, 2012; Zhang, Senpuku?6, 2013). A enzima a-amilase atua
como um receptor para o aumento da aderéncia bacteriana a pelicula na superficie
do dente ou hidroxiapatita, ajudando na formacao de biofilmes na presenca de amido
(Scannapieco et al'?, 1995; Rogers et al®’, 2001). A enzima a-amilase esta presente
na saliva, faz parte da pelicula adquirida e digere amido da dieta em hidrolisados que
sdo utilizados como aceptores de elétron durante a sintese de glicanos pelas Gtfs de

S. mutans (como revisado por Bowen, Koo, 2011).

7

A. naeslundii € uma bactéria anaerodbia facultativa que coloniza a lingua e
outras superficies mucosas, e superficies dos dentes. Estudos mostram que A.

naeslundii poderiam estar envolvidos na formacéo de biofilme, carie de cemento e
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destruicdo periodontal (Socransky et al.1%’, 1970; Kneist et al.®8, 2012). A. naeslundii
é produtor de acidos na presenca de acucares (Kneist et al.>8, 2012). Durante a
formacao do biofilme, A. naeslundii produz acido latico a partir de carboidratos da dieta
e prolifera (Yaling et al.'?5, 2006). De tal modo, assegura um espaco no biofiime até
que as condicdes favorecam o crescimento aumentado de S. mutans (Burt et al.'!,
1985; Takahashi, Yamada'l’, 1999). Porém, o potencial patogénico de A. naeslundii
em relacdo ao metabolismo de sacarose € pouco claro. A. naeslundii na presenca de
sacarose apresenta potencial patogénico em doencas orais relacionadas com
biofiilmes e fornece substratos acidogénicos para 0s demais microrganismos

presentes em um biofilme misto (Millerg, 1974).

Quadro 1 - Caracteristicas das cepas utilizada no biofilme misto

S. mutans S. gordonii A. naeslundii

e Adesinas ancoradas na | e Adesinas ancoradas na | e Ftf: producéo de frutano
parede  celular ou parede celular ou (exopolissacarideos na
associadas a superficie associadas a superficie MEC),
celular — utilizadas para celular — utilizadas para | e« eDNA na MEC
aderéncia a pelicula e aderéncia a pelicula e (desconhecidos),
outros organismos. outros organismos | e ALT na MEC
(SpaP/P1/PAc/Sr/AgB), (SspA, SspB, GspB, (desconhecidos).

e GtfBCD: producdo de Has, CshA),

Caracteristicas glucanos e GtfG: producdo de
relacionadas a (exopolissacarideos na | glucano
formacéo de biofilme MEC), (exopolissacarideos na
e GbpABCD: proteinas MEC),
ligantes de glucanos, e Gpps: ainda

o Ftf: producéo de frutano desconhecidos,
(exopolissacarideos da | e eDNA na MEC,
MEC), ¢ ALT na MEC.

¢ eDNA na MEC,

e ALT na MEC.

Acidogenicidade e Acidogénica e aciddrica. Acidogénica e acidurica. | Acidogénico e aciddrica.

aciduricidade

Catalase negativo e ¢é | Catalase negativo, | Catalase positivo.
Acdo enzimatica suceptivel ao H202. | apresenta tolerancia ao

Producéo de mutacina. H202.
Carateristicas de Anaerébio facultativo. Anaerobio facultativo. Anaerobio facultativo.

crescimento

Fonte: Jakubovics et al.#8, 2013.
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2.3 A matriz extracelular de biofilme

A matriz de bioflmes tem o0s exopolissacarideos como compontentes
indispensaveis para a sua construcdo e estruturacdo 3D (Branda et al.12, 2005;
Flemming, Wingender3!, 2010). A MEC protege seus microrganismos contra
dessecacao, oxidacao, alguns antibioticos e cations metélicos, radiacao ultravioleta e
defensas imunolégicas (Flemming, Wingender3!, 2010). EPS, proteinas, lipidos,
acidos nucléicos e lipopolissacarideos séo identificados dentro da matriz de biofilmes
(Karatan, Watnick#?, 2009; Schooling et al.1%3, 2009; Mann et al.”?, 2009). A atividade
metabdlica de microrganismos dentro da MEC, limitam a difusdo na matriz (e.qg.,
metabdlitos microbianos), e no caso de biofilmes formados sobre os dentes, esse
processo ocasiona a acidificacdo do meio e 0 acido induz a dissolucdo do esmalte
(Xiao et al.1?3, 2012).

Os exopolissacarideos sao essenciais na construcdo da matriz extracelular
(Bowen, Koo, 2011), embora eDNA e ALT extracelulares sejam também encontrados
em altas quantidades nos biofilmes cariogénicos (Jacques et al.*6, 1979; Rolla et al.%®
99,1980, 1983; Ciardi et al.'®, 1981; Hogg et al.*3, 1997; Paes Leme et al.8, 2006).

EPS fornecem estabilidade mecénica para o biofilme, mediando a aderéncia a
superficie dentaria (Bowen, Koo®, 2011; Hwang et al*®, 2014). A matriz rica em EPS
mantém as células do biofilme o mais préximo possivel, permitindo a interacdo e
comunicagdo células - células (Flemming, Wingender3, 2010). Os
exopolissacarideos sintetizados in situ permitem a aderéncia e acumulo dos
microrganismos nos dentes (Bowen et al.”, 1991; Vacca-Smith, Bowen!?°, 1998;
Banas, Vickerman?3, 2003 Hannig et al.4%, 2008;).

Os EPS séo sintetizados pelas enzimas glicosiltransferases (Gtfs) e
frutosiltransferases (Ftfs) na presenca da sacarose (Vacca-Smith et al.}1°, 1996; Van
Hijum et al.*?1, 2006; Bowen, Koo®, 2011). Ainda, a presenca de amido hidrolisado
intervém na producao e estrutura de glicanos por servirem com aceptores de elétrons
durante a sintese desses polimeros (Vacca-Smith et al.11%, 1996; Duarte et al.?*, 2008;
Klein et al.>?, 2009). Assim, a composicéo da dieta é essencial no papel dos EPS na
patogenicidade da carie (Parisotto et al.88 8° 2010; 2015).
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As Gtfs sdo capazes de produzir glicanos insollveis e solluveis em agua (Klein
et al.>¢, 2013). S. mutans produz pelo menos trés Gtfs distintas (codificadas pelos
genes gtfB, gtfC e gtfD), as quais utilizam sacarose e amido para sintetizar EPS
(Bowen, Koo®, 2011). A GtfC é encontrada principalmente na pelicula em uma forma
enzimaticamente ativa (Vacca-Smith, Bowen'??, 1998), e sintetiza ambos glicanos
sollveis e insollveis (Bowen, Koo8, 2011). A GtfB liga-se as superficies microbianas
e pode influenciar o acumumulo de varios microrganismos orais (por exemplo,
Actinomyces viscosus, Lactobacillus casei e Candida albicans), pois converte esses
organismos que ndo possuem Gtfs em produtores glicano insoliveis (Vacca-Smith,
Bowen!?0, 1998; Gregoire et al.34, 2011; Bowen, Koo?, 2011). A GtfD pode sintetizar
glicanos sollveis presentes na MEC (Bowen, Koo® 2011). Os EPS formados na
superficie microbiana melhoram as interacdes entre 0s microrganismos e aumentam

a coesdo dos mesmos (Cross et al.?%, 2007).

DNA extracelular (eDNA) e acido lipoteicoico (ALT) sdo encontrados em
guantidades elevadas na matriz de biofilmes cariogénicos na presenca de sacarose e
amido (Ciardi et al.1”-18 1977, 1981; Jacques et al.*6, 1979; Rolla et al.®®, 1980; Hardy
et al.#1, 1981; Perry et al.®t, 2009; Klein et al.>3, 2010). eDNA geralmente é um bio-
produto da autdlise (Steinberger, Holden%, 2005; Allesen-Holm et al.2, 2006; Perry et
al.®l, 2009), e pode também ser secretado via microvesiculas ou vesiculas de

membrana (Liao et al.®8, 2014).

eDNA esta envolvido na construcdo de diversos biofilmes formados por
microrganismos orais. O eDNA participa na agregacao bacteriana e aderéncia a
superficie devido as interacdes acido-base, assim, aumenta a aderéncia de S. mutans
(Das et al.?, 2010; Klein et al.>3, 2010). eDNA parece ser incorporado na matriz
porque a adicdo da enzima DNAse interrompeu a integridade estrutural dos biofilmes,
e diminuiu o peso seco desses biofilmes em 30% (Klein et al.>3, 2010; Liao et al.®®,
2014.), o que suporta a teoria de que eDNA teria um papel importante na estrutura do
biofilme.

A presenca de sacarose e de amido aumenta a liberacdo de eDNA na MEC em
quantidades elevadas devido a indugéo da expressao dos genes IytTS e ccpA durante
a formacdo de biofiime por S. mutans (Klein et al.%3, 2010). O sistema de dois

componentes IytTS é necessario para ativar a expressao dos genes IrgAB que fazem
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parte do arsenal de S. mutans que controla autdlise e formacao de biofilme (Ahn et
al.t, 2010). A expresséo de IytTS e IrgAB é regulada através da disponibilidade de
carboidratos via proteina CcpA (Catabolite control protein A) (Ahn et al.l, 2010). A
expressdo do gene gtfB (que sintetiza EPS insoluvels) também foi induzida nesses
biofilmes formados na presenca de sacarose e amido (Klein et al.>> %3, 2009, 2010).
Portanto, eDNA interagindo com GtfB pode ter fungbes importantes na producéo de
EPS, colonizagdo por S. mutans e construcdo de MEC (Klein et al.>3, 2010; Liao et
al.8, 2014). Em adicdo, durante o desenvolvimeto de biofilme cariogénico apenas
com a espécie S. mutans, eDNA é detectado conectando glicanos (Liao et al.®, 2014).
Ainda, deficiéncia na secrecdo de proteinas e de componentes para insercdo de
proteinas na membrana (i.e., Ffh, YidC1 e YidC2) pode reduzir a quantidade de eDNA
na matriz (Liao et al.®8, 2014). Portanto, alteracdo nesses processos podem alterar a
composi¢do da MEC e influenciar o potencial de viruléncia do biofilme. Porém, ndo se
conhece como eDNA afeta o desenvolvimento de biofilmes cariogénicos mistos.

Assim, 0 gene gtfB € essencial para a formacéo de biofiimes dependente de
sacarose e fator de viruléncia comprovado associado a patogenia da cérie dentaria
(Yamashita et al.'?4, 1993). Quando o eDNA interage com a enzima GtfB, 0 mesmo
poderia desenvolver um papel importante na producdo de EPS, colonizacdo da
espécie S. mutans e na montagem e construcdo da matriz do biofilme altamente
coesiva (Klein et al.%3, 2010; Liao et al.®8, 2014; Klein et al.>’, 2015).

ALT pode também ser importante na construcdo da MEC e ajudar na formacao
do biofilme (Ciardi et al.*?, 1977; Kuramitsu et al.?*, 1980; Rolla et al.%8, 1980). Na
presenca de sacarose e amido da dieta, o ALT aumenta a aderéncia de
microrganismos a superficie dentaria (Kuramitsu et al.®4, 1980; Rolla et al.®®, 1980).
ALT sao polimeros anfifilicos de poliol-fosfatos, ancorados na membrana celular por
um glicolipidio e podem ser liberados para o ambiente extracelular (Ellwood,
Tempest?®, 1972; Brock, Reiter'3, 1976; Neuhaus, Baddiley®?, 2003), especialmente
durante a remodelagem da parede celular. O mecanismo de sintese de ALT foi
descrito para algumas espécies, mas néo para S. mutans (Reichmann, Griindling®®,
2011; Denapaite et al.?3, 2012). Anélise de homologia utilizando BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool; www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) mostrou que o gene SMU.775
de S. mutans (uma proteina hipotética) € um homologo do gene ItaS que codifica a
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enzima sintetase de ALT em Staphylococcus aureus. J4 o operon dItABCD é
necessario para a adicdo de residuos de D-alanina (Neuhaus, Baddiley®?, 2003)
durante a formacéo de ALT; esses residuos afetam os processos de aderéncia e de
formacdo de biofilme (Spatafora et al.’%, 1999; Gross et al.%¢, 2001). Ainda, as
proteinas de S. mutans codificadas pelos genes dItA, dIitD e SMU.775 s&do abundantes
enquanto a matriz esta sendo ativamente construida durante as fases iniciais de

formacéo de biofilme cariogénico (Klein et al.>®, 2012).

eDNA e ALT poderiam ajudar na construcdo da MEC através do aumento da
sintese de glicanos (Kuramitsu et al.®4, 1980; Ciardi et al.'8, 1981; Chiu, Baker!®, 1994)
e promocédo da aderéncia bacteriana as superficies (Ciardi et al.” 18 1981, 1977;
Gross et al.36, 2001; Gotz®3, 2002; Das et al.?!, 2010). Essas biomoléculas também
conferem carga negativa a MEC, o que resulta na alteracdo das propriedades de
difusédo da MEC (Melvaer et al.”® 79, 1972, 1974; Melsen et al.”’, 1979; Pratten et al.®?,
1998; Hope et al.*4, 2004). Portanto, a presente hipétese alternativa é a de que eDNA
e ALT atuando em conjunto com exopolissacarideos tém impacto na construcdo e nas
propriedades estruturais e funcionais da MEC durante a formacdo do biofilme

cariogénico.
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3 PROPOSICAO

O objetivo desta pesquisa foi: Elucidar a funcdo de eDNA e ALT nas
propriedades estruturais e funcionais da matriz extracelular de biofilmes
cariogénicos. Foram utilizadas metodologias para avaliar se eDNA e ALT estdo
envolvidos na construgdo continua da MEC, usando biofilmes monoespécie de S.
mutans e misto (contendo S. mutans, S. gordonii e A. naeslundii) na presenca de
sacarose e amido. S. mutans UA159 (cepa parental) e cepas mutantes knockout para
0s genes IytTS e operon dItABCD foram estudadas para verificar como a modulacao
de componentes da MEC através da auséncia de genes especificos influéncia a
formacdo e desenvolvimento de biofilmes cariogénicos. A cepa mutantes knockout
para o gene gtfB foi utilizada como controle de um biofilme potencialmente menos

patogénico.



37

4 MATERIAL E METODO

Para elucidar a funcdo de eDNA e de ALT nas propriedades estruturais e
funcionais (biologicas) da MEC foram desenvolvidas duas fases principais: A)
Formacao inicial da matriz, a qual é critica para a aderéncia e acimulo microbiano na

superficie de hidroxiapatita (HA); e B) Constru¢do 3D da matriz e do biofilme.

4.1 Formacdo de biofilmes para andlise da matriz extracelular e avaliacdo da

dinamica populacional

Com o objetivo de gerar biofilmes mistos contendo S. mutans UA159 (cepa
parental e mutantes knockout - Quadro 2), S. gordonii DL-1 e A. naeslundii ATCC
12104, foram realizados experimentos segundo 0s grupos experimentais descritos no
Quadro 3, que foram avaliados nas idades 67 h e 115 h de formag&o de biofilme.
Ainda, formou-se biofilmes monoespécie contendo S. mutans UA159 (cepa parental e

mutantes knockout), conforme grupos experimentais descritos no Quadro 3.

Quadro 2 - Cepas de S. mutans utilizadas no estudo

Gene alvo
Potencial de
Cepas Locus Oralgen modulacdo de | Referéncias
P Nome Tag* |D9* componentes
9 da MEC
Parental UA159
AgtfB::kan gtfB SMu.1004 EPS insolavel Dr. ggrbneert A.
Cepas ASMu.525::erm | IytT SMu.576 | SMu.525 Chatfield et
mutantes » eDNA 14
derivadas da ASMu.526::.erm | IytS SMu.577 | SMu.526 al'4, 2005
cepa parental ﬁSMu.1538::er dItA SMu.1691 | SMu.1538 ;%f“g%lzt)
UALS9 ASMu.1541 e ALT |
m ' ; ditD SMu.1688 | SMu.1541

* nomenclatura utilizada pelo NCBI (National Center for Biotechnology Information).
** nomenclatura utilizada pelo Los Alamos Laboratories. Erm: 5 pug/mL de eritromicina em placas de
BHI agar. Kan: 1 mg/mL de kanamicina em placas de BHI agar.

Fonte: Elaboragéo propria
Para os biofilmes formados com cepas mutantes knockout utilizou-se:

- Genes IytTS (ASMu.525 e ASMu.526) que estdo associados ao eDNA e que
poderiam levar a formacdo de uma MEC coesiva com elevadas quantidades de

exopolissacarideos e de eDNA;
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- Genes do operon dItABCD (ASMu.1538 e ASMu.1541) associados a sintese de
proteinas do metabolismo de ALT, e que poderiam influenciar na composi¢cdo de

componentes do biofilme, especialmente ALT na MEC,;

- Gene gtfB, que codifica a enzima GtfB que se liga efetivamente em ambas
superficies da pelicula formada sobre hidroxiapatita e de bactérias e utiliza sacarose
como substrato para sintese de exopolissacarideos insolives em agua (mas sollveis
em alcali) e também hidrolisados de amido como aceptores durante a sintese desses
EPS (Bowen, Koo?, 2011).

Quadro 3 - Grupos experimentais

Grupo Biofilmes mistos Biofilmes monoespécie

1 S. mutans UA159 (cepa parental) + A. naeslundii | S. mutans UA159 (cepa parental)
ATCC 12104 + S. gordonii DL-1

2 S. mutans UA159 (cepa ASMu.525) + A. | S. mutans UA159 (cepa ASMu.525)
naeslundii + S. gordoni

3 S. mutans UA159 (cepa ASMu.526) + A. | S. mutans UA159 (cepa ASMu.526)
naeslundii + S. gordonii

4 S. mutans UA159 (cepa ASMu.1538) + A. | S. mutans UA159 (cepa ASMu.1538)
naeslundii + S. gordonii

5 S. mutans UA159 (cepa ASMu.1541) + A. | S. mutans UA159 (cepa ASMu.1541)
naeslundii + S. gordonii

6 S. mutans UA159 (cepa AgtfB) + A. naeslundii + | S. mutans UA159 (cepa AgtfB)
S. gordonii

*Foram desenvolvidos seis grupos experimentais para biofilmes monoespécie e mistos. Os biofilmes
mistos com idade 67 h foram processados em cinco ocasides e com idade 115 h em trés ocasifes; ja
para biofilmes monoespécie foram feitos em trés ocasifes nas duas idades de formacao. **Todos 0s
biofilmes foram realizados em duplicata.

