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Florez Salamanca EJ. Influéncia de Streptococcus mutans na construcdo da matriz
durante o desenvolvimento de biofilmes microcosmos expostos a desafio nutricional.
[tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2021.

RESUMO

A céarie é a doenca crbnica mais prevalente no mundo. Sua fisiopatologia esta
associada a fatores como: biofilmes (microrganismos e matriz extracelular); dieta rica
em carboidratos; tecidos dentarios e tempo de interagdo. Embora muitos modelos
laboratoriais tenham simplificado o estudo da cérie focando apenas no entendimento
em microrganismos especificos, mimetizar a cavidade bucal para o controle das
variaveis que influenciam a carie ainda € um dos maiores desafios. O objetivo do
estudo foi avaliar de forma longitudinal a importancia de Streptococcus mutans na
construcdo da matriz extracelular e na estruturagcdo de biofilmes polimicrobianos
associados a céarie. Foram desenvolvidos biofilmes microcosmos para avaliar o
desenvolvimento destas comunidades. Para isso a microbiota salivar humana foi
inoculada sobre discos de esmalte bovino em quatro desafios nutricionais ou modelos
de biofilme in vitro. Foram avaliados: pH dos meios de cultura; microdureza e
rugosidade dos discos de esmalte; biomassa total e dindmica populacional (via UFC.
mL1) dos biofilmes. Entre os modelos estudados o modelo 3 (M3) — ‘Trés refeicbes
diarias’ apresentou caracteristicas mais proximas da cavidade bucal, uma vez que o0s
valores de pH permaneceram préximos do neutro, apresentaram desmineralizacdo sultil
e progressiva do esmalte, ndo favoreceram grupos microbianos especificos e
permitiram o acumulo do biofilme, o que foi evidenciado pelo aumento da biomassa e
da microbiota total. M3 foi utilizado para testar duas estratégias de inoculagdo Unica
(UNI) e multipla (MULTI), a segunda visando simular a colonizacdo secundaria dos
microrganismos. Foram avaliados: pH dos meios de cultura; os biofilmes (arquitetura,
dinamica populacional microbiana via UFC. mL*%, sequenciamento de DNA e gPCR;
biomassa insolivel e componentes da matriz extracelular); e desmineralizagdo do
esmalte (via microdureza). As flutuacdes observadas no pH foram semelhantes as
relatadas na cavidade bucal, observando-se uma acidificacdo apoOs ingestdo de
carboidratos e a acdo tamponante da saliva, simulada com o retorno do caldo de
cultura de saliva com um pH neutro. A configuragcdo espacial foi semelhante a
encontrada em biofilmes orais associados com carie, representada por arquiteturas do
tipo ouricos (hedgehog) e espigas de milho (corncob). A representatividade dos
estreptococos do grupo mutans foi < 2 % da microbiota total cultivavel. O género
Streptococcus foi o0 mais abundante, porém, S. mutans nao foi detectado em nenhuma
amostra via sequenciamento. Na estratégia MULTI foi detectada uma maior diversidade
microbiana. Ao quantificar o nimero de células bacterianas via gPCR observou-se que
S. mutans representa < 0,01 % da saliva e < 0,005 % nos biofiimes. Conforme o
envelhecimento do biofilme, houve um aumento da biomassa, dos exopolissacarideos
e do DNA extracelular na matriz nas duas estratégias. O acumulo destes componentes
esta associado a uma estrutura coesa que pode favorecer a formacdo de nichos
acidos. O amadurecimento do biofilme e a desmineralizacdo do esmalte aconteceu de
forma independente a baixa proporcdo de S. mutans e da estratégia de inoculacéo,



diminuindo o protagonismo de certas espécies em uma doenca que possui carater
multifatorial.

Palavras — chave: Carie dental. Biofilme. Microbiota. Desmineraliza¢do. Carboidratos na dieta.



Florez Salamanca EJ. Influence of Streptococcus mutans on matrix construction during
the development of microcosm biofilms exposed to nutritional challenge. [tese de
doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2021.