Fonte: Elaboragéo propria.

Os grupos controles foram S. mutans UA159 (cepa parental) e a cepa mutante
AgtfB que apresenta formacgéo de biofilme in vitro atenuada (Koo et al.%°, 2010; Xiao
et al.’?3, 2012), e patogenicidade reduzida in vivo (Tanzer et al.11®, 1985; Yamashita
et al.1?*, 1993) — cepa fornecida pelo Prof. Robert Burne, University of Florida. As
cepas mutantes knockout dos genes IytTS e operon dIitABCD foram doadas pelo Prof.
Dr. Robert G. Quivey Jr, e a construcdo das mesmas esta descrita detalhadamente
na referéncia Quivey et al.®*, (2015). As cepas S. gordonii DL-1 e A. naeslundii ATCC
12104 sdo acidogénicas e produtoras de glicanos sollveis em agua e frutanos,
respectivamente (Bergeron et al.b, 2000; Haisman, Jenkinson®8, 1991). Assim temos

um modelo de biofilme misto, formado por: espécie de microrganismo cariogénico (S.
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mutans), um representante de estreptococcos orais ndo mutans (S. gordonii), e um
microrganismo nao estreptococos (A. naeslundii). Ainda, as caracteristicas
conhecidas de cada organismo estdo detalhadas na reviséo de literatura (Quadro 1).
Para biofilmes monoespécies de S. mutans, foram utilizadas as seis cepas desta

espécie individualmente (parental e cinco mutantes).

4.1.1 Procedimentos para preparo dos biofilmes

Estoques de cada cepa estdo armazenados em freezer -80°C. As cepas foram
reativadas utilizando-se o método de semeadura por esgotamento em placas de
meios de cultura agar sangue (5% sangue de cordeiro -Laborclin) para a cepa parental
UA159, cepas S. gordonii, A. naeslundii e AgtfB; e agar Brain Heart Infusion (BHI,
Difco) com eritromicina (5 ug/ml, SIGMA) para as cepas knockout para 0s genes IytTS
e operon dItABCD, pois as mesmas possuem o gene de resisténcia a eritromicina
utilizado na construgdo dessas mutantes. As placas com 0s microrganismos foram
incubadas por 48 h (37°C e 5% de CO3). Ap0s este periodo, as placas com cada cepa
foram armazenadas em geladeira (4°C) até seu uso, e cada placa foi utilizada até
completar 1 més de reativacao, exceto para A. naeslundii que foi de 15 dias.

Dois dias antes do experimento, realizou-se o pré-inoculo da cepa A. naeslundii
atraves da transferéncia de 5-10 colbnias individuais para tubos tipo Falcon contendo
10 mL de meio liquido TY (Triptone +Yeast Extract, Difco) com 1% de glicose (Synth).
Dois tubos foram incubados durante 24 h (37°C e 5% de COy).

Um dia antes do experimento, realizou-se o pré-inoculo para S. gordonii e as
cepas mutantes e parental de S. mutans similar ao realizado com o pré-inoculo da A.
naeslundii. Os tubos foram incubados durante 18 h (cultura overnight; 37°C e 5% de
CO2).

Apoés 24 h pre-indculo da cepa A. naeslundii, foi realizado trés opcbes de
indculo: a) 300 uL de pré-indculo em tubo tipo Falcon contendo 9,7 mL de meio liquido
TY com 1% de glicose, b) 100uL de pré-inoculo para 9,9 mL de meio, c¢) 50 ul de pré-
inodculo para 9,95 mL do mesmo meio. Os tubos foram incubados até a obtencdo da
D.O.s4s0nm £ 1.5 (~ 21 h / 37°C e 5% de COz2). Foi escolhido um dos tubos de in6culo
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contendo a D.O.ss0nm desejada. ApOs a obtencdo do in6culo, 0 mesmo teve uma
aliguota separada para verificagdo de possivel contaminacgéo através de microscopio
optico.

Apo6s 18 h do pré-inéculo de cepas mutantes e parental de S. mutans e S.
gordonii, o indculo foi realizado através da adicdo de 500 pL de cada pré-indculo em
tubos tipo Falcon contendo 9,5 mL de meio liquido TY com 1% de glicose. Os tubos
foram incubados até a obteng&o da D.O.ssonm + 1.0 (~ 4 h / 37°C e 5% de COy).

Verificou-se possivel contaminacao via microscopia.

Para a formacdo dos biofilmes, utlizou-se a superficie de discos de
hidroxiapatita - HA (12,7 mm de diametro, 1 mm de espessura, Clarkson
Chromatography Products Inc., South Williamsport, PA). Esses discos foram
posicionados verticalmente em placas 24 pocos com auxilio de aparato confeccionado
com fio ortodéntico (para evitar efeito de depdsitos microbianos devido a gravidade),
cobertos por pelicula salivar (Figura 2).

Figura 2 - Desenho experimental do modelo de biofilme utilizado

Discos HA+ pelicula 0,1% 0,1% 0,1%
sacarose sacarose sacarose
, v v L
1°h1_1’43h1 f 67hI » 91 h K‘llSh
==/ 5 J meio _, g 1 T
F B, [ A de 18h 8h 18h 8h 18h 8h 18h
N7 b g . + * x
— cultura i I I ,
Inoculo — 0,1% sacarose: | 1 0,5% sacarose + 1% amido 7
Biofilmes mistos: 0,1% v
S. mutans UA159 (10" ufc) ou sacarose 29h

cepas knockout

S. gordonii DL-1 (104 ufc)

A. naeslundii 12104 (10” ufc)
Ou biofilmes monoespécie:

S. mutans UA159 (1O4ufc) ou
cepas knockout

25% de saliva estimulada no meio de cultura

Formacao de biofilmes mistos com trés espécies: Streptococcus mutans (cepa parental ou mutantes),
Actinomyces naeslundii e Streptococcus gordonii, para o biofilme monoespécies foram utilizadas
apenas as cepas de S. mutans (cepa parental ou mutantes). HA: hidroxiapatita.

Fonte: Elaboragéo propria.

Para a formacdo da pelicula salivar realizou-se o seguinte procedimento: A

saliva foi estimulada pela mastigacdo de um pedaco de parafilme pelo voluntario (de
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acordo com o projeto aprovado pelo Comité de Etica em Seres Humanos da Instituicéo
Sede, CAAE: 31717914.3.0000.5416; Numero do Parecer: 748.142) (Ver ANEXO A).
Coletado o volume desejado, misturou-se a saliva com tampéao de adsorcéo (Tampao
AB — 0,05 M KCI; 0,02 M KPOg; 0,02 M CaClz; 0,02 M MgCl2 — pH 6,5) em uma
proporcao de 1:1 (v/v) e adicionou-se 0,1 M PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonila,
SIGMA) a uma relagdo de 1:1000 (para concentracdo final de 0,1 mM PMSF). Em
seguida, o conteudo foi centrifugado (15 min, 5000 g, 4°C — Centrifuga 5810R,
Eppendorf). O sobrenadante foi recolhido (saliva clarificada) e filtrado usando filtro
PES (polietersulfona) de poros de 0,22 um. A saliva foi mantida no gelo até a sua
utilizacdo. Um volume de 2,8 mL de saliva esterilizada foi transferido para cada poco
de placa de 24 pocos. Em seguida, cada aparato com os discos de hidroxiapatita (pré-
hidratados em agua MiliQ esterilizada) foi transferido para a placa (com auxilio de
pinca clinica), sendo um total de 6 aparatos por experimento com o0s discos,
correspondente a 1 aparato por cepa utilizada (cepa parental e mutantes de S.
mutans). A placa com os discos e saliva foi incubada a 37°C, sob agitacao/75 rpm
(Quimis G816M20) durante 1 h para formacdo da pelicula (sHA). Os aparatos
contendo discos sHA foram entdo enxaguados duas vezes em tampao AB e em uma
placa nova foram transferidos (com auxilio de pinca esterilizada) para meio de cultura

contendo cada de S. mutans individualmente, como descrito a seguir.

Apos atingir a D.O. desejada, o indculo bacteriano de cada cepa para a

formacdao de biofilme misto foi preparado utilizando-se 10 mL de meio liquido TY com

0,1% de sacarose (Synth) contendo 25% de saliva. A saliva foi preparada como
descrito para a pelicula. O meio de cultura foi preparado concentrado 1,25X e diluido
1:4 com saliva esterilizada imediatamente antes do uso, e apdés foi adicionada a
sacarose. Em seguida, foram adicionados: 10 yL de cada in6culo de S. mutans em
tubos individuais com o meio de cultura (para ter 10* UFC/mL — unidades formadoras
de colbnia por mL); 200 pL de A. naeslundii (para ter 10* UFC/mL); e 25 pL de S.
gordonii (para ter 10* UFC/mL) em tubos marcados com as diferentes cepas de S.
mutans. Os aparelhos/discos sHA foram colocados em seus respetivos pogos
contendo o meio inoculado. Entdo, foram incubados por 19 h (37°C e 5% de CO2).
Ainda, para o controle de qualidade de cada experimento, uma aliquota de cada

in6culo foi plagueada para verificar se a quantidade de cada cepa estava correta
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(UFC/mI). Para os biofilmes monoespécies, utilizou-se apenas o inéculo das cepas de

S. mutans parental e mutantes.

Todas as solucdes utilizadas foram devidamente esterilizadas e o inicio desta
incubacéo foi considerado o dia 0 (idade do biofilme 0 h). Foram realizadas trocas do
meio cultura (com auxilio de pinga para movimentar os aparatos do meio “velho” para
o meio fresco “novo”) duas vezes ao dia (Koo et al.>, 2010), utilizando um modelo de
“miséria e fartura” de nutrientes como descrito a seguir:

e 19 h de incubagcdo (8:00 h do dia 1): os aparelhos/discos de HA foram
transferidos para pocos contendo meio de cultura TY + 0,1% de sacarose +
saliva;

e 29 h de incubacdo (18:00 h do dia 1): os aparelhos/discos de HA foram
transferidos para pocos contendo meio de cultura TY + 0,5% de sacarose + 1%
de amido (Sigma) + saliva;

e 43 h de incubacédo (8:00 h do dia 2): os aparelhos/discos de HA foram
transferidos para pocos contendo meio de cultura TY + 0,1% de sacarose +
saliva;

e 53 h de incubacédo (18:00 h do dia 2): os aparelhos/discos de HA foram
transferidos para pocos contendo meio de cultura TY + 0,5% de sacarose + 1%
de amido (Sigma) + saliva;

e 67 h de incubacédo (8:00 h do dia 3): os aparelhos/discos de HA foram
transferidos para pocos contendo meio de cultura TY + 0,1% de sacarose +
saliva;

e 77 h de incubacdo (18:00 h do dia 3): os aparelhos/discos de HA foram
transferidos para pocos contendo meio de cultura TY + 0,5% de sacarose + 1%
de amido (Sigma) + saliva;

e 91 h de incubagdo (8:00 h do dia 4): os aparelhos/discos de HA foram
transferidos para pocos contendo meio de cultura TY + 0,1% de sacarose +
saliva;

e 101 h de incubacdo (18:00 h do dia 4): os aparelhos/discos de HA foram
transferidos para pog¢os contendo meio de cultura TY + 0,5% de sacarose + 1%
de amido (SIGMA) + saliva.
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Os biofilmes crescidos até as diferentes idades avaliadas foram incubados com
0 mesmo ambiente inicial de 0 h (37°C e 5% de CO2). Os meios de culturas velhos
foram utilizados para determinacdo do pH usando pHmetro (Qualxtron Qx 1500 plus),
incluindo as idades nas quais os biofilmes foram processados: 67 h e 115 h para
andlises dos componentes da MEC, e 29, 43,53, 67, 77,91, 101, 115 h para avaliacédo
da dinamica populacional.

4.2 Processamento dos biofilmes para analise populacional e dos componentes
da matriz extracelular

Os biofilmes foram processados como descrito a seguir e ilustrado na Figura 3:

Figura 3 - Esquema do processamento de biofilmes para analises microbiol6gica e

bioquimicas
Biofilme 0,89% NaCl para lavar o tubo de
O vidro (3 m\)
'
[ ) Remover aliquota para semeadura em
Remover disco & placa ( UFC
transferira Somcar sonda
- > suspens&o de 30 5. 7W)
@ biofime.
?28;31" NaCl Sonicar - banho V \/
(10 min / 25°C) Centnfugagao (5000g / 4°C/ 10 min)
3vezes

Sobrenadante do biofilme: contém os
componentes da matriz que sdo sollveis em agua:

Precipitado do biofilme: contém células (DNA
cromossomal) e os componentes da matriz que séo
insollveis em agua.

N/ l
Usar aliquota para o isolamento de: Resuspender o pellete usar aliquotas para o isolamento de:
- eDNA. (500pL) - Exopolissacarideos insollveis em agua.
- ALT. (3mL) - Proteina do biofilme. (30pL)
- Exopolissacarideos soliveis em agua. (3mL) - Peso secoinsolavel. (500pL)
- Proteinas. (500pL)

Fonte: Elaboragao propria

Foi adicionado NaCl a 0,89%, estéril, em novos pogos em placas de 24 pogos
para enxague dos discos (trés vezes); apos os discos foram removidos com auxilio de

pinga clinica e acondicionados em tubos de vidros separadamente (um disco em cada
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tubo de vidro); adicionou-se 2 mL de NaCl 0,89%. Os tubos com os discos foram
transferidos para um béquer contendo agua MiliQ e sonicados por 10 min (em banho
ultrassoénico), para remocao dos biofilmes dos discos. Os discos foram raspados com
ajuda de espatulas de aco inoxidavel esterilizadas para remover biofilme residual; a
suspensao do biofilme foi transferida para novos tubos tipo Falcon de 15 mL; os tubos
de vidro foram lavados com 3 mL de NaCl 0,89% e adicionou-se o liquido aos tubos
tipo Falcon (correspondentes a cada disco individualmente). Finalmente o conteddo
foi homogeneizado com sonda por 30 segundos a 7 watts (Sonicador modelo Q125,
QSonica).

Portanto, o volume final da suspenséo do biofilme € de 5 mL em NaCl 0,89%.
Uma aliquota de 100 pL de cada suspensdo foi transferida para tubo contendo 900 uL
de NaCl 0,89%, para realizar diluicdo seriada. As diluicdes 10* e 10° foram
plagueadas em agar sangue (duplicata) e as placas foram incubadas por 48 h (37°C
e 5% de CO2). Apo6s este periodo, as colénias foram contadas
visualmente/manualmente e utilizadas para o calculo de UFC por biofilme (Figura 4).
Biofilmes foram processados para quantificacdo de UFC nas idades de 29, 43, 53, 67,

77,91,101 e 115h, os dados de contagem foram analisados estatisticamente.

Figura 4 - Imagem representativa de morfologia de colénias de cada espécie recuperadas de

biofilmes mistos

S. gordonii S. mutans

A. naeslundii

Biofimes mistos, em placa de agar sangue ap6és incubacao (48h/ 5% COz), para quantificar as espécies
em diferentes idades. As espécies séo facilmente diferencidveis: S. mutans apresenta coldnia branca
rugosa, especialmente na sua borda; A. naeslundii apresenta colénia branca com uma borda lisa; e
finalmente S. gordonii apresenta colénia amarelada com um anel bem definido em torno da mesma.

Fonte: Elaboracéo Propria
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Outra aliguota de 100 pL foi armazenada em freezer -20°C para futuros

experimentos. Os 4,8 mL restantes de suspenséo de biofilme de cada disco foram

utilizados para analises bioquimicas. Assim, as suspensdes foram centrifugadas

(4000 rpm/ 4°C /15min, centrifuga 5810R, Eppendorf) e cada sobrenadante foi

coletado em tubo tipo Falcon (4,8 mL). O pellet de cada biofilme foi lavado com 2,6

mL de agua Milli-Q e homogeneizado (vortex). Esses passos foram repetidos 2 vezes

(Figura 5).

Figura 5 - Fluxograma para processamento dos biofilmes para analises da populagéo
microbiana e bioguimicas

Biofilme em 5 mL de NaCl 0,89%

v

100 pL para plagueamento

,
Sobrenadante (volume total de 10
mL em tubo falcon)

v

- 3 mL para WSP

-0,5 mL para detectar eDNA
-0,5 mL para analisar proteinas
-3 mL para ALT

7

\.

50 pl para os testes de proteina total

500 pl para o peso seco insoluvel

Fonte: Elaboragéo propria

\

[

Centrifugar (4000 rpm/ 4°C /15min) e coletar o
sobrenadante em tubo tipo Falcon (4,8 mL)

\

4 N
Lavar o pellet em 2,6 mL de agua MilliQ e
homogeneizar (vortex)

\ J
e A
Centrifugar (4000 rpm/ 4°C /15min) e
coletar o sobrenadante no tubo tipo
Falcon (2,6 mL)

\ J

\ 4
4 N
Lavar o pellet em 2,6 mL de 4gua
MilliQ e homogeneizar (vortex)
\ J

Centrifugar (4000 rpm/ 4°C /15min) e
coletar o sobrenadante no tubo tipo
Falcon (2,6 mL)

Ressuspender o pellet em 2,55 mL
de agua

1 mL para o ASP
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De sobrenadante, foram coletados 10 mL, que foram distribuidos para
diferentes analises (Figura 5): 3 mL para polissacarideos sollveis em agua (WSP); 1
mL para eDNA; 0,5 mL para proteinas solUveis na matriz; e 6 mL para ALT. Do pellet
ressuspendido em 2,55 mL de agua, aliquotas foram usadas para diferentes analises
(Figura 5): 1 mL para polissacarideos insolUveis em agua (solluveis em alcali - ASP);
50 pyL para teste de proteina total; 500 pL para peso seco insoluvel; e 1 mL foi

reservado.

4.2.1 Peso seco insolluvel dos biofilmes

As aliquotas de 0,5 mL de biofilme foram transferidas para recipiente de papel
alumino pré-pesados em uma balanca analitica (SHIMADZU - série AUW220D) e

etiquetados. As amostras foram secas em um forno a 100°C. Apoés 4 h, os recipientes
com as amostras secas foram pesados na balanca novamente. A diferenca entre o
peso inicial e o final foi o peso seco da amostra. Esses valores foram utilizados para

analise estatistica (Figura 6).

Figura 6 - Esquema para quantificacdo do peso seco insolivel do biofilme

500 pL de biofilme adicionados em “barcos” de aluminos, foram pesados utilizando balan¢a analitica
(SHIMADZU - série AUW220D).

Fonte: Elaboracéo propria
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4.2.2 Quantificagcdo de proteinas totais do biofilme e da matriz extracelular

A quantificacéo de proteinas no biofilme (por¢&o insoltuvel) e na matriz (por¢ao
soluvel) foi realizada utilizando o método de Bradford, seguindo o protocolo para
microplacas descrito no Technical Bulletin da SIGMA®
(http://www.chem.uky.edu/courses/che554/2 Photometry/SigmaBulletin_b6916bul.p
df).

A) Proteinas totais do biofilme

A aliguota de 50 pL do pellet de cada biofilme separada para proteina total foi
diluida 1:5 com 200 pL de agua MilliQ. As amostras foram incubadas em banho seco
a 100°C, 1000 rpm por 1 h (980FIHSCTSUSs - Fisher Scientific); uma aliquota de cada
amostra foi utilizada para verificar se havia células intactas via microscopia optica.
Para verificar a quantidade de proteinas foram utilizadas aliquotas de 5 pL de cada
amostra em triplicata (em placa de 96 pocos), que foram misturadas com 250 uL do
reagente de Bradford.

Realizou-se curva padréo, utilizando-se padrdo BSA (SIGMA) a 200 mg/mL,
diluido a 2 mg/ml; e esta solucéo foi utilizada para construcdo dos pontos da curva

como mostrado na Figura 7.

Figura 7 - Desenho da curva padréo para quantificacdo das proteinas no biofilme

A B BSA Vol. de BSA a 2 mg/mL Vol. H20
mg/mL (solucédo padréo) MiliQ
( \1\\/ 0 0 ImL
[ 0, 03125 15,625 L 984,37 uL
— + 0,0625 31,25 L 968,75 pL
« > 0,125 62,5 pL 937,5 uL
\/ _ H20 MiliQ BSA 200 0,25 125 uL 875 uL
(1,980 ) mg/mL 0,5 250 pL 750 pL
(2out) 1,0 500 L 500 pL
1.4 700 pL 300 pL

A. 20 pL de BSA a 200 mg/mL mais 1,980 pL de agua foram misturados em um microtubo para
elaboracdo da solucao padrao; B. construcdo dos pontos da curva com a solucdo padrao de BSA e
H20. Vol.: volume. BSA: bovine serum albumin.

Fonte: Elaboragéo propria.


http://www.chem.uky.edu/courses/che554/2_Photometry/SigmaBulletin_b6916bul.pdf
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Em seguida, aliquotas de 5 pL de cada amostra da curva foram colocadas na
placa de 96 pocos (a mesma contendo as amostras), seguido de adi¢ao de 250 pL de
Bradford (sem diluicdo); cada placa foi colocada na incubadora orbital por 20 minutos
a 37°C. A leitura de proteinas foi realizada em leitor de ELISA (Biochrom Ez read 400)

com D.O.s95nm.

Apés a leitura, os valores da curva padréo foram plotados para obtencédo de
equacdao de reta e coeficiente de correlacdo. Se os dados da curva estavam dentro
das normas (slope: 0,020-0,026; R? proximo a 1; ver exemplo na Figura 8), os valores
de D.O. das amostras de biofilme foram convertidos em concentracdo de proteinas
totais no biofilme.

Figura 8 - Curva padréo e escala colorimétrica para proteinas, usando o método de Bradford

A 30

y =45,627x - 0,1673
R®=0,9992 >

N
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Concentragdo de proteinas
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A. Curva padrédo para proteinas: Andlise dos dados com D.O.s9snm 0nde observamos correlacéo linear
positiva (Absorbancia vs. Concentracao de proteinas). B. llustrac&o da escala colorimétrica: Teste de
Bradford, slope 0,020-0,026. A coloragédo azul na placa denota maior concentragédo de proteina. BSA:
bovine serum albumin. D.O.: densidade 6ptica.

Fonte: Elaboracéo propria

B) Quantificacdo das proteinas na MEC

Para avaliar as proteinas na matriz, 500 uL do sobrenadante de cada amostra
estavam reservados e 5 pL dos mesmos foram misturados com 250 pL de Bradford

em placa de 96 pocos (em triplicata).
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A curva padrdo de BSA foi construida como descrito acima, e 5 yuL de cada
ponto da curva padrdo foram colocados em placa de 96 pocos, e apos foram
adicionados 250 uL de Bradford (sem diluicéo), em triplicata. Em seguida, cada placa
foi colocada na incubadora orbital por 20 minutos a 37°C. A leitura de proteinas foi

realizada em leitor de ELISA (Biochrom Ez read 400) com D.O.595mm.

Apés da leitura, os valores da curva padrdo foram plotados para obtencdo de
equacdao de reta e coeficiente de correlacdo. Se os dados da curva estavam dentro
das normas (Slope: 0,020-0,026; e o R? préximo a 1, ver exemplo na Figura 8), os
valores de D.O. das amostras de sobrenadante de biofilme foram convertidos em

concentracéo de proteinas na MEC.

4.2.3 Quantificacdo de eDNA na matriz extracelular

Para a extracdo do eDNA foi utilizado o Kit MasterPure™ Purification

(EPICENTRE), com o0s seguintes passos:

Apos descongelar 0,5 mL de amostra de sobrenadante reservados para isolar
eDNA, adicionou-se 0 mesmo volume de 2X TCL (reagente do kit), seguido de
incubacdo a 65°C durante 15 min, sob leve agitacdo 300 rpm (Banho seco - Fisher
Scientific). As amostras foram resfriadas na geladeira por 15-20 min, e foram
adicionados 150 puL de MPC (reagente para precipitacdo de proteinas) as amostras,
seguido de agitacdo. As amostras foram centrifugadas (12000 rpm /10 min /4°C —
centrifuga 5430R, Eppendorf); e o sobrenadante transferido para um tubo novo. Aos
sobrenadantes foram adicionados 1000 uL de isopropanol, seguido de agitacéo por
inversao dos tubos (40 vezes) e precipitagdo em freezer a -20°C (overnight, por no

minimo 18 h).

No dia seguinte, o contetudo foi centrifugado (12000 rpm, 20 min, 4°C -
centrifuga 5430R, Eppendorf) e o isopropanol descartado, sem desalojar o pellet de
cada amostra; as amostras foram enxaguadas com etanol 75% (200 uL), seguidas de
centrifugacdo (12000 rpm / 5 min - centrifuga 5430R, Eppendorf). O etanol foi
descartado sem desalojar o pellet (este passo foi repetido duas vezes). O etanol foi
removido e os tubos foram deixados para secar na bancada por 20 min; entao,
adicionou-se 30 pL de TE (Tris-EDTA; pH 8,0) aos tubos. Ap6és a hidratacdo do eDNA,
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o mesmo foi quantificado a 260 nm usando nano-espectrofotbmetro (DS-11+,
Denovix; Figura 9). Os dados de eDNA foram utilizados para analise estatistica.

Figura 9 - Quantificacdo de eDNA

Utilizando o nanoespectrofotdmetro (DS-11+, Denovix), quantificou-se o eDNA encontrado na matriz
dos biofilmes, adicionando 1,5 pL da amostra e leitura a 260 nm. Leituras realizadas em duplicata. O
Blank utilizado foi TE.

Fonte: Elaboracgéo propria

4.2.4 Deteccéo e quantificacdo de ALT na matriz extracelular

Este procedimento foi realizado em trés etapas: 1) elaboracéo de curva padréao
de ALT via isolamento de ALT de cultura de S. mutans (cepa parental); 2)
processamento do sobrenadante dos biofilmes reservados para isolamento de ALT da
matriz extracelular (nas idades de 67 e 115 h); e 3) quantificacdo de ALT via ELISA
(método indireto).

e Elaboracdo de curva padrdo de ALT

A curva padrao de ALT foi obtida segundo a metodologia proposta por Sutcliffe
e Hogg'*? (1993), com algumas modificacdes. Pré-indculo da cepa parental S. mutans
UA159 foi realizado em meio de cultura TY com 1% de glicose, conforme descrito no
item “Procedimento para preparo dos biofilmes”. Apds 18 h de incubagéo (37°C e 5%
de COg2), o inoculo foi preparado misturando 40 mL do pré-inéculo com 760 mL de
meio de cultura TY com 1% de glicose. A garrafa contendo 800 mL de inoculo foi
incubada até a obtencéo da D.O.540nm = 1.0 (~4 h/ 37°C e 5% de COy).
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Apés, verificou-se a auséncia de contaminagdo via microscopia. Essa cultura
foi distribuida em aliquotas de 30 mL em tubos tipo Falcon de 50 mL para
centrifugacéo (4000 rpm / 15 min, centrifuga 5810R, Eppendorf). O sobrenadante foi

descartado.

Os pellets foram lavados através da ressupensdo dos mesmos com 10 mL de
NaCl 0,89%, seguido de centrifugacdo (4000 rpm / 15 min, centrifuga 5810R,
Eppendorf). Os sobrenadantes foram descartados, e os pellets resuspensos com 10
mL de NaCl 0,89%. Essas suspensdes de células foram incubadas em banho maria
(20 min / 100°C, Branson 3800). Apds incubacédo, as amostras foram centrifugadas
(4000 rpm / 15 min / 4°C, centrifuga 5810R, Eppendorf), os sobrenadantes
descartados, e os pellets lavados duas vezes com o0 mesmo volume de NaCl 0,89% e
mesmos parametros de centrifugacdo. Os sobrenadantes foram descartados e 0s
pellets lavados uma vez com H20 MilliQ (10 mL) e centrifugados (4000 rpm /15 min/

4°C, centrifuga 5810R, Eppendorf). Novamente os sobrenadantes foram descartados.

Os pellets foram lavados trés vezes com 5 mL acetona e centrifugacéo (4000
rom / 15 min / 4°C; centrifuga 5810R, Eppendorf). Os sobrenadantes foram
descartados e os pellets foram todos combinados em um Unico tubo. O pellet
resultante foi seco a 37°C (overnight), transformando assim em p6 branco. Esse po6
foi pesado, utilizando uma balanca de alta precisao (Metteler AE 50). A quantidade

obtida de p6 foi 0,09848¢, ao qual foram adicionados 9,848 mL de agua MilliQ gelada.

Essa suspensdo foi separada em partes iguais em tubos para disruptor
mecanico (Minibeadbeater, Biospec Products, Figura 10), contendo bolinhas de vidros
até a marca 0,5 mL de cada tubo. Os tubos foram colocados no suporte de amostras

de modo equidistante, e as amostras agitadas por 15 min.

Apés a homogeneizagédo, a suspensdo foi filtrada utilizando papel (10-15M
Pyrex) e um funil para remover as bolinhas de vidros, e o liquido foi coletado em um
tubo tipo Falcon de 15 mL. Esse liquido foi centrifugado (1500 g /10 min; 4°C,
centrifuga 5810R, Eppendorf). O pellet resultante contém células intactas (que nao
foram rompidas durante o processamento com MiniBeadBeater); jA o sobrenadante

contém componentes da parede celular das células rompidas e foi submetido a nova
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centrifugacéo (6500 g / 30 min / 4°C; centrifuga 5810R, Eppendorf), para assim obter

pellet contendo os componentes da parede celular.

Figura 10 - Minibeadbeater - Biospec Products

Os tubos com as amostras estdo posiconados no suporte de amostras (acrilico fumé — indicado pela
seta na cor laranja), que € posicionado no eixo metalico (indicado pela seta na cor vermelha), para
homogeinizagdo da amostra e disrup¢éo meénica das células.

Fonte: Elaboragédo propria

Esse pellet obtido foi lavado trés vezes com agua MilliQ (5 ml) utilizando
centrifugaces (6500 g / 10 min / 4°C; centrifuga 5810R, Eppendorf). O pellet
resultante foi resuspendido em 9,84 mL de 50 mM PBS (tampéo fosfato, pH 7,6,
esterilizado por filtrac&o). A essa solucéo foram adicionados 8,4 pL de RNAse A (para
atingir concentracao final de 100 pg/mL; Sigma R4875), 5 uL de DNAse | (para atingir
concentracéo final de 50 pg/mL; Sigma D4527) e 19,68 uL de tolueno (Sigma). Essa
solucgéo foi incubada (18 h / 37°C; incubadora orbital, Quimis G816M20).

Apbs a incubacdo, a solucédo foi centrifugada (6500 g / 30 min / 4°C Centrifuga
5810R, Eppendorf). O pellet foi lavado quatros vezes utilizando 1 mL de H20 MilliQ, e
secado em um concentrador de amostras (modelo RVC 2-18C D, Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH). O pé resultante foi armazenado em freezer -80°C,

até o uso.

E preconizado a adi¢do de 250 mL de &cido tricloroacético a 5% (TCA; Sigma)

por cada 1 g desse pellet, com incubacao (18 h / 22°C) sob agitacado, utilizando um
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homogeneizador (Fisher Scientific). Portanto, o conteddo de p6 neste estudo foi de
0,0984 g, ao qual foi adicionado 24,6 mL de TCA a 5%.

Apos a incubacéo, a solucéo foi centrifugada (6500 g / 30 min / 4°C; centrifuga
5810R, Eppendorf), e o sobrenadante (Sobrenadante 1) armazenado até a sua
utilizacdo. Ja o pellet foi submetido a nova extragcdo com 15,744 mL de TCA a 5%. A
solucao foi homogeneizada usando vortex, e centrifugada (6500 g / 30 min; centrifuga
5810R, Eppendorf).

O sobrenadante (Sobrenadante 2) foi armazenado até a sua utilizacéo e o pellet
foi submetido a nova extracdo com 9,84 mL de TCA a 5%. Essa nova solugdo foi
homogeneizada usando vortex, e centrifugada usando os mesmos parametros da
centrifugacéo anterior. O pellet resultante é peptidoglicano isolado e foi armazenado
(freezer -20°C), e o sobrenadante resultante (sobrenadante 3) foi armazenado até a

sua utilizacgao.

Os sobrenadantes 1, 2 e 3 (24,6 mL + 15,744 mL + 9,84 mL = 50,184 mL) foram
misturados e utilizados para recuperar ALT. O volume foi dividido em quatro tubos tipo
Falcon de 50 mL, sendo o total de 12,546 mL para cada tubo. Foram adicionados
150,552 mL de éter etilico (SIGMA), resultando em volume total de 37,63 mL em cada
tubo. As amostras dos dois tubos foram centrifugadas (6500 g / 30 min / 4°C;
centrifuga 5810R, Eppendorf). Essa etapa de centrifugacdo separou as amostras em
duas fases: uma fase aquosa e outra oleosa. O ALT esta na fase aquosa, e a mesma
foi cuidadosamente removida e transferida para novos tubos. A fase oleosa foi
descartada. Foram realizadas trés extracdes do sobrenadante com adicdo de éter
etilico e centrifugacéo (mesmos parametros da centrifugacao anterior), resultando em
3 volumes de fase aquosa (separados em 3 tubos), aos quais foram adicionados trés

volumes de acetona (40,74 mL), seguido de incubacéo (4°C / 24 h).

Em seguida, as amostras foram centrifugadas (6500 g / 30 min / 4°C; centrifuga
5810R, Eppendorf). Os sobrenadantes foram descartados e os pellets foram lavados
trés vezes com acetona, utilizando cada vez 5 mL de acetona e centrifugacéo (6500
g / 5 min/ 4°C; centrifuga 5810R, Eppendorf). Os pellets foram combinados em um
anico tubo, usando acetona, seguido de centrifugacdo (com 0s mesmos parametros

da centrifugacéo anterior). O pellet resultante foi secado sobre bancada por 10 min, e
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resuspenso com 1 mL de H20 MilliQ. Essa amostra foi armazenada no freezer -80°C

até a sua quantificacdo utilizando ELISA.

e Processamento do sobrenadante dos biofilmes para isolamento de ALT da

matriz extracelular

Terminada a curva padrao para extracao de ALT, realizamos preparacao das
amostras de ALT da matriz extracelular de cada biofilme, como descrito a seguir. Dos
sobrenadantes guardados para extragcdo de ALT, foram utilizadas 3 mL de cada
amostra, aos quais foram adicionandos 150 pL de TCA (Sigma), resultando em
concentracéo final de 5% de TCA. Essas amostras foram incubadas (22°C / 18 h) sob

agitacao (homogeneizador; Fisher Scientific; Figura 11).

Figura 11 - Extracdo de ALT da matriz de biofilmes cariogénicos
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Uma aliquota de 3 mL do sobrenadante de biofilmes foi misturada com 150 pL de TCA (Solucao final
com 5% TCA), os tubos foram deixados incubados durante 18 h a 22°C (homogeneizador); em seguida
foram realizadas duas centrifugacdes (6500 g / 30 min, 4°C; centrifuga 5810R, Eppendorf); adicionando
éter e acetona aos sobrenadantes, respetivamente. As amotras foram incubadas por 24 h a 4°C e
finalmente centrifugadas (6500 g / 30 min, 4°C; centrifuga 5810R, Eppendorf), o pellet obtido foi seco
e H20 foi adicionada, ficando pronto para a quantificacéo via ELISA.