ABSTRACT

Dental caries is the most prevalent chronic disease in the world. Its pathophysiology is
associated with factors such as biofilms (microorganisms and extracellular matrix),
carbohydrate-rich diet, dental tissues, and interaction time. Although many laboratory
models have simplified the study of caries by focusing only on understanding specific
microorganisms, mimicking the oral cavity to control the variables that influence caries
is still one of the greatest challenges. The study aimed to evaluate longitudinally the
importance of Streptococcus mutans constructing the extracellular matrix and
structuring polymicrobial biofilms associated with dental caries. Microcosm biofilms
were developed to assess the dynamics of these communities. For this purpose, the
human salivary microbiota was inoculated on bovine enamel discs in four biofilm models
in vitro. The following were assessed: pH culture media; microhardness and roughness
of enamel discs; total biomass and population dynamics (via CFU mL™?) of biofilms.
Among the models studied, model 3 (M3) - 'Three meals a day' presented
characteristics closest to the oral cavity since the pH values remained close to neutral,
subtle and progressive enamel demineralization, did not favor specific microbial groups,
and allowed the accumulation of biofilm, which was evidenced by the increase in
biomass and total microbiota. M3 was used to test two single (UNI) and multiple
(MULT]I) inoculation strategies, the second simulating the secondary colonization of
microorganisms. The following were assessed: pH of the culture media; biofilms
(architecture; microbial population dynamics via CFU mL, DNA and gPCR sequencing;
insoluble biomass and matrix components); and enamel demineralization (via
microhardness). The fluctuations observed in the pH were similar to those reported in
the oral cavity; there was acidification after exposure to carbohydrates, and the
buffering action of the saliva was simulated by returning biofilms to a saliva culture broth
with a neutral pH. The spatial configuration was similar to that found in oral biofilms
associated with caries, represented by hedgehogs and corn cobs architectures. The
representativeness of streptococci from the mutans group was < 2% of the total
cultivable microbiota. The genus Streptococcus was the most abundant; however, S.
mutans was not detected in any sample via sequencing. In the MULTI strategy, a
greater microbial diversity was detected. When quantifying the number of bacterial cells
via qPCR, it was observed that S. mutans represents <0.01% of saliva and <0.005% in
biofilms. As the biofilm aged, there was an increase in biomass, exopolysaccharides,
and extracellular DNA in the extracellular matrix in both inoculation strategies. The
accumulation of these components is associated with a cohesive structure that can
favor the formation of acidic niches. The maturation of the biofiim and enamel
demineralization occurred independently of the low proportion of S. mutans and the
inoculation strategy, reducing the role of specific species in the multifactorial disease.
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1 INTRODUCAO

A cérie € uma doenca que gera dor, sofrimento, diminuicdo em varias funcdes da
cavidade bucal, além do alto custo envolvido no tratamento. E uma das doencas mais
prevalentes no mundo, tornando-se um problema de sautde publica (Petersen 1, 2008;
Kassebaum et al. 2, 2015). Esta doenca é um processo biolégico dinamico que esta
fortemente relacionado com carboidratos presentes na dieta do hospedeiro e
estruturacdo de comunidades polimicrobianas (biofilmes), resultando na producéo de
acidos por estes microrganismos. Estes acidos interagem com as superficies dos
tecidos dentais, levando a perda de minerais nos tecidos e, consequentemente nas

lesGes de céarie (Selwitz et al. 3, 2007).

A cavidade bucal fornece condigcbes ideais para 0S microrganismos,
configurando um dos locais com maior densidade e diversidade do corpo humano (The
Human Microbiome Project consortium 4, 2012). A saliva é um fluido biol6gico da
cavidade bucal rico em agua, eletrolitos (sodio, célcio, potassio, magnésio, bicarbonato
e fosfato), restos de células epiteliais, imunoglobulinas, enzimas, proteinas,
polissacarideos, amodnia e ureia. Todos estes compostos fornecem nutrientes suficiente
para a sobrevivéncia de uma diversidade de microrganismos. Estes microrganismos
sao provenientes de diferentes nichos e estdo suspensos na saliva (forma plancténica),
conseguindo assim se dispersarem por toda a cavidade bucal (Humphrey e Williamson
5, 2001). Alguns destes microrganismos chamados de colonizadores iniciais
apresentam ferramentas biologicas para aderirem as superficies, tais como mucosas e
tecidos dentarios. Uma vez aderidos, o processo de colonizacdo das superficies e
formacdo de microcoldnias € iniciado. Outros grupos microbianos tém como papel a
colonizagdo secundaria e tardia, uma vez que possuem afinidade com alguns
elementos das superficies dos colonizadores iniciais e/ou com as substancias por eles
secretadas. Todo este processo resulta na construcdo de complexas comunidades

conhecidas como biofilmes (Rickard et al. , 2003).
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As propriedades e as atividades metabdlicas e fisiologicas que os
microrganismos apresentam na forma planctonica diferem de quando estdo na forma
de biofilme (Flemming et al. /, 2016). Nos biofilmes as células microbianas estéo
imersas em substancias poliméricas extracelulares hidratadas, tais como:
exopolissacarideos, proteinas e acidos nucléicos, entre outras. Estas substancias
constroem uma estrutura tridimensional (3D) conhecida como matriz extracelular

(Flemming e Wingender &, 2010).

Os microrganismos que constituem o biofilme estdo constantemente interagindo
entre si, seja se comunicando, competindo e/ou em forma de mutualismo, garantindo
assim a auto sobrevivéncia (Hooshangi e Bentley °, 2008). Como consequéncia destas
interacbes, ocorre algumas alteracbes no ecossistema oral, favorecendo grupos
microbianos especificos, e consequentemente um desbalanco entre 0s microrganismos
protetores e agressores. Este processo € denominado dishiose (Samaranayake e
Matsaruba °, 2017). A proliferacdo de algumas espécies de microrganismos pode
interferir na capacidade de reparo do hospedeiro, resultando em doencas (Rosier et al.
11.2018).

Nos biofilmes maduros associados as lesGes de céries ativas, observa-se uma
matriz extracelular coesa que favorece a acumulacdo de produtos metabdlicos como
acidos organicos, consequentemente favorecendo a queda de pH. Isso ocorre pois 0s
microrganismos em geral sdo versateis e conseguem utilizar uma ampla gama de
carboidratos provenientes da dieta do hospedeiro para a obtencdo de energia. Como
consequéncia, ha a producado de residuos metabdlicos, como alguns acidos organicos.
Estes microrganismos sdo denominados microrganismos acidogénicos (Loesche ',
1988). O entorno acido dentro do biofilme é hostil para alguns microrganismos,
reduzindo assim a diversidade microbiana. No entanto favorece a sobrevivéncia de
microrganismos que possuem a capacidade de prosperar em pH baixo, denominados
microrganismos acidaricos (Marsh 13, 2003; Takahashi e Nyvad 4, 2011). Além da
capacidade de sobreviverem no entorno acido, estes microrganismos também

possuem alguns sistemas que auxiliam na prevencao do acumulo de niveis toxicos de
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espécies reativas de oxigénio, garantindo sua sobrevivéncia quando submetido ao

estrese oxidativo (Lemos et al. 1%, 2019).

A estrutura coesa do biofilme dificulta a difusdo de &cidos para fora do biofilme, e
consequentemente, a difusdo da saliva para o interior dele, diminuindo assim a
capacidade tamponante da saliva, e dificultando o processo de remineralizagéo, uma
vez que os ions calcio, fosfato e fllor presentes na saliva ndo conseguem interagir com
os tecidos dentarios (Hicks et al. 6, 2004). Desta forma os microrganismos produtores
de acidogénicos e aciduricos tém sido considerados por anos como agentes etioldgicos
da carie. Por outro lado, é valido ressaltar que outros fatores contribuem para a
viruléncia, tais como a capacidade dos microrganismos de adesdo, de formacédo do
biofilme, de serem tolerancia a meios acidos e de producdo de bacteriocinas
(Takahashi 7, 2015).

Uma vez que as lesbes cariosas estdo associadas com a desmineralizagao,
diferentes estratégias tém sido utilizadas para representar e simular este processo.
Como por exemplo, o crescimento de microrganismos sobre tecidos dentarios, com
exposicao intermitente a diferentes tipos de carboidratos, gerando flutuacées de pH
(Maske et al. 8, 2017). De forma geral, independentemente dos modelos de biofilmes
utilizados, ha uma extrema dificuldade na reproducéo in vitro do ambiente natural
encontrado in vivo, tendo como principal barreira o controle dos multiplos fatores que
influenciam o crescimento microbiano. Entre os muitos modelos propostos, ha um
modelo que se pode considerar que melhor mimetiza o biofilme dental, tendo como
vantagem a utilizacdo de um in6culo de microbiota humana normal (saliva ou biofilme
dental de voluntéarios); este modelo é conhecido como biofilme microcosmo (Wimpenny
19/1981).