Fonte: Elaboragéo propria

ApoOs a incubacédo, as amostras foram centrifugadas (6500 g / 30 min, 4°C;
centrifuga 5810R, Eppendorf), o sobrenadante foi coletado em um tubo tipo Falcon de
50 mL e armazenado. O pellet foi resuspendido com 6 mL de éter etilico (Sigma),

seguido de nova centrifugacdo usando os mesmos parametros anteriores. O pellet foi
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descartado e sobrenadante foi transferido para o mesmo tubo tipo Falcon de 50 mL
contendo o sobrenadante inicial. A este sobrenadante foram adicionados trés volumes
de acetona, seguido de incubacéo (4°C / 24 h). Apos a incubacao, as amostras foram
centrifugadas (6500 g / 30 min / 4°C; centrifuga 5810R, Eppendorf), e os pellets foram
lavados trés vezes com acetona (5 mL), e centrifugados (6500 g / 5 min / 4°C;
centrifuga 5810R, Eppendorf). Os pellets foram secos sobre bancada por 10 min. Em
seguida, foram adicionados 100 pL de H20 MilliQ. As amostras foram armazenadas

em freezer -80°C até a sua quantificagéo utilizando ELISA.

e Quantificacdo de ALT via ELISA (método indireto)

Para a quantificacdo de ALT via ELISA (método indireto) foram realizadas trés
etapas: 1) imobilizacdo de antigeno (ALT) em microplaca; 2) incubacao de antigeno

com anticorpos primario e secundario; e 3) detecdo de ALT por absorbancia.

v Imobilizacao de antigeno (ALT) em microplaca

Para a curva padrao, foi realizada diluicdo seriada de 1:1 até 1:1000 do ALT
purificado de cultura planctbnica de S. mutans UA159 (curva padrédo, anteriormente
explicada). Foram transferidos para microplacas de 96 pocos (Corning Incorporated-
Costar, 3599) 50 uL de cada ponto da curva padréo e 50 pL de amostra (ALT isolado

na matriz) em pocos correspondentes seguindo o mapa planejado para cada placa.

As placas foram tampadas, vedadas com parafilme, e incubadas (4°C / 18 h).
Terminada a incubacdo, o liquido remanescente das amostras foi removido por
inversdo das placas sobre recipiente de descarte e o excesso foi removido tocando
cada placa sobre papel absorvente. As placas foram lavadas trés vezes com 200 pL

de 1xPBS com 0,2% de Tween 20 (por poc¢o), utilizando pipetador multicanal.

A solugéo de lavagem foi removida por inverséao sobre recipiente de descarte,
e 0 excesso de liquido foi removido através do posicionamento de cada placa invertida
sobre papel absorvente. Os sitios de ligacdo presentes nas amostras de ALT
imobilizado foram bloqueados com 200 puL de tampédo de bloqueio (BSA 2%). As
placas foram tampadas, vedadas com parafilme, e incubadas (temperatura ambiente
/ 2 h).
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Em seguida, as placas foram lavadas duas vezes com 200 pL de 1xPBS com
0,2% de Tween 20 (por poco), utilizando pipetador multicanal. A solucéo de lavagem
foi removida por invercdo sobre recipiente de descarte, e 0 excesso de liquido foi

removido através do posicionamento de placa invertida sobre papel absorvente.

v Incubacado com anticorpos primario e secundario

Em cada poco das placas foram adicionados 100 yL de anticorpo primario
diluido 1:200 vezes — Gram Positive Bacteria LTA Antibody (Cat. # MA1-7402,
Invitrogen, ThermoFisher Scientific). As placas foram tampadas, vedadas com
parafilme, e incubadas (4°C / 18 h). A solucdo remanescente foi removida por inversao
das placas sobre recipiente de descarte e o excesso de liquido foi removido tocando
cada placa sobre papel absorvente. As placas foram lavadas quatro vezes com 200
puL de 1xPBS com 0,2% de Tween 20 (por poco), utilizando pipetador multicanal. A
solucdo de lavagem foi removida por invercdo sobre recipiente de descarte, e o
excesso de liquido foi removido através do posicionamento de placa invertida sobre
papel absorvente.

Em cada poco das placas foram adicionados 100 yL de anticorpo secundario
Goat anti-Mouse 1IgG (H+L, conjugado com HRP, cat. # A16072, Invitrogen,
ThermoFisher Scientific), diluido 1:2.000 vezes, seguindo as orientacbes do
fabricante. As placas foram tampadas, vedadas com parafime, e incubadas
(temperatura ambiente / 2 h). As placas foram lavadas duas vezes com 200 uL de
1xPBS com 0,2% de Tween 20 (por poco), utilizando pipetador multicanal. A solucao
de lavagem foi removida por invergéo sobre recipiente de descarte, e o excesso de
liquido foi removido através do posicionamento de placa invertida sobre papel

absorvente.
v' Deteccao de ALT

Em cada poco das placas foram adicionados 100 pL de peroxido de hidrogénio
a 30% (Sigma). As placas foram tampadas, vedadas com parafilme, e incubadas
(temperatura ambiente / 4 h). Em seguida, a absorbancia (405 nm) foi verificada com
um leitor de ELISA (EZ Read 400 biochrom). Os dados de absorbancia foram

verificados e anotados.
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4.2.5 Exopolissacarideos soltveis em agua (WSP) na matriz extracelular

Para a quantificacdo de exopolissacarideos solUveis em agua, ao total de 3 mL
de sobrenadante de cada biofilme, foram adicionados 7,5 mL de etanol a 99.3%. Os
tubos foram armazenados em freezer a -20°C durante no minimo 18 h para
precipitagdo de WSP. Os tubos foram centrifugados (9.000 rpm / 20 min / 4°C;
centrifuga 5810R, Eppendorf). O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 5 mL de
etanol a 70%, e as paredes do tubo foram “raspadas” com a ponta de uma ponteira
para misturar bem os polissacarideos. Os tubos foram centrifugados novamente
(9.000 rpm / 20min / 4°C; centrifuga 5810R, Eppendorf). O etanol foi descartado e este
passo foi repetido duas vezes. Apés as lavagens, os tubos foram virados abertos
sobre papel absorvente e deixados em bancada para secar por 20 min. Entéo,
adicionou-se 1 mL de agua Milli-Q e os tubos foram guardados em geladeira até a

realizacdo do ensaio colorimétrico, proposto por Dubois et al.?>, (1956).

Para esse ensaio, curvas padrao de glicose foram realizadas, utilizando agua
e glicose a 0,1%, em tubos de ensaio de vidro (16 x 100 mm). As concentracdes de

glicose utilizadas e volumes correspondentes estao descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Curva padréo de glicose para quantificdo de WSP

Volume Concentracao de glicose (ug)

(uL) 0 0,75 1,25 250 |5 10 |15 |20 |25
Agua 200 | 199,25 | 198,75 |197,5| 195|190 | 185|180 | 175
Glicose 0,1% | O 0,75 1,25 250 |5 10 |15 |20 |25
Total 200 | 200 200 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200

Fonte: Elaboracgéo propria

Dentro de uma capela de exaustado de gases, com o auxilio de dispensador de
repeticdo (Eppendorf), adicionou-se 200 pL de fenol 5% (fresco), seguido de
homogeneizacédo e adicdo de 1000 pL de acido sulfurico em cada tubo de vidro
contendo as amostras de cada ponto da curva. O ultimo foi adicionado sob agitacéo.
Os tubos foram mantidos dentro da capela de exaustédo de gases por 20 min (tempo
necessario para finalizacdo da reacdo bioquimica). Em seguida, o liquido dos tubos

de vidro foi transferido para cubeta descartavel de polipropileno, sendo a leitura da
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D.0O.490nm Via espectrofotometro (SP — 220 BIOSPECTRO) realizada imediatamente.
Os dados da curva padrao foram analizados. Nunca os procedimentos para a analise
das amostras foram iniciados sem que os dados da curva se encontrassem dentro
das normas (Slope: 0,048-0,051; e o R? 0 mais préximo a 1; ver exemplo na Figura
12).

Figura 12 - Curva padréo para exopolissacarideos sollveis (WSP) e insolGveis em agua (ASP)
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A. Exemplo de curva padréo para WSP e ASP: Andlise dos dados com D.O.490nm Onde observa-se
correlacgéo linear positiva. B. Escala colorimétrica: Ensaio fenol-acido sulfurico, slope 0,048-0,051.

Fonte: Elaboracgéo propria.

Terminada a calibragdo, foram feitas as andlises dos biofilmes em tubos de
vidros contendo 200 pL de amostra. Como realizado para obtencéo da curva padréao,
volumes correspondentes de fenol 5% e acido sulfarico foram adicionados a cada tubo
contendo as amostras. Os valores de DOagonm foram verificados e anotados, pois 0s
mesmos foram convertidos em concentracao de WSP utilizando-se a equacgéo de reta
gerada em cada curva realizada para cada experimento especifico. Em seguida, o
calculo do total de WSP em cada biofilme foi realizado, e esses dados foram utilizados

para analise estatistica.

4.2.6 Exopolissacarideos insoltveis em agua (ASP) na matriz extracelular

Para exopolissacarideos insollveis em agua o total utilizado foi de 1 mL de
suspensao de cada biofilme. Este conteudo foi centrifugado (10.000 rpm / 15 min /

4°C; centrifuga 5810R, Eppendorf). O sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco
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por 2 h e meia em um concentrador de amostras (modelo RVC 2-18C D, Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH). O pellet foi pesado em balanca de alta precisao

(Metteler AE 50) e o peso registrado.

Os pellets foram transferidos para novos microtubos tipo eppendorf. De acordo
com o peso de cada pellet, adicionou-se 300 uL de NaOH 1 M por mg de peso seco
em cada tubo. O conteudo foi cuidadosamente homogeinizado (vortéx) e incubado em
incubadora orbital (37°C / 10 min). Apés este, periodo foi verificado se cada pellet
estava dissolvido, seguido de incubacédo a 37°C por mais 2 h (com 30 min de
incubacédo, foi feita agitacdo ao voértex novamente), os tubos foram centrifugados
(12000 rpm / 10 min; centrifuga 5430R, Eppendorf) e o sobrenadante de cada amostra

foi transferido para um tubo tipo Falcon limpo de 15 ml.

Novamente, foram adicionados 300 pL de 1M NaOH para cada mg de peso
seco do pellet em os microtubos tipo eppendorf utilizados anteriormente. Seguido de
agitacdo em vortex e incubacdo como realizado inicialmente. Apds essa segunda
incubacéo, os microtubos foram centrifugados (12000 rpm / 10 min centrifuga 5430R,
Eppendorf) e o sobrenadante de cada amostra foi transferido para os tubos tipo Falcon
utilizado para a amostra correspondente. Os procedimentos foram repetidos
novamente, porém sem a incubacao por 2 h. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante
foi recolhido no tubo tipo Falcon utilizado por amostra e o pellet de cada amostra foi
descartado. Foram adicionados 3 volumes de etanol 75% aos tubos, o conteudo foi
misturado vigorosamente e deixado incubado em freezer -20°C por no minimo 18 h

para a precipitacdo de ASP.

Apos o periodo de precipitacdo, as amostras foram removidas do freezer,
homogeinizadas e centrifugadas (9500 rpm / 20 min / 4°C; centrifuga modelo 5810R,
Eppendorf). Os sobrenadantes foram descartados e os pellets foram lavados trés
vezes com etanol 75%, sendo o pellet ressupenso com 7 mL de etanol 75%, e uma
alca de inoculagéo descartavel foi utilizada para raspar ASP de cada amostra aderido
a parede do tubo para garantir a ressuspensdo. Em seguida, as amostras foram
agitadas (Vortex), e centrifugadas (9500 rpm / 20 min / 4°C - Centrifuga 5810R,
Eppendorf). Os sobrenadantes foram descartados e as amostras foram deixadas
sobre bancada para secar durante 15-20 minutos (tempo necessario para a

evaporacao do etanol).
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Cada pellet foi ressuspendido com NaOH 1M (o mesmo volume total da
extracao inicial), os tubos foram guardados em geladeira (4°C) até a realizacdo do
ensaio colorimétrico de Dubois et al.?®. (1956), como descrito para WSP, com algumas

modificacdes descritas a seguir.

As curvas padréo de glicose foram realizadas, utilizando 4gua, glicose a 0,1%
e NaOH 1M em tubos de ensaio de vidro, com as concentragdes e volumes mostrados
na Tabela 2 (em duplicata). A cada tubo foram adicionados 200 pL de fenol a 5%,
seguido de homogeneizacao e adicdo de 1000 pL de acido sulfarico em cada tubo de
vidro, do mesmo modo como descrito para WSP. Depois de 20 min na capela de
exaustdo de gases (tempo para finalizacdo da reacao bioquimica), realizou-se a leitura
da DOugonm. Verificou-se os dados da curva padréo. Os procedimentos somente foram
iniciados apés os dados da curva estarem dentro das normas (Slope: 0,048-0,051; e

0 R? 0 mais proximo a 1; ver exemplo na Figura 12).

Tabela 2 - Curva padréo de glicose para quantificacdo de ASP

Volume (uL) Concentracéao de glicose (ug)

0 0,75 1,25 250 |5 10 |15 |20 |25
Agua (uL) 160 | 159,25 | 158,75 | 157,5 | 155 | 150 | 145 | 140 | 135
Glicose 0,1% (L) [0 [ 0,75 1,25 250 |5 |10 [15 [20 |25
NaOH 1 N (L) 40 |40 40 40 40 (40 |40 (40 |40
Total (uL) 200 | 200 200 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200

Fonte: Elaboragéo propria.

Terminada a calibragdo, foram feitas as andlises dos biofilmes em tubos de
vidros contendo 40 pL de cada amostra com 160 uL de agua MiliQ, e adicionou-se 0
fenol e o &cido sulfarico da mesma forma que foi feita para a obtencdo da curva
padrao. Os valores de D.O.490nm foram verificados e anotados, pois 0s mesmos foram
convertidos em concentracao de ASP utilizando-se a equacéo de reta gerada em cada
curva realizada para cada experimento especifico. Em seguida, o calculo do total de
ASP em cada biofilme foi realizado, e esses dados foram utilizados para analise

estatistica.
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4.3 Analise da estrutura 3D de biofilmes usando microscopia confocal

Foram desenvolvidos biofilmes monespécie com idade 115 h para analise da
morfologia 3D e organizacdo estrutural desses biofilmes. Para marcacéo de EPS na
MEC, foi usado um método baseado na incorporacdo de dextranos marcados com
Alexa Fluor® 647 (fluorescentes; 10 kDa - absorbancia / fluorescéncia maximos de
emissdo de 647/668 nm; Molecular Probes, Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) pelas
enzimas Gtfs durante a formacéo de exopolissacarideos (glicanos) (Klein et al.5? 54,
2009, 2011). Assim, para a visualizacado da matriz adiciou-se 13,4 puL desse dextrano
fluorescente (1uM) em 2,8 mL de meio de cultura a partir do inicio (0 h) e durante o
desenvolvimento dos biofilmes (diferentes idades descritas no desenho experimental
Figura 2). Na idade 115 h, SYTO® 9 foi utilizado para marcar as bactérias nos
biofiimes. Para tanto, os discos foram tirados da placa com meio de cultura e
enxaguados com NaCl 0,89%, e transferidos para pogos contendo 1,5 pL de SYTO®
9 (485/498 nm; Molecular Probes) e 2,8 mL de NaCl 0,89%. Os biofilmes foram
incubados a temperatura ambiente durante 30 minutos, enxaguados trés vezes
utilizando NaCl 0,89%, e deixados nesta mesma solucdo a temperatura de 4°C até a

realizacdo de analises microscopicas.

As imagens foram adquiridas utilizando microscopia confocal de varredura a
laser (microscoépio Leica TCS SP). Esse microscépio estava equipado com uma lente
objetiva de 20X. Cada biofilme foi examinado em 2 posi¢cbes selecionadas
aleatoriamente. Uma série de imagens confocais foram gerados por corte 6ptico em
cada uma destas posicoes. Essas imagens foram analisadas usando software AMIRA
6.0.1 (Mercury Computer Systems Inc., Chelmsford, MS) para criar representagdes
tridimensionais de cada componente estrutural (EPS e bactérias) dos biofilmes para a
visualizacdo da morfologia e arquitectura 3D conforme descrito anteriormente (Klein
et al.>> %4, 2009, 2011).
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4.4 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados para examinar se existem diferencas entre
os biofilmes formados por cada cepa mutante e a cepa parental de S. mutans em
biofilmes monoespécies e mistos, usando o software Prism 7 (GraphPad Software,
Inc., 2016). Os dados obtidos nos experimentos in vitro foram organizados em banco
de dados e analisados com o auxilio de tratamentos estatisticos adequados de acordo
com a distribuicdo (homogeneidade e homocedasticidade). Em seguida, os dados
foram analisados por ANOVA um critério, seguido do teste de Tukey (a = 0,05), ou
ANOVA dois critérios. Ainda, foram realizadas andlises de correlagédo de Person para:
ASP vs. biomassa (APENDICES A e B) e WSP vs. biomassa (APENDICES C e D).
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5 RESULTADOS

Foram avaliados os componentes da matriz extracelular em biofilmes
monoespécie de S. mutans UA159 (cepa parental) e mutantes knockout e mistos (S.
mutans UA159 ou mutantes knockout, A. naeslundii ATCC 12104 e S. gordonii DL-1).
Ainda, foram avaliados o pH do meio de cultura, a populagédo microbiana, e a biomassa
dos biofilmes, além da estrutura 3D dos biofilmes.

5.1 Anélise de biofilmes monoespécie e mistos

5.1.1 pH de meios de cultura de biofilmes monoespécie e mistos

Os valores de pH de meio de cultura em biofilmes mistos e monoespécie foram
avaliados durante o desenvolvimento dos biofilmes (Figura 13), nas idades de 19, 29,
43,53,67,77,91,101 e 115 h. Os valoresem 43, 67, 91 e 115 h s&o significativamente
menores quando foram comparados com 19 h, para os biofilmes mistos e
monoespécie. Os valores para essas 4 idades de biofilme foram em média abaixo de
5,5, que é o pH considerado critico para a desmineralizacao do esmalte dentario.

Figura 13 - pH dos meios de cultura de biofilmes monoespécie e mistos

Biofilmes monoespécie Biofilmes mistos

6.50 6.00 5.50 5.00 4.50 4.00 3.50 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50
¥ SMul541 ® SMu.538 © SMu525 & SMu526 = gtfB W UA159

Do lado esquerdo do grafico estdo os dados dos biofilmes monoespécies e do lado direito do grafico
estdo os dados dos biofilmes mistos. As idades avaliadas foram 19, 29, 43, 53, 67, 77, 91, 101 e 115
h. Observa-se o pH mais acido nas idades 43, 67, 91 e 115 h para todas as cepas de S. mutans
avaliadas—parental e mutantes (*p<0,05, ANOVA um critério, seguido do teste de Tukey).