A maioria dos trabalhos tém focado o estudo na enumeracgéo de patégenos e/ou
identificacdo de novos microrganismos acidogénicos e aciddricos, na compreensao
destes e no desenvolvimento de estratégias especificas de biofilmes dentarios. Como
resultado, temos um grande acervo na literatura para melhor entendimento da

complexidade do processo carioso.
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Dentre véarios microrganismos estudados, destaca-se a espécie Streptococcus
mutans. Este microrganismo apresenta algumas caracteristicas que podem influenciar
no estabelecimento da cérie, como a capacidade de sintetizar exopolissacarideos
(Bowen e Koo 29, 2011). A presenca de glucanos e frutanos, influenciam na colonizacdo
de superficies duras, na construcdo da matriz extracelular do biofilme e na adeséo de
novas bactérias, modulando desta forma o desenvolvimento do biofilme cariogénico
(Bowen e Koo 20, 2011, Klein et al. 21, 2009). Adicionalmente, esses microrganismos
possuem mecanismos para liberar DNA extracelular e acidos lipoteicéicos, os quais
interagem com o0s exopolissacarideos. Esta interacdo torna mais estavel e coesa a
matriz conforme o biofilme envelhece, e consequentemente, dificulta a acao
tamponante da saliva (Koo, et al. 22, 2013; Liao et al. 23, 2014; Castillo Pedraza et al. 24,
2017).

Entende-se que para o estudo desta doenca, que esta fortemente relacionada
com os biofilmes, é fundamental compreender como a matriz extracelular dos biofilmes
pode influenciar no acumulo das células microbianas, e que sua composi¢cdo pode ser
modificada pelos microrganismos que utilizam diferentes rotas metabdlicas (Xiao, et al.
25.2012; Koo et al. 22, 2013).

Para ter um melhor entendimento da céarie e para o delineamento dos
experimentos é fundamental compreender que: 1) Os biofilmes séo agentes etioldgicos
da carie, tanto a sua composicao quimica (matriz extracelular) como a sua composicao
microbiana; 2) As relagdes que existem entre diferentes grupos microbianos poderiam
ser melhor esclarecidas se os inéculos fossem provenientes de amostras clinicas que
representem a cavidade bucal; 3) A exposicdo a alimentos considerados cariogénicos
(carboidratos como sacarose e amido) deve ser intermitente e de curta duracéo; 4) Os
microrganismos orais estdo imersos em saliva e assim evoluiram na presenca dela,
tornando fundamental inclui-la como meio de cultura in vitro; 5) A desmineralizacdo dos
tecidos dentérios ndo pode ser simulada sobre superficies artificiais; 6) O ecossistema
oral € construido por interacbes muito complexas entre saliva, microrganismos,

esmalte-dentina e dieta; a omissdo de um destes fatores pode levar a desfechos que
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se afastam do que realmente constituem a fisiopatologia da carie; 7) A cooperacao
entre as mais diversas areas do conhecimento € fundamental para interpretar os
resultados e construir um conceito desde uma perspectiva holistica.

Como mencionado, na literatura cientifica sdo utilizadas diversas metodologias
para o estudo da carie, e dificilmente se encontra um sistema que seja abrangente e
mimetize de forma realista o entorno bucal onde a carie se desenvolve. Devido as
limitagbes j& mencionadas sobre os modelos in vitro, primeiramente se torna
necessario encarar o desafio de estabelecer um modelo de biofilme que consiga incluir
de forma mais realista os fatores que mais influenciam o estabelecimento da doenca
(Azeredo et al. %6, 2017). Sumarizando os estudos, percebe-se que a céarie é um
processo em que a composicdo microbiana da cavidade bucal vai apresentando uma
transicdo progressiva (ndo drastica) de microbiota comensal até patogénica, um
processo no qual o desequilibrio de qualquer fator pode potencializar a mudanca do
ecossistema bucal (Marsh 27, 2018). Assim, este trabalho almejou a avaliacéo
longitudinal da presenca de S. mutans e sua possivel influéncia na construcdo e
amadurecimento de biofilmes cariogénicos em modelos de biofilmes polimicrobianos

gue mimetizem melhor a cavidade bucal.
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2 PROPOSICAO

O objetivo geral do projeto foi avaliar de forma longitudinal a importancia do
microrganismo S. mutans na construgdo da matriz extracelular e na estruturacéo do

biofilme até tornar-se cariogénico.