Fonte: Elaboracéo propria
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5.1.2 Populag&o microbiana dos biofilmes

A populagéo microbiana dos biofilmes mistos foi analisada nas idades 29, 43,
53,67, 77,91, 101 e 115 h. Para os biofilmes monoespécie, as analises de populacéo
foram realizadas nas idades 67 e 115 h, que também foram as fases do

processamento desses biofilmes para as demais avaliagbes realizadas.
e Dinamica populacional nas diferentes idades do biofilme misto

As proporcoes das trés espécies nas diferentes idades foram geralmente
similares (Figura 14). Nas idades 29 h, 43 h, e 53 h ocorre uma proporgao
significativamente maior de S. gordonii (p<0,05; ANOVA dois critérios, seguido de
teste de Tukey). O aumento na espécie S. gordonii, poderia ser atribuido a producéo
de peréxido de hidrogénio produzido por S. gordonii, 0 que faz com que diminua a
proporcéo de S. mutans no biofilme (Kreth et al.6%, 2008). Na idade 67 h, as espécies
foram proporcionalmente similares em cada biofilme, e na idade de 77 e 91 h, s6 a
espécie A. naeslundii foi significativamente menor em relacdo as demais espécies; na
idade de 101 h S. mutans foi significativamente maior e finalmente com 115 h S.

mutans tornou-se a espécie dominante.

As trés espécies foram detectadas em todas as idades de biofilmes formados
com cepas S. mutans parental e mutantes, exceto as 115 h, quando a espécie A.
naeslundii ndo foi detectada, por limitagdes do método de cultura utilizado. A dindmica
populacional das espécies mostra que S. gordonii foi a espécie mais prevalente nas
idades iniciais (29 — 53 h), que pode ser explicado pela producdo de peroxido de
hidrogénio para conseguir um lugar na aderéncia de microrganismos. Porém, apés da
idade de 67 h houve um aumento de S. mutans, enquanto houve uma diminuicéo de

S. gordonii e um decréscimo drastico da espécie A. naeslundii (Figura 15).
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Figura 14 - Proporc¢ao das trés espécies em biofilmes mistos em diferentes idades do biofilme
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Os dados apresentados sao de pelo menos trés experimentos, realizados em duplicata. Nas idades 29,
43, 53 h a espécie S. gordonii foi dominante, ndo houve diferencas na idade 67 h. Em 77 e 91 h A.
naeslundii foi siginificativamente menor vs. S. gordonii, jA em 101 h S. gordonii e A. naeslundii foram
menores do que S. mutans. Na idade de 115 h a cepa AgtfB foi maior vs. S. gordonii. O asterisco
*denota p<0,05, usando ANOVA dois critérios, seguido do teste de Tukey, ha comparacao entre as trés
espécies em cada biofilme misto em uma determinada idade do biofilme. Os dados representados sao
médias, e as barras de erro correspondem ao desvio padréo.

Fonte: Elaboracéo propria
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Figura 15 - DindAmica da populacéo das diferentes cepas testadas em vérias fases de formacgao

de biofilmes mistos
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Analise longitudinal da populacao das diferentes espécies.

Fonte: Elaboragéo propria

Portanto, nas idades iniciais dos biofilmes mistos, S. mutans nao foi a espécie
predominante, mas apés a idade 67 h tornou-se o habitante majoritario,

independentemente da modulagdo de componentes da MEC. Assim, 67 h pode ser
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considerada uma fase de transicao que poderia ser chave para o desenvolvimento do

biofilme e propiciar a sua maturacdo com o tempo (no modelo in vitro utilizado).

e Comparacéo das idades de 67 e 115 h dos biofilmes monoespécie e mistos

Na idade 67 h, biofilmes mistos formados por cada cepa mutante knockout
mostraram um comportamento similar comparados com a cepa parental UA159
(Figura 16A); S. mutans pode ndo ser a espécie predominante, mas € a espécie mais
cariogénica (Tanzer et al.*'6, 2012), e com o passar do tempo e condi¢cdes ambientais
adequadas pode se tornar a espécie majoritaria na populacdo, como é verificada em
115 h.

Figura 16 - Valores de UFC nos biofilmes mistos com 67 h (A) e 115 h (B)
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N&o existe diferenca nos valores de UFC detectados para todas as cepas estudadas na idade de 67 h
(A) (p>0.05). Naidade 115 h (B) sao representados, UFC de S. mutans e de S. gordonii nos biofilmes
mistos formados pela cepa parental UA159 e as mutantes knockout; (#)nesses biofilmes existe
diferenca apenas nos valores de UFC detectados para AgtfB vs. UA159; além, (*)houve uma diminui¢éo
ao passar do tempo 67 a 115 h dectectado nas cepas AgtfB, AdItA e AdItD. Os dados representados
sdo médias e as barras de erro correspondem ao desvio padrdo (* e #p<0,05; ANOVA dois critérios,
seguido do teste de Tukey).

Fonte: Elaboracgéo propria

Para os biofilmes mistos com 115 h de desenvolvimento, observa-se um
aumento da espécie S. mutans para as 5 cepas mutantes (AgtfB, ASMu.525,
ASMu.526, ASMu.1538 e ASMu.1541) nos biofilmes em relagéo a espécie S. gordonii,
sendo a maior quantidade de UFC para a cepa AgtfB (*p<0,05). Porém, ndo houve
diferenca significativa nos valores de UFC de S. gordonii em relagdo a S. mutans

parental e para a maioria das cepas testadas (p>0,05) (Figura 16B). Entretanto, ndo
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se detectou a presenca de A. naeslundii utilizando o método tradicional de cultura.
Consequentemente, na idade de 115 h a espécie S. mutans, além de ser a espécie
cariogénica, € a espécie mais predominante independentemente da modulacéo

realizada via knockout de genes especificos.

Embora ndo haja diferenca estatistica significativa na quantidade de S. mutans
em biofilmes mistos na idade 67 h, em biofilmes monoespécies esta espécie é
detectada em diferentes quantidades, dependendo do gene que esta inativado, sendo
gue a inativacdo do gene gtfB resulta em maior populacdo nas duas idades (67 e 115
h) (Figura 17). Isso pode ocorrer porque quando da homogeiniza¢ao da suspensao de
biofilmes via sonicagcdo com sonda, uma menor quantidade de MEC no biofilme
formado por essa mutante poderia facilitar a quebra de cadeias da morfologia de
estreptococos, originando cadeias menores, e consequentemente, aumentando a
guantidade de UFC detectadas. Portanto, o gene gtfB poderia influenciar na formacéo
de biofilmes cariogénicos e composi¢cao dos componentes da matriz, como observado

em estudo anterior utilizando esta cepa (Xiao et al.1?3, 2012).

Figura 17 - Valores de UFC nos biofilmes monoespécie com 67 h e 115 h
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Em biofilmes monoespécie com 67 h (representados com a cor preta): (#)Existe diferenca nos valores
de UFC detectados para AgtfB vs. toda as cepas S. mutans (*p<0,05). Em branco observa-se a idade
115 h: (##)Onde existe diferenca de UFC para a cepa AgtfB vs. UA159 e ASMu.525; ainda, (+)observa-
se uma disminucdo de UFC de 67 a 115 h para a cepa ASMu.525 (* e *: p<0,05, ANOVA dois critérios,
seguido do teste de Tukey). Os dados representados sédo médias, e as barras de erro correspondem
ao desvio padrao.

Fonte: Elaboragéo propria
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5.1.3 Peso seco insoluvel - Biomassa nas duas fases de formacgao

Os dados de biomassa insoluvel, para ambas as idades de biofilmes avaliadas,
estdo apresentados na Figura 18. Nao foram encontradas diferencas na biomassa
nos biofilmes monoespécie (Figura 18A) e mistos (Figura 18B) com 67 h, nem com

115 h entre as diferentes cepas de S. mutans (vs. cepa parental).

Figura 18 - Biomassa (peso seco) insoluvel em biofilmes monoespécie e mistos
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Biofilmes monoespécie (A) e biofiimes mistos (B) com idades de 67h e 115h. (*)Observa-se um
aumento significativo em todas as cepas de 67 a 115 h para os biofilmes monoespécie; 0 mesmo
acontece no biofilme misto, exceto para a cepa ASMu.525. Os dados representados sdo médias, e as
barras de erro correspondem ao desvio padrdo (*p<0,05, ANOVA um critério, seguido do teste de
Tukey).

Fonte: Elaboracgéo propria

5.1.4 Proteinas do biofilme em duas fases de formacéao

O conteudo proteico na porcao insoluvel dos biofilmes monoespécie e mistos
com 67 e 115 h de formacédo ndo apresentaram diferencas entre as cepas de S.
mutans parental e mutantes knockout avaliadas (Figura 19), exceto para a cepa AgtfB.
Ainda, em biofilmes monoespécie observa-se uma tendéncia de aumento de proteinas
com o tempo, mesmo gque nao seja estatisticamente significante (p>0,05 ANOVA dois
critérios, seguido do teste de Tukey). O biofiilme monoespécie formado AgtfB
apresentou menor quantidade de proteinas que os formados pelas cepas ASMu.525,
ASMu.1538 e ASMu.1541 na idade 115 h. Ainda, o biofilme misto desenvolvido com
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AgtfB apresentou na idade 115 h menor quantidade de proteinas que os biofilmes

formados pelas cepas ASMu.1538.

Figura 19 - Proteinas na porgéo insoltvel de biofilmes monoespécie e mistos
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Biofilmes monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67 h e 115 h. Nos biofilmes
monoespécie: (#) biofilme formado pela cepa AgtfB apresenta menor quantidade de proteina na idade
115 h (vs. as cepas de S. mutans ASMu.525, ASMu.1538 e ASMu.1541); além, (*)houve um aumento
significativo de 67 a 115 h nas cepas ASMu.1538 e ASMu.1541. Em biofilmes mistos: (#) a menor
guantidade de proteina foi detectada em biofilmes formados por AgtfB na idade 115 h vs. ASMu.1538
apenas. Os dados representados sdo médias e as barras de erro correspondem ao desvio padréo (* e
#: p<0,05, ANOVA dois critérios, seguido do teste de Tukey).

Fonte: Elaboracgéo propria

5.2 Andlise dos componentes da matriz extracelular de biofilmes monoespécie

e mistos
5.2.1 eDNA em duas fases de formacgéo

A quantidade de eDNA recuperada da porc¢ao soluvel da MEC de biofilmes com
67 h foi menor para biofilmes AgtfB monoespécie em relacdo a todos os outros
biofilmes testados — monoespécie e mistos (Figura 20). Em biofilmes formados pelas
cepas ASMu.525 e ASMu.526 a quantidade foi maior que em biofilmes monoespécies
e mistos formados pelas cepas AgtfB, ASMu.1538 e ASMu.1541 nas idades de 67 e
115 h; no entanto, biofilme ASMu.526 monoespécie (115 h) apresentou quantidade de

eDNA maior a cepa parental em biofilmes monoespécie e mistos.

Nos biofilmes mistos com 67 h observou-se um comportamento similar entre as

diferentes cepas de S. mutans avaliadas; jA na idade de 115 h, houve diferenca
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significativa de ASMu.525 e ASMu.526 com as diferentes cepas (Figura 20B). Além
disso, ha um aumento significativo de eDNA de 67 a 115 h para as cepas dos genes
IytTS nos biofilmes mistos.

Figura 20 - eDNA na MEC dos biofilmes monespécie e mistos
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Biofilmes monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67 h e 115 h. Para biofilmes
monoespécie, (*)houve uma diferenca de eDNA entre a cepa parental, sendo 115 h menor que 67 h;
(#)as cepas ASMu.525 e ASMu.526 apresentaram maiores quantidades de eDNA que as cepas AgtfB,
ASMu.1538 e ASMu.1541 em cada fase testada, (+)ASMu.526 (115 h) apresentou maior quantidade
vs. a cepa parental (115 h). (*)No biofilme misto houve um aumento entre as idades 67 a 115h nas
cepas: ASMu.525 e ASMu.526. (#)Na idade 115 h, em biofilmes mistos ASMu.525 e ASMu.526 também
apresentaram maior quantidade de eDNA que as demais cepas testadas. Os dados representados séo
médias, e as barras de erro correspondem ao desvio padrdo (*, * e #: p<0,05, ANOVA dois critérios,
seguido do teste de Tukey).

Fonte: Elaboracgéo propria

5.2.2 Acidos lipoteicoicos em duas fases de formacéo

Para processar, detectar e quantificar o ALT na matriz dos biofilmes
cariogénicos, foi necessario a elaborar de uma metodologia efetiva (Item 4.2.4 -
Deteccéo e quantificacdo de ALT na matriz extracelular). Assim mediante este novo
método desenvolvido, detectou-se a presenca do ALT na matriz em diferentes

guantidades.

Observou-se aumento significativo na quantidade de ALT na MEC de 67 para
115 h em biofilmes monoespécie e mistos formados pela cepa parental (Figura 21A).
Ainda, biofilme monoespécie formado pela cepa ASMu.1541 tém maiores quantidade

de ALT quando sé&o comparadas com a cepa ASMu.526 na idade 67 h. Nao houve
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diferenca na idade 115 h dos biofilmes monoespécie. Em biofilmes mistos, houve um
aumento progressivo da quantidade de ALT com o tempo para as cepas parental e
ASMu.1541 (Figura 21B).

Figura 21 - ALT na MEC dos biofilmes monoespécie e mistos
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Biofilmes monoespécie (A) e biofiimes mistos (B) com idades de 67 h e 115 h. (*) Houve um aumento
significativo de 67 para 115 h para a cepa parental em ambos biofilmes monoespécie e mistos. (#)Em
biofilmes monoespécie as cepas ASMu.1541 apresenta quantidades significativamente maiores de ALT
do que a cepa ASMu.526 na idade 67 h. Em biofilmes mistos ndo houve diferengas significativas nas
duas fases de formacao; além, (*)houve um aumento significativo de 67 para 115 h na cepa ASMu.1541.
Os dados representados sdo médias, e as barras de erro correspondem ao desvio padrao (* e #: p<0,05,
ANOVA dois critérios, seguido do teste de Tukey).

Fonte: Elaboragao propria

5.2.3 Exopolissacarideos soluveis e insoluveis na MEC em duas fases de

formacgao

A quantidade de exopolissacarideos soltuveis (WSP - recuperados da porcao
soluvel da MEC de biofilmes) e insoltveis (ASP - da porcao insolavel de biofilmes)

estdo representadas nas Figuras 22 e 23, respetivamente.

Encontrou-se menor quantidade de exopolissacarideos solliveis em biofilmes
monoespécie formados pela cepa AgtfB nas duas fases de formacdo. O conteudo de
WSP na MEC de biofilmes monoespécie formados pela cepa ASMu.525 é menor na
idade 115 h, quando foi comparado com a cepa parental. A quantidade de WSP na
MEC de biofilmes mistos ndo variou significativamente entre as diferentes cepas de
S. mutans nos dois periodos (Figura 22B). Porém, para ambos biofilmes monoespécie

e mistos ocorre um aumento significativo de WSP na MEC de 67 para 115 h.
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Figura 22 - Exopolissacarideos solluveis na MEC dos biofilmes monoespécie e mistos
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Biofilmes monoespécie (A) e biofiimes mistos (B) com idades de 67h e 115 h. (*)Houve um aumento
significativo de WSP em todas as cepas de bioiflmes mistos e monoespécie ao passar de 67 h para
115 h. Biofilmes monoespécies: (#)Nas idades 67 e 115 h, AgtfB foi a cepa com menor contetdo de
WSP; (+)em 115 h, o biofilme formado por ASMu.525 apresentou também, menor quantidade de WSP
versus a cepa parental. Em biofilme misto: (#)AgtfB foi a cepa com menor contetdo de WSP na idade
67 h. Os dados representados sdo médias, e as barras de erro correspondem ao desvio padréo (*, * e
#: p<0,05, ANOVA dois critérios, seguido do teste de Tukey).

Fonte: Elaboracgéo propria

Para exopolissacarideos insoltveis em agua houve diferencas significativas na
guantidade detectada nas idades 67 e 115 h para todas a cepas de S. mutans nos
biofilmes monoespécie e mistos (comparacdo entre todas as cepas). Em biofilmes
mistos, na idade de 115 h, detectou-se menor quantidade significativa de ASP em
biofilmes formados pela cepa AgtfB comparada com a cepa parental e as mutantes
ASMu.1538 e ASMu.1541 e as demais cepas tem quantidade similar de ASP versus
biofilmes formados pela cepa parental (Figura 23). Essa menor quantidade de ASP
em biofilmes formados pela mutante do gene gtfB é esperada, pois a enzima
codificada por esse gene € uma das responsaveis pela sintese de ASP (Bowen e
Koo?, 2011; Xiao et al*?3, 2012). Ainda, como observado para WSP na MEC ocorre
um aumento acentuado na quantidade de ASP de 67 para 115 h em biofilmes
monoespécie e mistos para todas as cepas de S. mutans avaliadas (p<0,05, ANOVA

um critério, seguido do teste de Tukey).
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Figura 23 - Exopolissacarideos insoltveis na MEC dos biofilmes monoespécie e mistos
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Biofilmes monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67 h e 115 h. (*)Houve um aumento
significativo de 67 para 115 h nos biofilmes mistos e monoespécie. Em biofilme monoespécie: (#)Na
idade 115 h, AgtfB foi a cepa com menor quantidade de ASP versusASMu.526. Em biofilme misto:
(#)Na idade 115 h, AgtfB foi a cepa com menor quantidade de ASP versus as cepas parental UA159,
ASMu.1538 e ASMu.1541. Os dados representados sdo médias, e as barras de erro correspondem ao
desvio padrao (* e #: p<0,05, ANOVA dois critérios, seguido do teste de Tukey).

Fonte: Elaboragéo propria

5.2.4 Proteinas solUveis em duas fases de formacao

O total de proteinas foi maior quando os biofilmes monoespécie atingiram a
idade de 115 h, observando-se valores maiores para os biofilmes formados pelas
cepas parental, ASMu.525, ASMu.1538. A quantidade de proteinas soluveis na MEC
de biofilmes mistos e monoespécie na idade de 67 h ndo apresentou diferencas
significativas entre as cepas testadas. Na idade 115 h, biofilme monoespécie de AgtfB
apresentou a menor quantidade de proteina na MEC em relacdo as demais cepas de
S. mutans. J& em biofilme misto, na idade de 115 h, houve diferenca significativa
apenas para AgtfB (vs. cepas parental UA159 e ASMu.1541), que apresentou menor
guantidade de proteina soltivel na MEC (Figura 24B).
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Figura 24 - Proteinas sollveis na MEC recuperadas de biofilmes monoespécie e mistos
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Biofilmes monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67 h e 115 h. (*)Houve um aumento
significativo de 67 para 115 h para as cepas ASMu.525, ASMu.1538 e ASMu.1541 em biofilmes
monoespécie. (#)Na idade de 115 h de biofilmes monoespécie, houve uma diminuicdo de proteinas
para AgtfB vs. todas as cepas exceto ASMu.526. (#)Na idade 115 h de biofilmes mistos, AgtfB
apresentou a menor quantidade de proteinas na MEC vs. todos os outros biofilmes com a mesma idade.
Os dados representados sdo médias, e as barras de erro correspondem ao desvio padrao (* e #: p<0,05,
ANOVA dois critérios, seguido do teste de Tukey).

Fonte: Elaboragéo propria

5.3 Estrutura 3D dos biofilmes

A organizacao estrutural 3D foi avaliada em biofilmes monoespécie na idade
115 h e as imagens representativas estdo apresentadas na Figura 25. Tal como
esperado, o biofilme formado pela cepa parental UA159 apresenta microcolénias bem
definidas envolvidas com matriz de ESP, enquanto biofilme formado pela cepa AgtfB
carece de microcolbnias definidas (Koo et al.>°, 2010; Xiao et al.1?3, 2012). Isto ocorre
porque a cepa mutante AgtfB ndo possui a enzima GtfB funcionando para a producao
de ASP em superficies bacterianas; embora enzima GtfC esteja ativa, a mesma tem
afinidade para a superficie de sHA, e forma um tapete de matriz de EPS nela (Koo et
al.5®, 2010; Xiao et al.*?3, 2012), como observado na Figura 25. A estrutura 3D dos
biofilmes formados por ASMu.525, ASMu.526 e ASMu.1541 sao semelhantes e
apresentam microcolénias maiores e mais definidas em comparacdo com cepa
parental UA159. No entanto, os biofilmes formados pela cepa ASMu.1538 apresentam

microcolbnias maiores e demarcadas, bem como areas sem microcoldnias.
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Figura 25 - Arquitectura 3D de biofilmes monoespécie
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Esta figura exibe imagens representativas de renderizagdes 3D dos biofilmes monoespécie formados
por S. mutans cepa parental (UA159) e mutantes (AgtfB, ASMu.525, ASMu526, ASMu.1538 e
ASMu.1541) com idade de 115 h. A cor verde representa o contetdo bacteriano em cada biofilme,
enquanto que a cor vermelha representa ESP na matriz extracelular.

Fonte: Elaboragao propria
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6 DISCUSSAO

O entendimento de todos os eventos biolégicos que ocorrem na construg¢éo do
biofilme é pertinente, especialmente os que acontecem no desenvolvimento da MEC.
Deste modo, pode se desenvolver abordagens eficazes para prevenir e tratar biofilmes
patogénicos. Assim, 0 presente estudo avaliou a composi¢do bioquimica da MEC,
detectando a presenca e conteudo de eDNA, ALT, exopolissacarideos sollveis e
insolUveis, e proteinas soluveis. Em geral, os componentes foram mais abundantes
na idade de 115 horas, e existe uma quantidade relativamente maior deles em
biofilmes monoespécie, quando comparado com biofilmes mistos. Este fendmeno
pode ocorrer devido a presenca de outras espécies no biofilme de espécies mistas,
gue podem interferir ou estimular os componentes especificos na MEC. Além disso, a
eliminacao de genes especificos afeta a MEC ndo sé na composicdo, mas também

na dindmica de populacdes e arquitetura 3D de biofilmes cariogénicos.
6.1 Andlise de biofilmes monoespécie e mistos

6.1.1 pH de meios de cultura de biofilmes monoespécie e mistos

Os meios de culturas de todos os biofilmes testados tém o pH mais baixo na
presenca dos dois carboidratos (pH critico para desmineralizagdo do esmalte
dentario), o que pode tornar o biofilme em estudo ainda mais cariogénico, e pode
resultar em biofilmes mais robustos, coesivos e aderentes a superficie dentéria.
Embora os comportamentos dos biofilmes tenham sido relativamente parecidos para
todas as cepas testadas, os valores de pH em biofilmes monoespécie foram em média
menores do que em biofilmes mistos nas idades 19, 29, 43, 53, 67, 77 e 101 h. Um
menor pH em biofilmes monoespécie pode ser justificado pela auséncia de
competicdo por nutrientes e por metabdlitos entre as cepas como ocorre nos biofilmes

mistos.

O conceito de pH critico foi introduzido por Stephan'l® (1940), e revisado
recentemente por Bowen® (2013). Isto aconteceu porque o meio de cultura continha
mais carboidratos (0,5% de sacarose + 1% de amido) para serem metabolizados em
acido (e também exopolissacarideos) no periodo anterior a verificacdo do pH, o que
era desejado pelo desenho experimental utilizado (i.e., desafio cariogénico),

ratificando assim que o biofilme na presenca de alta concentracdo de sacarose e
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amido claramente aumenta a sua acidez. Na dieta moderna, a sacarose e o0 amido sédo
ingeridos simultaneamente ou intercalados, e tem sido sugerido que o amido pode
aumentar o poder cariogénico da sacarose (Duarte et al.?4, 2008; Klein et al.>? %3, 2009,
2010; Ribeiro et al.%, 2005).

6.1.2 Populag&o microbiana dos biofilmes

A relagcdo entre a abundancia de carboidratos sacarose e amido e o tempo
poderia ajudar a aumentar a aderéncia de microrganismos a superficie de
hidroxiapatita e a matriz, formando assim biofiimes mais maduros, que podem ser
evidenciados em 115 h (Kuramitsu et al.?4, 1980; Rolla et al.?8, 1980). S. mutans e S.
gordonii estdo presentes durante todo o processo de crescimento até atingirem a
idade de 115 h, enquanto A. naeslundii acompanhou este processo, mas na fase final
ndo foi observado via método de cultivo. S. mutans é a espécie cariogénica que
aumenta sua populacdo conforme o tempo passa, sob condi¢des adequadas, mas
nem sempre € o organismo mais abundante na comunidade colonizadora inicial na
superficie do dente (Takahashi, Nyvad''3 2011, Tanzer et al.11¢, 2012, Mattos Graner
et al.’8, 2014). Assim, condicdes favoraveis, como abundancia de carboidratos
fermentaveis (para producédo de acido) e que funcionam como substrato (sacarose) e
aceptores (hidrolizados de amido) para enzimas que sintetizam WSP e ASP, podem
promover o crescimento da espécie S. mutans (Bowen, Koo, 2011). A competicdo
entre os produtores de alcali (S. gordonii e A. naeslundii utilizados aqui) e S. mutans
parece ser mascarada no desenho experimental utilizado, pois S. mutans se torna a

espécie majoritaria em biofilmes maduros.

No modelo in vitro utilizado no presente estudo, observa-se que mesmo tendo
a presenca de saliva no meio de cultura, o desafio cariogénico utilizando a combinagéo
de sacarose e amido favoreceu o desenvolvimento da populagdo de S. mutans na
presenca de S. gordonii e A. naeslundii. As espécies S. gordonii e A. naeslundii sdo
capazes de produzir amonia utilizando substratos salivares como a arginina (S.
gordonii) via sistema de desaminacdo de arginina (ADS) e uréia (A. naeslundii) via
enzima urease (Liu et al.?%, 2012; Nascimento et al.81, 2013). Presumivelmente, as
bactérias produtoras de alcali protegeriam contra a acidificacdo do biofilme e
impediriam o crescimento ou a dominancia de microrganismos cariogénicos que

prosperam em condicfes acidas, e ao mesmo tempo ajudariam a prevenir os efeitos
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deletérios da desmineralizacdo. Nota-se que a expressao e atividade de ADS e urease
€ aumentada em resposta a niveis elevados de arginina e uréia, valores de pH baixos
(i.e., &cidos, como os encontrados nos meios de cultura — Figura 13) e em interagcfes
entre espécies (como observado entre S. gordonii e A. naelundii) (Jakubovics et al.#’,
2008; Liu et al.?°, 2012). Esses mecanismos podem fornecer as bactérias produtoras
de &lcali uma vantagem competitiva quando o ambiente do biofilme se torna
acidificado, potencialmente resultando em diminuicdo do risco de carie. Nesse
sentido, o aumento do metabolismo de arginina associado ao uso de dentifricio
contendo arginina pode exercer um efeito inibitorio de céarie clinicamente (Nascimento
et al.8l, 2014). Porém, as espécies que possuem ADS e urease também sdo
acidogénicas e aciduricas. Se o uso de arginina e de uréia é apenas para neutralizar
o ambiente acidico em biofilmes ou se esses sistemas sao ativados para competir
contra outras espécies aciduricas e afetar a constru¢cdo da MEC, isso ainda precisa
ser bem elucidado. Um estudo recente utilizou aplicacéo tépica de arginina e verificou
gue a presenca elevada da mesma influenciou negativamente na quantidade de EPS
na matriz de biofilmes mistos (He et al.*?, 2016), contendo 0s microrganismos
utilizados no presente estudo. Portanto, o entendimento desta dinamica populacional
€ importante para a aplicacdo de estratégias de controle de biofilme patogénico (i.e.,

inativacao de espécies especificas ou de vias metabdlicas dessas espécies).

6.1.3 Peso seco insoluvel - Biomassa nas duas fases de formacao

Ocorre um aumento progressivo na biomassa de todos os biofilmes de 67 para
115 h, e este aumento pode estar relacionado com o aumento de componentes
especificos na MEC. Assim, a avaliacao dos componentes da MEC pode revelar quais

componentes contribuem para essa elevag¢ao na biomassa.

6.1.4 Proteinas do biofilme em duas fases de formacéao

As proteinas na porc¢ao insoluvel dos biofilmes n&o vaiaram muito nos biofilmes
monoespécie e mistos com o tempo, exceto em biofilmes formados pelas cepas
ASMu.1538 e ASMu.1541. Esses dados foram inesperados, pois esperava-se que um
aumento desse componente ocorreria com o desenvolvimento dos biofilmes, e isso
fosse correlacionado positivamente com o aumento na populacdo bacteriana, o que

Nao ocorreu.
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6.2 Andlise dos componentes da matriz extracelular de biofilmes monoespécie

e mistos
6.2.1 eDNA em duas fases de formacgéo

Houve maior similaridade na quantidade de eDNA nos biofilmes mistos
comparados aos monoespécie. Isso pode ser porgue as outras espécies (S. gordonii
e A. naelundii) também contribuem para a presenca de eDNA na MEC, embora S.
mutans possa ser o principal contribuinte por ser a espécie majoritaria nessa

populacao.

As cepas mutantes ASMu.525 e ASMu.526 geralmente apresentaram as
maiores quantidades de eDNA comparadas a todas as cepas testadas em biofilmes
monoespécie e mistos. Porém, esses dados ndo eram esperados, pois a expectativa
era de que a auséncia dos genes IytTS ocasionasse um decréscimo de eDNA na MEC,
quando comparado a cepa parental. Assim, 0 mecanismo exato de como 0s genes
IytTS tem participacdo na modulacdo de eDNA na matriz extracelular ainda precisa
ser desvendado. Portanto, pode ser postulado que a discrepancia observada quando
o sistema IytTS néo esta intacto pode ser devido (1) ao aumento na remodelagem da
parede celular, o que aumentaria a secre¢ao de microvisiculas contendo eDNA ou, (2)
ativacdo de vias metabdlicas alternativas que culminam com uma liberacao
aumentada de eDNA na matriz. Assim, 0s genes IytTS (ASMu.525 e ASMu.526)
poderiam ajudar a formacdo de uma matriz altamente coesiva que elevaria a producao
de eDNA e exopolissacarideos. Ainda, eDNA confere carga negativa a MEC, e as
guantidades detectadas poderiam influenciar a acdo de agentes preventivos ou

terapéuticos catidnicos (e.g., acéo limitada de clorexidina, Xiao et al'?3, 2012).

6.2.2 Acidos lipoteicéicos em duas fases de formacao

A presenca de ALT na MEC de bioflmes cariogénicos poderia contribuir para o
desenvolvimento da matriz, mas 0 mecanismo exato ndo é conhecido. A maior
quantidade de ALT para as cepas ASMu.1538 (mesmo ndo sendo estatisticamente
significante) e ASMu.1541 foi um dado inesperado, assim a auséncia dos genes
operon dItABCD pode ser compensada de alguma maneira desconhecida,
ocasionando aumento com o tempo de ALT na MEC dos biofilmes formados por estas
cepas. Portanto, pode se postular que existe um aumento na remodelagem da parede

celular, que poderia estar relacionado ao aumento de UFC nos biofilmes formados por
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pelas cepas ASMu.1538 e ASMu.1541, o que torna esses genes relevantes como
alvos para futuras terapias, como sugerido previamente (Qiu et al.®, 2015). Ainda, o
processo de adicdo de residuos de D-alanina mediado pelo operon dItABCD
(Neuhaus, Baddiley®?, 2003) durante a formacédo de ALT pode conferir resiténcia a
antimicrobianos catiénicos em Streptococcus pneumoniae (Kovacs et al.?, 2006),
mas como esse processo afetaria estratégias contra biofilmes cariogéncios ainda

necessita ser estudado.

6.2.3 Exopolissacarideos solluveis e insoluveis na MEC em duas fases de

formacao

Com o amadurecimento dos biofilmes, ocorre um aumento significativo de ASP
e WSP na MEC dos biofilmes monoespécie e mistos formados por todas as cepas.
Esse aumento na quantidade de EPS insoluvel e soluvel pode estar diretamente
relacionado com o0 aumento na biomassa total para todas as cepas de S. mutans em
biofilmes monoespécie e mistos; exceto para o conteddo de ASP da cepa AgtfB em
biofilme monoespécie (correlagéo de Person correlation — APENDICE A) e ASMu.525
em biofilme misto (correlacdo de Person correlation - APENDICE B). Ainda, uma
tendéncia similar de aumento de EPS solivel com aumento de biomassa foi
observada para todas as cepas e tipos de biofilmes (correlagdo de Person correlation
- APENDICE C e D), exceto para o contetido de WSP da cepa ASMu.526 em biofilme

misto (correlacdo de Person correlation - APENDICE D).

6.2.4 Proteinas soluveis em duas fases de formacéao

O conteldo de proteinas soltuveis na MEC de biofilmes monoespécie aumentou
com o envelhecimento para a cepa parental e as cepas ASMu.525, ASMu.1538 e
ASMu.1541. Porém, os biofilmes mistos ndo apresentaram diferencas acentuadas na
guantidade de proteinas soliveis na MEC com o passar do tempo. Na literatura ndo
h& relatos sobre esse componente da MEC em biofilmes cariogénicos e ndao houve

associagao com os outros componentes da MEC.

6.3 Estrutura 3D dos biofilmes

A inativacdo do gene SMu.1538 teve maior influéncia sobre a organizacdo 3D

de S. mutans em biofilmes cariogénicos, comparados as cepas parental e outras
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mutantes (exceto AgtfB). A forma de microcoldnias bacterianas e a distribuicdo de
EPS podem influenciar na difusdo dos metabdlitos e na acdo de agentes
antimicrobianos sobre os microrganismos. Em estudos anteriores, foi demonstrado
que dentro das microcol6nias maiores, nichos acidos séo criados (Xiao et al*?3, 2012),
promovendo a desmineralizacdo dentaria. Assim, estudos futuros devem demonstrar
como os genes especificos testados aqui podem influenciar terapias antibiofilme e

direcionar melhor opcéo de tratamento.

Em biofilmes mistos, € evidente a presenca de todos os componentes da MEC,
porém as trés espécies utilizadas poderiam estar produzindo eDNA, ALT e ESP
(Neuhaus, Baddiley®? 2003, Klein et al.>2, 2009), mas o impacto exato de cada espécie
durante a construgdo da MEC é desconhecido, embora S. mutans aparente ser o
principal patégeno sob condicdes cariogénicas (Rolla et al.?®, 1983). Na fase transicdo
(67 h) e maturagéo (115 h) na presencga dos carboidratos, eDNA e ALT sao liberados

na MEC, mas as quantidades foram mais elevadas na idade de 115 h.

A libertacdo de eDNA pode ser devido a inducdo da expressao de genes IytTS
(Klein et al.%3, 2010). Assim, a inativacdo desses genes nas ASMu.525 e ASMu.526
deveria afetar negativamente a deteccéo de eDNA na MEC. Portanto, a decteccao de
guantidades elevadas de eDNA em ambos biofilmes de 67 e 115 h, monoespécie e
mistos, foi inesperada e, logo, outros fatores podem estar influenciando a presenca e
a guantidade de eDNA na matriz. A falta de gene IytTS, representada pela cepa
ASMu.525, influenciou o aumento do conteudo de WSP, de 67 para 115 h em biofilmes

monoespécie, tornando a cepa ASMu.525 mais relevantes para futuras pesquisas.

Os genes do sistema operon dItABCD estdo associados ao metabolismo de
ALT (Neuhaus, Baddiley®?, 2003). Em adicdo, os genes dItA e dItD, representados
pelas cepas ASMu.1538 e ASMu.1541, influenciaram a produgcédo de todos os
componentes da MEC e do biofilme, observando-se aumento de ALT em biofilmes
monoespécie (67 h).

Portanto, estratégias preventivas e/ou intervencdes terapéuticas que afetem o
desenvolvimento dos biofilmes, especificamente os componentes da MEC, poderiam

minimizar a patogenicidade dos mesmos.
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7 CONCLUSAO

As altas concentracbes de carboidrados (sacarose e amido) e o tempo
influenciam o desenvolvimento populacional e outros componentes, bem como a
acidez do biofilme, favorecendo a cariogenecidade e maturacdo do mesmo. Isso é
evidenciado pela presenca e aumento de todos os componentes dos biofilmes
avaliados, assim proporcionalmente se demonstra aumento na biomassa desses

biofilmes. Portanto, as conclusdes especificas desta pesquisa sao:

A auséncia dos genes gtfB, IytT, IytS, dItA e dItD nédo influenciou na dinamica de

crescimento populacional das cepas de S. mutans em biofilme monoespécie ou

misto, embora a arquitetura do biofilme das cepas knockout seja nitidamente

diferente da cepa parental (UA159).

e A auséncia do gene gtfB reduziu a producdo total de proteinas e de EPS sollveis
e insoluveis em biofilme monoespécie e biofilme misto.

e A auséncia dos genes IytT e IytS induziram maior liberagdo de eDNA. O mesmo
ocorreu para os genes dItA e ditD quanto a presenca de ALT.

e S. mutans possivelmente apresenta outros sistemas que sao ativados para

compensar a auséncia de atividades dos sistemas IytTS e ditABCD que também

mantém as propriedades estruturais e funcionais da MEC do biofilme.