Objetivo 1. Desenvolver e avaliar diferentes desafios nutricionais (modelos de biofilme)
que reproduzissem uma dieta cariogénica, utilizando a metodologia microcosmo. As

analises para atingir este objetivo foram:
1. Avaliacdo de mudancas de pH dos meios de cultura
2. Avaliacdo da dinamica populacional microbiana
3. Avaliacao da biomassa total dos biofilmes
4. Avaliacdo superficial dos discos de esmalte (microdureza e rugosidade)

Objetivo 2. Desenvolver e avaliar as estratégias de inoculacdo Unica e multiplas em
modelo de biofilmes microcosmos, utilizando o melhor desafio nutricional desenvolvido

no objetivo 1, com as seguintes analises:
1. Avaliacdo de mudancgas de pH dos meios de cultura
2. Avaliacdo da arquitetura dos biofilmes
3. Avaliacdo da dinamica populacional microbiana
4. Avaliacdo da matriz extracelular e biomassa insoluvel

5. Avaliacao superficial dos discos de esmalte (microdureza e rugosidade)
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Cérie Dental

A carie dental representa uma das doencas humanas mais prevalentes no
mundo inteiro. Em 2010 se estimou que aproximadamente 35% (2,4 bilhGes de
pessoas) da populacdo mundial apresentava lesdes de carie ndo tratadas nos dentes
permanentes (Kassebaum et al. 2, 2015). Atualmente é uma das principais causas de
visitas a centros de emergéncia (dor de dente, abscesso dentério etc.), tornando-se um
problema preocupante de saude publica, além de gerar um aumento no custo dos
servicos odontolégicos (Bagramian et al. 34, 2009). Os tratamentos das sequelas
ocasionadas pelas doencas orais, vao desde tratamentos restauradores a nivel local
(obturacdes, tratamento de canal, proteses etc.) até alteracdes sistémicas (desnutrigéo,
malformacfes e disseminacdo de infeccdo através da corrente sanguinea),
configurando um gasto dispendioso para o paciente. Os sistemas de saude publica
algumas vezes sdo os encarregados de financiar tanto os programas preventivos,
guanto os tratamentos, porém em regibes de baixa renda, principalmente em paises
em desenvolvimento, estes servicos ndo estdo disponiveis para a populagdo em geral
(Petersen 1, 2008), prejudicando ainda mais a qualidade de vida, com o sofrimento em
decorréncia da dor e perda ou alteracéo de fungdes como degluticdo e fonacéo (Dye et
al. %, 2010)

A doenca cérie tem uma etiologia multifatorial (Figura 1), que dificulta a
compreensao uma vez que envolve fatores pessoais, ambientais e locais. Estes fatores
interferem diretamente nas condicbes que favorecem a mudanca da composicao da
microbiota oral dos humanos e, consequentemente, na perda da homeostase (Selwitz
et al. 3, 2007). E de conhecimento geral que grandes mudangas nos ecossistemas
naturais perturbam as comunidades residentes e geram consequéncias irreversiveis,
tais como extingbes e destruicdo de biomas. No contexto oral acontece algo
semelhante, considerando uma escala microscopica (Marsh 2613 1994, 2003; Rosier et
al. 11, 2018). Por exemplo, as bactérias produzem diferentes acidos como produto de
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fermentacdo. Esses acidos podem se dissociar em ions de hidrogénio, ocasionando
uma reducgéo do pH no interior da estrutura do biofilme maduro. Estas mudancas levam
a pressbes seletivas, favorecendo microrganismos aciduricos. Assim, estes locais
expostos a estas alteragBes estdo mais vulneraveis a instalacdo da doenca carie
(Marsh 36:13 1994, 2003).

Figura 1- Fatores envolvidos no desenvolvimento da cérie.

Saliva:
+ Capacidade tampdo
- Composicdo

- Taxa de fluxo

Acucar:
- Higiene
- Frequéncia

Selantes dentérios

Proteinas

Fluoretos

Agentes
antibacterianos

Goma de mascar

pH do biofilme
Espécies microbianas

O Fatores pessoais
O Fatores ambientais da boca

E Fatores que estdo diretamente envolvidos

Esquema demonstra a complexa trama de fatores de risco que estdo relacionados no desenvolvimento
da cérie dental. A carie tem fatores que esté@o diretamente envolvidos (azul), como 0s microrganismos,
tempo, dieta e tecido dentario. Estes fatores estdo conectados e sdo dependentes entre si.
Adicionalmente estes sofrem interferéncia dos fatores ambientais da cavidade bucal (verde). Estes por
sua vez sdo dependentes de fatores pessoais (rosa). No geral a instalacéo e desenvolvimento da doenga
carie tem uma alta complexidade, pois existem intera¢des e influéncias de inUmeras variaveis, o que
também dificultam a prevencéao e tratamento.