84

REFERENCIAS*

1.

10.

11.

12.

Ahn Ahn SJ, Rice KC, Oleas J, Bayles KW, Burne RA. The Streptococcus mutans
Cid and Lrg systems modulate. virulence traits in response to multiple
environmental signals. Microbiology. 2010; 156(10): 3136-47.

Allesen-Holm M, Barken KB, Yang L, Klausen M, Webb JS, Kjelleberg S, etal. A
characterization of DNA release in Pseudomonas aeruginosa cultures and
biofilms. Mol Microbiol. 2006; 59(4): 1114-28.

Banas JA, Vickerman MM. Glucan-binding proteins of the oral streptococci. Crit
Rev Oral Biol Med. 2003; 14(2): 89-99.

Banas JA. Virulence properties of Streptococcus mutans. Front Biosci. 2004;
9(1): 1267-77.

Becker MR, Paster BJ, Leys EJ, Moeschberger ML, Kenyon SG, Galvin JL, et al.
Molecular analysis of bacterial species associated with childhood caries. J Clin
Microbiol. 2002; 40(3): 1001-9.

Bergeron LJ, Morou-Bermudez E, Burne RA. Characterization of the
fructosyltransferase gene of Actinomyces naeslundii WVU45. J Bacteriol. 2000;
182(13): 3649-54.

Bowen WH, Schilling K, Giertsen E, Pearson S, Lee SF, Bleiweis A, et al.. Role
of a cell surface associated protein in adherence and dental caries. Infect Immun.
1991; 59(12): 4606-9.

Bowen WH, Koo H. Biology of Streptococcus mutans derived
glucosyltransferases: role in extracellular matrix formation of cariogenic biofilms.
Caries Res. 2011; 45(1): 69-86.

Bowen WH. The Stephan curve revisited. Odontology. 2013; 101(1): 2-8.

Bowen W.H. Dental caries — not just holes in teeth! A perspective. Mol Oral
Microbiol. 2015; 31(3): 228-33.

Burt BA, Loesche WJ, Eklund SA. Stability of selected plague species and their
relationship to caries in a child population over 2 years. Caries Res. 1985; 19(13):
193-200.

Branda SS, Vik S, Friedman L, Kolter R. Biofilms: the matrix revisited. Trends
Microbiol. 2005; 13(1): 20-6.

* De acordo com o Guia de Trabalhos Académicos da FOAr, adaptado das Normas Vancouver.
Disponivel no site da Biblioteca: http://www.foar.unesp.br/#biblioteca/manual.



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

85

Brock JH, Reiter B. Chemical and biological properties of extracellular slime
produced by Staphylococcus aureus grown in high-carbohydrate, high-salt
medium. Infect Immun. 1976; 13(3): 653—60.

Chatfield CH, Koo H, Quivey RG Jr. The putative autolysin regulator LytR in
Streptococcus mutans plays a role in cell division and is growth-phase regulated.
Microbiology. 2005; 151(2): 625-31.

Chiu TH, Baker JJ. Lipoteichoic acid from Streptococcus sanguis is a natural
glucosyl acceptor for glucosyltransferases. Biochem Biophys Res Commun.
1994; 202(3): 1407-12.

Wright CJ, Burns LH, Jack AA, Back CR, Dutton LC, Nobbs AH, et al.. Microbial
interactions in building of communities. Mol Oral Microbiol. 2013; 28(2): 83—-101.

Ciardi JE, Rdlla G, Bowen WH, Reilly JA. Adsorption of Streptococcus mutans
lipoteichoic acid to hydroxyapatite. Scand J Dent Res. 1977; 85(6): 387-91.

Ciardi JE, Reilly JA, Haller RH, Bowen WH, Rglla G. The role of lipoteichoic acid
in the adherence and colonization of oral streptococci. New York, N.Y: Academic
Press; 1981.

Costa SM, Adelario AK, Vasconcelos M, Abreu MHNG. Modelos explicativos da
carie dentéria: do organicista ao ecossistémico. Pesq Bras Odontoped Clin
Integr. 2012; 12(2): 285-91.

Cross SE, Kreth J, Zhu L, Sullivan R, Shi W, Qi F, et al. Nanomechanical
properties of glucans and associated cell-surface adhesion of Streptococcus
mutans probed by atomic  force microscopy  under in situ
conditions. Microbiology. 2007; 153(9): 3124-32.

Das T, Sharma PK, Busscher HJ, van der Mei HC, Krom BP. Role of extracellular
DNA in initial bacterial adhesion and surface aggregation. Appl Environ Microbiol.
2010; 76(10): 3405-8.

De Carvalho F, Silva D, Hebling J, Spolidorio LC, Spolidorio DM. Presence of
mutans streptococci and Candida spp. In dental plaque/dentine of carious teeth
and early childhood caries. Arch Oral Biol. 2006; 51(11): 1024-8.

Denapaite D, Bruckner R, Hakenbeck R, Volimer W. Biosynthesis of teichoic
acids in Streptococcus pneumoniae and closely related species: lessons from
genomes. Microb Drug Resist. 2012; 18(13): 344-58.

Duarte S, Klein Ml, Aires CP, Cury JA, Bowen WH, Koo H. Influences of starch
and sucrose on Streptococcus mutans biofilms. Oral Microbiol Immunol. 2008;
23(3): 206-12.

Dubois M, Gilles KA, Hamilton JK, Rebers PA, Smith F. Colorimetric method for
determination of sugars and related substances. Anal Chem. 1956; 28(3): 350—
6.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nobbs%20AH%5Bauth%5D

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

86

Ellwood DC, Tempest DW. Effects of environment on bacterial wall content and
composition. Adv Microb Physiol. 1972; 7: 83-116.

Falsetta ML, Klein MI, Colonne PM, Scott-Anne K, Gregoire S, Pai CH, et al.
Symbiotic relationship between Streptococcus mutans and Candida albicans
synergizes virulence of plaque biofilms in vivo. Infect Immun. 2014, 82(5): 1968-
81.

Fejerskov O. Changing paradigms in concepts on dental caries: consequences
for oral health care. Caries Res. 2004; 38(3): 182- 91.

Firestone AR, Shmid R, Muhlemann HR. Cariogenic effects of cooked wheat
starch alone or with sucrose and frequency-controlled feedings in rats. Arch Oral
Biol. 1982; 27(9): 759-63.

Filtzgerald RJ, Keyes PH. Demonstration of the etiologic role of streptococci in
experimental caries in the hamster. J Am Dent Assoc. 1960; 61(1): 9-19.

Flemming HC, Wingender J. The biofilm matrix. Nat Rev Microbiol. 2010; 8(9):
623-33.

Fu DT, Robyt JF. Maltodextrin acceptor reactions of Streptococcus mutans 6715
glucosyltransferases. Carbohydr Res. 1991; 217: 201-11.

Gotz F. Staphylococcus and biofilms. Mol Microbiol. 2002; 43(6): 1367—78.

Gregoire S, Xiao J, Silva BB, Gonzalez I, Agidi PS, Klein Ml, et al. Role of
glucosyltransferase B in the interactions of Candida albicans with Streptococcus
mutans and experimental pellicle formed on hydroxyapatite surface. Appl Environ
Microbiol. 2011; 77(18): 6357-67.

Gronroos L, Saarela M, Matto J, Tanner-Salo U, Vuorela A, Alaluusa S. Mutacin
production by Streptococcus mutans may promote transmission of bacteria from
mother to child. Infect Immun. 1998; 66(6): 2595- 600.

Gross M, Cramton SE, Gotz F, Peschel A. Key role of teichoic acid net charge in
Staphylococcus aureus colonization of artificial surfaces. Infect. Immun. 2001;
69: 3423-6.

Guo L, ShiW. Salivary biomarkers for caries risk assessment. J Calif Dent Assoc.
2013; 41(2): 107-18.

Haisman RJ, Jenkinson HF. Mutants of Streptococcus gordonii Challis over-
producing glucosyltransferase. J Gen Microbiol. 1991; 137(3): 483-9.

Hajishengallis E, Parsaei Y, Klein Ml, Koo H. Advances in the microbial etiology
and pathogenesis of early childhood caries. Mol Oral Microbiol. 2015; dec 30.
[Epub ahead of print].


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26714612
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26714612

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

87

Hannig C, Ruggeri A, Al-Khayer B, Schmitz P, Spitzmuller B, Deimling D, et al.
Electron microscopic detection and activity of glucosyltransferase B, C, and D in
the in situ formed pellicle. Arch Oral Biol. 2008; 53(11): 1003-10.

Hardy L, Jacques NA, Forester H, Campbell LK, Knox KW, Wicken AJ. Effect of
fructose and other carbohydrates on the surface properties, lipoteichoic acid
production, and extracellular proteins of Streptococcus mutans Ingbritt grown in
continuous culture. Infect Immun. 1981; 31(1): 78-87.

He J, Hwang G, Liu Y, Gao L, Kilpatrick-Liverman L, Santarpia P, et al. L-arginine
modifies the exopolysaccharides matrix and thwarts Streptococcus mutans
outgrowth within mixed-species oral biofilms. J Bacteriol. 2016; 198(19): 2651-
61.

Hogg SD, Whiley RA, De Soet JJ. Occurrence of lipoteichoic acid in oral
streptococci. Int J Syst Bacteriol. 1997; 47(1): 62-6.

Hope CK, Wilson M. Analysis of the effects of chlorhexidine on oral biofilm vitality
and structure based on viability profiling and an indicator of membrane integrity.
Antimicrob Agents Chemother. 2004; 48(5): 1461-8.

Hwang G, Klein MI, Koo H. Analysis of the mechanical stability and surface
detachment of mature Streptococcus mutans biofilms by applying a range of
external shear forces. Biofouling. 2014; 30(9): 1079-91.

Jacques NA, Hardy L, Campbell LK, Knox KW, Evans JD, Wicken AJ. Effect of
carbohydrate source and growth conditions on the production of lipoteichoic acid
by Streptococcus mutans Ingbritt. Infect Immun. 1979; 26(3): 1079-87.

Jakubovics NS, Gill SR, lobst SE, Vickerman MM, Kolenbrander PE. Regulation
of gene expression in a mixed-genus community: stabilized arginine biosynthesis
in Streptococcus gordonii by coaggregation with Actinomyces naeslundii. J
Bacteriol. 2008; 190(10): 3646-57.

Jakubovics NS, Palmer RJ. Oral microbial ecology. Norfolk: Caister Academic
Press; 2013.

Karatan E, Watnick P. Signals, regulatory networks, and materials that buid and
break bacterial biofilms. Microbiol Mol Bio. 2009; 73(2): 310-47.

Kassebaum NJ, Bernabé E, Dahiya M, Bhandari B, Murray CJ, Marcenes W.
Global burden of untreated caries: a systematic review and metaregression. J
Dent Res. 2015; 94(5): 650-8.

Keyes PH. The infectious and transmissible nature of experimental dental caries.
Arch Oral Biol. 1960; 1: 304-20.



52.

53.

54.

55.

56.

S57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

88

Klein MI, Duarte S, Xiao J, Mitra S, Foster TH, Koo H. Structural and molecular
basis of the role of starch and sucrose in Streptococcus mutans biofilms
development. Appl Environ Microbiol. 2009; 75(3): 837-41.

Klein MI, DeBaz L, Agidi S, Lee H, Xie G, Lin AH, et al. Dynamics of
Streptococcus mutans transcriptome in response to starch and sucrose during
biofilm development. PLoS One. 2010; 5(10): e13478.

Klein MI, Xiao J, Heydorn A, Koo H. An analytical tool-box for comprehensive
biochemical, structural and transcriptome evaluation of oral biofilms mediated by
mutans Streptococci. J Vis Exp. 2011; 25(47): e2512.

Klein MI, Xiao J, Lu B, Delahunty CM, Yates Ill JR, Koo H. Streptococcus mutans
protein synthesis during mixed-species biofilm development by high-throughput
quantitative proteomics. PLoS One. 2012; 7(9): e45795.

Klein MI, Falsetta ML, Xiao J, Bowen WH, Koo H. The role of extracellular
polysaccharides in virulent cariogenic oral biofilms. In: Jakubovics N, Palmer R,
eds. Oral microbial ecology. Norfolk: Caister Academic Press; 2013.

Klein MI, Hwang G, Santos PHS, Campanella OH, Koo H. Streptococcus mutans-
derived extracellular matrix in cariogenic oral biofilms. Front Cell Infect Microbiol.
2015; 5(10): 1-10.

Kneist S, Kubieziel H, Willershausen B, Kupper H, Callaway A. Modeling of S
mutans and A naeslundii acid production in vitro with caries incidence of low- and
high-risk children. Quintessence Int. 2012; 43(5): 413-20.

Koo H, Xiao J, Klein MI, Jeon JG. Exopolysaccharides produced by
Streptococcus mutans glucosyltransferases modulate the establishment of
microcolonies within multispecies biofilms. J Bacteriol. 2010; 192(12): 3024-32.

Kovacs M, Halfmann A, Fedtke I, Heintz M, Peschel A, Vollmer W, et al. A
functional dIt operon, encoding proteins required for incorporation of d-alanine in
teichoic acids in gram-positive bacteria, confers resistance to cationic
antimicrobial peptides in Streptococcus pneumoniae. J Bacteriol. 2006; 188(16):
5797-805.

Kreth J, Zhang Y, Herzberg MC. Streptococcal antagonism in oral biofilms:
Streptococcus sanguinis and  Streptococcus gordonii  interference  with
Streptococcus mutans. J Bacteriol. 2008; 190(13): 4632-40.

Kreth J, Vu H, Zhang Y, Herzberg MC. Characterization of hydrogen peroxide-
induced DNA release by Streptococcus sanguinis and Streptococcus gordonii. J
Bacteriol. 2009; 191(20): 6281-91.

Kuboniwa M, Lamont RJ. Subgingival biofilm formation. Periodontol 2000. 2010;
52(1): 38-52.



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

89

Kuramitsu HK, Wondrack L, McGuinness M. Interaction of Streptococcus mutans
glucosyltransferases with teichoic acids. Infect Immun. 1980; 29(2): 376-82.

Levine M. Susceptibility to dental caries and the salivary proline-rich proteins. Int
J Dent. 2011; 2011: €953412.

Lemos JA, Burne RA. A model of efficiency: stress tolerance by Streptococcus
mutans. Microbiology. 2008; 154(11): 3247-55.

Li Y, Burne RA. Regulation of the gtfBC and ftf genes of Streptococcus mutans
in biofilms in response to pH and carbohydrate. Microbiology. 2001;147(10):
2841-8.

Liao S, Klein MI, Heim KP, Fan Y, Bitoun JP, Ahn SJ, et al. Streptococcus mutans
extracellular DNA is upregulated during growth in biofilms, actively released via
membrane vesicles, and influenced by components of the protein secretion
machinery. J Bacteriol. 2014; 196(13): 2355-66.

Liu YL, Nascimento M, Burne RA. Progress toward understanding the
contribution of alkali generation in dental biofilms to inhibition of dental caries Int
J Oral Sci. 2012; 4(3): 135-40.

Loesche WJ. Role of Streptococcus mutans in human dental decay. Microbiol
Rev. 1986; 50(4): 353-80.

Manji F, Fejerskov O. Dental caries in developing countries in relation to the
appropriate use of fluoride. J Dent Res. 1990; 69: 733-41.

Mann EE, Rice KC, Boles BR, Endres JL, Ranijit D, Chandramohan L. Modulation
of eDNA release and degradation affects Staphylococcus aureus biofilm
maturation. PLoS One. 2009; 4(6): e5822.

Marcenes W, Kassebaum NJ, Bernabé E, Flaxman A, Naghavi M, Lopez A, et al.
Global burden of oral conditions in 1990-2010: a systematic analysis. J Dent
Res. 2013; 92(7): 592-7.

Marsh PD. Microbial ecology of dental plaque and its significance in health and
disease. Adv Dent Res. 1994; 8(2): 263-71.

Marsh PD. Are dental diseases examples of ecological catastrophes?
Microbiology. 2003; 149(2): 279-94.

Mattos-Graner RO, Klein MI, Smith DJ. Lessons learned from clinical studies:
roles of mutans streptococci in the pathogenesis of dental caries. Curr. Oral
Health Rep. 2014; 1(1): 70-8.

Melsen B, Kaae O, Roélla G, Fejerskov O, Karring T. Penetration of ions in human
dental plaque. Arch Oral Biol. 1979; 24(1): 75-81.



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

90

Melvaer KL, Helgeland K, Rélla G. Some physical and chemical properties of
'soluble’ and 'insoluble’ polysacharides produced by strains of Streptococcus
mutans and sanguis. Caries Res. 1972; 6(1): 79.

Melvaer KL, Helgeland K, Rolla G. A charged component in purified
polysaccharide preparations from Streptococcus mutans and Streptococcus
sanguis. Arch Oral Biol. 1974; 19(7): 589-95.

Miller CH. Degradation of Sucrose by Whole Cells and Plaque of Actinomyces
naeslundii. Infect immun. 1974; 10(6): 1280-91.

Nascimento MM, Liu Y, Kalra R, Perry S, Adewumi A, Xu X, et al. Oral arginine
metabolism may decrease the risk for dental caries in children. J Dent Res. 2013;
92(7): 604-8.

Neuhaus FC, Baddiley J. A contiem um of anionic charge: structures and
functions of D-alanyl-teichoic acids in gram-positive bacteria. Microbiol Mol Biol
Rev. 2003; 67(4): 686-723.

Newbrun E. Cariology. 2nd ed. Baltimore: Williams & Wilkins; 1983.

Nobbs AH, Lamont RJ, Jenkinson HF. Streptococcus adherence and
colonization. Microbiol Mol Biol Rev. 2009; 73(3): 407-50.

Oppenheim FG, Salih E, Siqueira WL, Zhang W, Helmerhorst EJ. Salivary
proteome and its genetic polymorphisms. Ann N Y Acad Sci 2007; 1098: 22-50.

Paes AF, Koo H, Bellato CM, Bedi G, Cury JA. The role of sucrose in cariogenic
dental biofilm formation--new insight. J Dent Res. 2006; 85(10): 878-87.

Palmer SR, Miller JH, Abranches J, Zeng L, Lefebure T, Richards VP, et al.
Phenotypic heterogeneity of genomically-diverse isolates of Streptococcus
mutans. PLoS One. 2013; 8(4): e61358.

Parisotto TM, Steiner-Oliveira C, Silva CM, Rodrigues LK, Nobre-dos-Santos M.
Early childhood caries and mutans streptococci: a systematic review. Oral Health
Prev Dent. 2010; 8(1): 59-70.

Parisotto TM, Stipp R, Rodrigues LK, Mattos-Graner RO, Costa LS, Nobre-Dos-
Santos M. Can insoluble polysaccharide concentration in dental plaque, sugar
exposure and cariogenic microorganisms predict early childhood caries? A
follow-up study. Arch Oral Biol. 2015; 60(8): 1091-7.

Paster BJ, Boches SK, Galvin JL, Ericson RE, Lau CN, Levanos VA, et al.
Bacterial diversity in human subgingival plaque. J Bacteriol. 2001; 183(12):
3770-83.

Perry JA, Cvitkovitch DG, Lévesque CM. Cell death in Streptococcus mutans
biofilms: a link between CSP and extracellular DNA. FEMS Microbiol Lett. 2009;
299(2): 261-6.



92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

91

Pratten J, Barnett P, Wilson M. Composition and susceptibility to chlorhexidine of
multispecies biofilms of oral bacteria. Appl Environ Microbiol. 1998; 64(9): 3515-
9.

Qiu W, Zheng X, Wei Y, Zhou X, Zhang K, Wang S, et al. D-Alanine metabolism
is essential for growth and biofilm formation of Streptococcus mutans. Mol Oral
Microbiol. 2015; 31(5): 435-44.

Quivey RG, Grayhack EJ, Faustoferri RC, Hubbard CJ, Baldeck JD, Wolf AS, et
al. Functional profiling in Streptococcus mutans: construction and examination of
a genomic collection of gene deletion mutants. Mol Oral Microbiol. 2015; 30(6):
474-95.

Reichmann NT, Grindling A. Location, synthesis and function of glycolipids and
polyglycerolphosphate lipoteichoic acid in Gram-positive bacteria of the phylum
Firmicutes. FEMS Microbiol Lett. 2011; 319(2): 97-105.

Ribeiro CC, Tabchoury CP, Del Bel Cury AA, Tenuta LM, Rosalen PL, Cury JA.
Effect of starch on the cariogenic potential of sucrose. Br J Nutr. 2005; 94(1): 44-
50.

Rogers JD, Palmer RJ, Kolenbrander PE, Scannapieco FA. Role of
Streptococcus gordonii amylase-binding protein A in adhesion to hydroxyapatite,
starch metabolism, and biofilm formation. Infect Immun. 2001; 69(11): 7046-56.

Rolla G, Oppermann RV, Bowen WH, Ciardi JE, Knox KW. High amounts of
lipoteichoic acid in sucrose induced plaque in vivo. Caries Res. 1980; 14(4): 235-
8.

Rolla G, Ciardi JE, Bowen WH. Identification of IgA, IgG, lysozyme, albumin,
alpha-amylase and glucosyltransferase in the protein layer adsorbed to
hydroxyapatite from whole saliva. Scand J Dent Res. 1983; 91(3): 186-90.

Sampaio-Maia B, Monteiro-Silva F. Acquisition and maturation of oral
microbiome throughout childhood: an update. Dent Res J. 2014; 11(3): 291-301.

Scannapieco FA, Torres Gl, Levine MJ. Salivary amylase promotes adhesion of
oral streptococci to hydroxyapatite. J Dent Res. 1995; 74(7): 1360-6.

Schachtele CF, Nobbs A, Zhang Y, Costalonga M, Herzberg MC. Oral
streptococci: commensals and opportunistic pathogens. Norfolk: Horizon
Scientific Press; 2007.

Schooling SR, Hubley A, Beveridge TJ. Interactions of DNA with biofilm-derived
membrane vesicles. J Bacteriol. 2009; 191(13): 44097-102.

Selwitz RH, Ismail Al, Pitts NB, Dental caries. Lancet. 2007; 369(9555): 51-9.



105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

92

Siqueira WL, Zhang W, Helmerhorst EJ, Gygi SP, Oppenheim FG. Identification
of protein components in in vivo human acquired enamel pellicle using LC-ESI-
MS/MS. J Proteome Res. 2007; 6(6): 2152-60.

Smith EG, Spatafora GA. Generegulation in S. mutans: complex control in a
complex environment. J Dent Res. 2012; 91(2): 133-41.

Socransky SS, Hubersak C, Propas D. Induction of periodontal destruction in
gnotobiotic rats by a human oral strain of Actinomyces naeslundii. Arch Oral Biol.
1970; 15(10): 993-5.

Spatafora GA, Sheets M, June R, Luyimbazi D, Howard K, Hulbert R, et al.
Regulated expression of the Streptococcus mutans dlt genes correlates with
intracellular polysaccharide accumulation. J Bacteriol. 1999; 181(8): 2363-72.

Steinberger RE, Holden PA. Extracellular DNA in single- and multiple-species
unsaturated biofilms. Appl Environ Microbiol. 2005; 71(9): 5404-10.

Stephan RM. Changes in hydrogen-ion concentrations on tooth surfaces and in
carious lesions. J Am Dent Assoc. 1940; 27: 718-23.

Stewart PS, Franklin MJ. Physiological heterogeneity in biofiims. Nat Rev
Microbiol. 2008; 6(3): 199-210.

Sutcliffe IC, Hogg SD. Extraction of lipoteichoic acid from Streptococcus mutans
with the nonionic detergent Triton-X- 114. J Microbiol Methods. 1993; 17(3): 215-
25.

Takahashi N, Nyvad B. The role of bacteria in the caries process: ecological
perspectives. J Dent Res. 2011; 90(3): 294-303.

Takahashi N. Oral microbiome metabolism: from "Who are tthey?" to "What are
they doing?". J Dent Res. 2015; 94(12): 1628-37.

Tanzer JM, Freedman ML, Fitzgerald RJ. Virulence of mutants defective in
glucosyltransferase, dextran mediated aggregation, or dextranase activity. In:
Mergenhgen, Rosan, eds. Molecular basis of oral microbial adhesion.
Washington DC: American society for microbiology; 1985.

Tanzer JM, Thompson A, Sharma K, Vickerman MM, Haase EM, Scannapieco
FA. Streptococcus mutans out-competes Streptococcus gordonii in vivo. J Dent
Res. 2012; 91(5): 513-9.

Takahashi N, Yamada T. Effects of pH on the glucose and lactate metabolisms
by the washed cells of Actinomyces naeslundii under anaerobic and aerobic
conditions. Oral Microbiol Immunol. 1999: 14(1): 60-5.

Torlakovic L, Klepac-Ceraj V, Ogaard B, Cotton SL, Paster BJ, Olsen I. Microbial
community succession on developing lesions on human enamel. J Oral Microbiol.
2012; 4: e16125.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16151131
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takahashi%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26377570
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takahashi+N%5BAuthor%5D+dental+biofilm+2015

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

93

Vacca-Smith AM, Venkitaraman AR, Quivey RG, Bowen WH. Interactions of
streptococcal glucosyltransferases with alpha-amylase and starch on the surface
of saliva-coated hydroxyapatite. Arch Oral Biol. 1996; 41(3): 291-8.

Vacca-Smith  AM, Bowen WH. Binding properties of streptococcal
glucosyltransferases for hydroxyapatite, saliva-coated hydroxyapatite, and
bacterial surfaces. Arch Oral Biol. 1998; 43(2): 103-10.

Van Hijum SA, Kralj S, Ozimek LK, Dijkhuizen L, van Geel-Schutten IG.
Structure-function relationships of glucansucrase and fructansucrase enzymes
from lactic acid bacteria. Microbiol Mol Biol Rev. 2006; 70(1): 157-76.

Weyne S. Dentistica: procedimentos preventivos e restauradores. Rio de
Janeiro: Quintessence; 1989.

Xiao J, Klein MI, Delahunty CM, Yates Ill JR, Lu B, Heydorn A, et al. The
exopolysaccharide matrix modulates the interaction between 3D architecture and
virulence of a mixed-species oral biofilm. PLoS Pathog. 2012; 8(4): €1002623.

Yamashita Y, Bowen WH, Burne RA, Kuramitsu HK. Role of the Streptococcus
mutans gtf genes in caries induction in the specific-pathogen-free rat model.
Infect Immun. 1993; 61(9): 3811-7.

Yaling L, Tao H, Jingyi Z, Xuedong Z. Characterization of the Actinomyces
naeslundii ureolysis and its role in bacterial aciduricity and capacity to modulate
pH homeostasis. Microbiol Res. 2006; 161(4): 304-10.

Zhang X, Senpuku H. Dynamic changes in the initial colonization of Actinomyces
naeslundii and Streptococcus gordonii using a new animal model. Jpn J Infect
Dis. 2013; 66(1): 11-6.

Zimmerman JN, Custodio W, Hatibovic-Kofman S, Lee YH, Xiao Y, Siqueira WL.
Proteome and peptidome of human acquired enamel pellicle on deciduous teeth.
Int J Mol Sci. 2013; 14(1): 920-34


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23429078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23429078
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Dados de correlacdo entre Biomassa e ASP de biofilmes monoespécie.
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BIOMASSA vs. ASP BIOFILMES MONOESPECIE

UA159 P<0,001 Significante
R=10,7854

AgtfB P=10,481 N&o significante
R=0,2315

ASMu.525 P= 0,045 Significante
R=0,5044

ASMu.526 P=10,013 Significante
R=0,521

ASMu.1538 P<0,001 Significante
R=0,7056

ASMu.1541 P= 0,009 Significante

R=0,5062
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APENDICE B

Dados de correlacdo entre Biomassa e ASP de biofilmes mistos.
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BIOMASSA vs. ASP BIOFILMES MISTOS

UA159 P<0,001 Significante
R=0,7125

AgtfB P=0,022 Significante
R=0,4206

ASMu.525 P=0,153 N&o significante
R=0,1925

ASMu.526 P= 0,004 Significante
R=0,5643

ASMu.1538 P<0,001 Significante
R= 10,7690

ASMu.1541 P<0,001 Significante

R=0,7292




APENDICE C

Dados de correlacdo entre Biomassa e WSP de biofilmes monoespécie.
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BIOMASSA vs. WSP BIOFILMES MONOESPECIE

UA159 P<0,001 Significante
R=0,7838

AgtfB P=0,0129 Significante
R=10,4771

ASMu.525 P<0,001 Significante
R=0,8067

ASMu.526 P<0,001 Significante
R=0,8010

ASMu.1538 P<0,001 Significante
R=0,8710

ASMu.1541 P=10,018 Significante

R=0,4393
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APENDICE D

Dados de correlacdo entre Biomassa e WSP de biofilmes mistos.
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BIOMASSA vs. WSP BIOFILMES MISTOS

UA159 P=0,001 Significante
R=0,8067

AgtfB P=0,013 Significante
R=0,4736

ASMu.525 P= 0,004 Significante
R=0,5770

ASMu.526 P=0,0815 N&o significante
R= 10,2728

ASMu.1538 P=10,010 Significante
R=0,4947

ASMu.1541 P=0,045 Significante

R=0,3418
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Médias e desvio padrdao dos componentes de biofiimes monoespécie de cada cepa
avaliada em duas idades.

Cepas ldade | ecy piofilme B'c’(rrg?sa eDNA (ng) | ALT (mg) | ASP (mg) \(’\é]sg)’
67h | 3,3E+06+3,2E+05 | 2,10£0,41 | 469,9t42,4 | 0,04%0,02 | 0,030,01 | 0,06£0,02
UAL59 115h | 2,3E+06+1,0E+06 | 3,01%0,41 | 318,350,3 |0,07+0,04 | 0,260,06 | 0,25:0,02
67h | 9,0E+06+6,2E+05 | 1,57%0,66 | 166,9t24,0 | 0,0520,02 | 0,01+0,00 | 0,02£0,00
AgtfB 115h | 7,7E+06+1,0E+06 | 3,26£1,35 | 257,0£12,7 |0,0820,01 | 0,16+0,07 | 0,180,01
67h | 6,1E+06+1,0E+06 | 1,4520,17 | 471,2+44,0 | 0,04+0,02 | 0,040,02 | 0,05+0,01
ASMu525 | 115h |4,2E+06+3,8E+06 | 4,07+0,82 | 412,0£9,7 |0,05%0,02 | 0,29+0,09 | 0,21%0,01
67h |5,7E+06+6,4E+05 | 1,700,36 | 464,1£70,3 | 0,030,01 | 0,05+0,02 | 0,06£0,01
ASMu526 | 115h | 3,3E+06+1,7E+06 | 3,90£0,51 |482,8+120,3 | 0,0520,06 | 0,31%0,10 | 0,22+0,02
67h | 2,6E+06+6,2E+05 | 1,39+0,46 | 258,1£58,9 | 0,0520,01 | 0,04+0,03 | 0,09%0,01
ASMu1538 [ 116h | 3,5E+06+3,1E+06 | 3,40+0,41 |302,3t71,1 |0,07+0,02 |0,26%0,12 | 0,23+0,03
67h | 7,0E+05+4,1E+05 | 1,65£0,49 | 251,5¢87,7 | 0,0620,01 | 0,04+0,03 | 0,08£0,01
ASMu1541| 115h | 3,4E+06+3,4E+06 | 3,3620,97 | 275,2£18,5 | 0,070,01 | 0,25%0,11 | 0,22+0,04

(Media £ desvio padrao)
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APENDICE F

Médias e desvio padrdo dos componentes de biofilmes mistos de cada cepa avaliada
em duas idades.

Cepas  |'9%% | URc/ biofilme Bio(magisa eDNA (ng) | ALT (mg) | ASP (mg) \é\r’%’
67h | 5,6E+05+2,4E+05 | 1,55%0,48 | 326,7+178 | 0,030,01 | 0,015£0,006 | 0,06£0,02
UA159 | 115h | 1,6E+063,7E+05 | 3,92¢0,45 | 342,733,8 | 0,06£0,01 | 0,320£0,139 | 0,20%0,02
67h | 5,6E+05+1,2E+05 | 1,78+0,50 | 306,3£93,3 | 0,04%0,01 | 0,01120,004 | 0,0220,00
AgtfB 115h | 1,6E+06+1,5E+05 | 3,32+1,09 | 309,7%123 | 0,06£0,02 | 0,1390,042 | 0,14%0,02
67h | 5,7E+05+8,4E+04 | 1,5740,59 | 317,0£125 | 0,0320,01 | 0,01020,003 | 0,0320,01
ASMu525 | 115h | 1,7E+06+1,8E+05 | 2,8620,61 | 500,9+42,6 | 0,05:0,01 | 0,202+0,080 | 0,1520,02
67h | 5,8E+05£6,9E+04 | 1,7740,59 | 305,6£107 | 0,03£0,00 | 0,0180,006 | 0,0420,01
ASMu526 | 115h | 1,6E+06£2,0E+05 | 3,13%0,71 | 489,038,4 | 0,03£0,02 | 0,209+0,080 | 0,15:0,05
67h |5,4E+055 1E+04 | 1,73%0,52 | 324,7£127 | 0,05£0,00 | 0,015:0,003 | 0,0420,01
ASMu1538 [ 115h | 1,2E+06+4,0E+05 | 3,37%0,74 | 324,4+58,3 | 0,06£0,01 | 0,302%0,117 | 0,1520,03
67h | 5,0E+05+1,6E+05 | 1,82£0,28 | 357,0£54,1 | 0,04%0,00 | 0,0190,005 | 0,0520,01
ASMu1541 [ 115h | 1,2E+06+4,7E+05 | 3,0720,85 | 318,9474,9 | 0,07£0,01 | 0,296+0,146 | 0,1520,05

(Media £ desvio padréo)
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ANEXO A

Aprovacédo do projeto pelo comité de ética em pesquisa da faculdade de odontologia
de Araraquara — FOAr/UNESP.

FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE gmm
ARARAQUARA - UNESP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Funcio de DMNA extracelular e de acidos lipoteicdicos na matriz extracelular de
biofilmes cariogénicos.

Pesquisador: MARLISE INEZ KLEIN

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 31717914.3.0000.5416

Institui¢io Proponente: Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 748.142
Data da Relatoria: 13/08/2014

Apresentagio do Projeto:

Projeto apresentado de forma clara e objetiva, com todos os detalhes necessarios para analize.

Objetivo da Pesquisa:

Os objetivos desse projeto sdo: 1) elucidar a fungfo de eDNA e ALT nas propriedades estruturais e
funcicnais da MEC (matriz extracelular); 2) determinar a dindmica de expressio dos genes de 5. mutans
associados com eDNA e ALT em biofilme cariogénico misto; 3) examinar o papel de eDNA & ALT na
colenizagdo dentdria e na formacdo de biofilme in vivo usande um modelo animal.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Os riscos & beneficios foram avaliados pelo pesgquisador rezsponsavel.

Comentarios e Consideragﬁes sobre a Pesquisa:

0 estudo provera base para terapias direcionadas aos elementos importantes na construgdo da MEC (matriz
extracelular) para prevenir efou atenuar biofilmes patogénicos Portanto estudo de relevéncia para a area em
questdo.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Termos foram apresentados adeguadamente.

Enderego:  HUMAITA 1880

Bairra: CEMTRO CEP: 14.201-203
UF: 5P Municipia: ARARAQUARA
Telefone:  1633-0184 Fax: 1833-0184 E-mail: cep@foarunesp.br. mnagle@foarunesp br

Pagina 01 de 02



FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE W
ARARAQUARA - UNESP

Confnuagdo do Parecer: 743,142

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
N&o existem pendéncias para o projeto.

Situagio do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Néo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Atendidas pendéncias de reunido de 26 de junho de 2014, considero APROVADO o protocolo.

ARARAQUARA, 12 de Agosto de 2014

Assinado por:
Mauricio Meirelles Magle
[Coordenador)
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Nao autorizo areproducdo deste trabalho, até 12 de agosto de 2018.

(Direitos de publicacéo reservado ao autor)

Araraquara, 12 de agosto de 2016.