Fonte: Traduzido de Selwitz et al. 3, 2007.
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Apesar da palavra “carie” ser amplamente utilizada, o significado dela pode gerar
divergéncias. As cavidades que se formam nos dentes correspondem a forma mais
coloquial que este termo € utilizado, no entanto atualmente vem se utilizando o termo
“lesbes de carie”. As cavidades sdo manifestacdes clinicas tardias de um processo
patolégico complexo, porém desconhecer todos 0s estagios que sdo necessarios para
chegar nessa condi¢édo é de grande equivoco (Jakubovics e Kolenbrander 38, 2010;
Bowen 29, 2016). Atualmente, o profissional da odontologia tem a extrema necessidade
em distinguir o processo carioso da cavidade resultante. O acumulo de biofilme nos
dentes pode ser o primeiro indicio ou sinal clinico do que poderia ser o inicio da doenca
(Bowen 2°, 2016).

A carie dental € o processo pelo qual os produtos metabdlicos (como os acidos
organicos) provenientes dos biofiimes dentais resultam na perda de minerais
(desmineralizacdo) das estruturas dentérias. A carie dental é considerada natural e
sempre esta presente em niveis microscopicos (Kidd e Fejerskov 4%, 2004). Existe uma
troca de ions entre biofilme e substrato levando a dissolucéo inicial do esmalte, esta
desmineralizacdo ocorre geralmente na subsuperficie e ndo gera alteracdes na
integridade dos dentes. Uma das primeiras e principais alteracbes que se observa
visualmente € a modificagdo da cor do dente, denominada como les6es manchas
brancas (Kleter 41, 1998).

A saliva tem um papel compensatoério nesta regido com perda de minerais. 1Sso
porqgue forma uma pelicula salivar que, além de atuar como um tampé&o, modula a
movimentacdo de soluto para dentro e para fora desta regido. O soluto é constituido
por ions calcio, fosfato e flaor, contribuindo assim no processo de remineralizacdo das
estruturas dentais (Hannig e Joiner 4%, 2006; Hicks et al. 16, 2004). Os processos de
desmineralizacdo e remineralizacdo se mantem um equilibrio de uma forma dinamica
(Hicks et al. 43 16 2003, 2004). Uma vez que ocorra o desequilibrio entre os
microrganismos que constituem o ecossistema oral (Samaranayake e Matsaruba *°,
2017), um processo de disbiose se inicia, e assim a microbiota e o hospedeiro nao
conseguem restabelecer os parametros de equilibrio compativeis com o considerado

saudavel (Rosier et al. 11, 2018).
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Quando um biofilme maduro esta estabelecido na superficie do dente, a
dindmica dos movimentos de solutos € prejudicada pela estrutura do biofilme. Como
consequéncia, os acidos organicos provenientes da “placa dental” (produtos
metabdlicos dos biofilmes dentais) induzem a perda de minerais (desmineralizacéo)

das estruturas dentarias, ocasionando a cérie dental (Kidd e Fejerskov 2004 49).

3.2 Biofilme Dental

A cavidade bucal € uma porta de entrada para o corpo humano, tanto na
ingestdo de alimentos, como na respiracdo e fonacdo. Nesta cavidade ha diferentes
ambientes anatbmicos que favorecem o crescimento de multiplas espécies
microbianas, levando ao desenvolvimento de micronichos (The Human Microbiome
Project consortium 4, 2012). De forma geral, estes micronichos possuem superficies
gue favorecem a adesdo de microrganismos. Podem estar localizados nos espacos
interdentais, nas superficies lisas dos dentes, nas superficies oclusais, has mucosas,
nos sulcos gengivais, na lingua, entre outros. A cavidade bucal dispbe de oxigénio,
nutrientes, temperatura e humidade adequada para o desenvolvimento microbiano. No
entanto, dependendo da localizagdo geografica e das propriedades bioldgicas e fisicas
disponiveis, levam a uma influéncia diferente na composicdo tanto quimica como
microbioldgica dos biofilmes (Simén-Soro et al. 44, 2013; Xu et al. 4°, 2014). Este amplo
leque de nichos permite que a cavidade bucal seja um dos locais com maior variedade
e densidade microbiana do corpo humano, com mais de 700 espécies de
microrganismos vivendo em comunidade (The Human Microbiome Project consortium 4,
2012).

As bactérias, arquéias, fungos, micoplasmas, protozodrios e possivelmente,
virus que estéo tanto de forma comensal como transitoria na cavidade bucal, vivem em
harmonia (Marsh 27, 2018). Entretanto, sabe-se que néo é simples a dinamica entre os
microrganismos unicelulares que coabitam, sendo que se desenvolvem interacdes inter
e intra-espécies e reinos que permitem a formacdo de comunidades altamente

dindmicas e autorreguladas (Kilian et al. 46, 2017). Estas estruturas comunitarias se
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encontram aderidas a superficies, sendo altamente organizadas e funcionais,
demonstrando assim que sédo formas de vida bem-sucedidas. Este estilo de vida
microbiano € possivel porque existe a estabilidade ecoldgica, que € o resultado de uma
cooperacao social onde o mais importante é a construcdo de um habitat (Flemming et
al. 7, 2016), estas comunidades s&do chamadas de biofilmes.

As propriedades e atividades fisiolégicas que apresentam 0s microrganismos
guando fazem parte de um biofilme, diferem do seu comportamento quando estdo na
forma livre (planctdnica). Microrganismos unicelulares integrantes de um biofilme
utilizam as estratégias que viabilizam a comunicacdo célula-célula (quorum sensing).
Esta estratégia revela um comportamento coordenado entre os integrantes da
populacao, atuando como entidades multicelulares e aumentando assim as chances de
sobrevivéncia em ambientes complexos (Hooshangi e Bentley °, 2008). Entre os
maiores objetivos deste trabalho colaborativo estda a construcdo de uma estrutura
tridimensional (3D), na qual os microrganismos encontram-se imersos e rodeados de
sustancias poliméricas extracelulares, conhecida como matriz extracelular (Flemming e
Wingender &, 2010).

As substancias poliméricas extracelulares que constituem a matriz ajudam na
conformacdo de uma complexa arquitetura do biofilme, pois sdo depositadas
lentamente ao redor das células e, adicionalmente, fornecem sitios de unido entre os
microrganismos, favorecendo relacdes simbidticas (Bowen e Koo ?°, 2011, Falseta et
al. 47, 2014). As relacdes entre diversos grupos microbianos configuram estruturas e
sequéncias bem definidas na organizacdo micrométrica. Esta complexa organizacao
ainda nao estd completamente elucidada, pois existem limitacdes na marcacao dos
microrganismos e aquisicdo de imagens (Valm et al. 48, 2010). Mediante a utilizacdo
de um consércio de microrganismos conseguiu-se aproximar, compreender e ilustrar
uma parte da complexa organizacdo biogeografica que apresentam os biofilmes
dentarios (Mark Welch et al. #°, 2016).

Nas amostras clinicas tém sido observado que as células microbianas
alongadas de maior cumprimento tem uma insercéo nas camadas mais profundas do

bioflme e suas prolongacbes se espalham dando aparéncia de espinhas,
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conformando estruturas que se assemelham a um ourico (hedgehog) ou a algas
marinhas (seawead) que muitas vezes estdo emaranhadas (Mark Welch et al. #°,
2016; Kim et al. %, 2020). Também foi frequentemente observado que as células
esféricas (cocos) se aderiam e recobriram as células alongadas e filamentosas
formando uma estrutura que semelhante com uma espiga de milho, cheia de graos
(corncob) (Mark Welch et al. 4°, 2016; Kim et al. °°, 2020).

3.3 Matriz Extracelular de Biofilme

A matriz compde a maior porcao do biofilme (cerca de 90% da massa seca).
Esta estrutura € localizada ao ambiente externo dos microrganismos, uma vez que
estes produzem estes biopolimeros. Assim, se torna uma estrutura coesa, formando
uma base para a construcdo do biofilme, com o propdsito de fornecer adesao, suporte,
protecdo e estabilidade aos microrganismos que vivem dentro de ambientes
considerados desafiadores (expostos a constantes mudancas fisicas e quimicas)
(Flemming, Wingender &, 2010).

Estas estruturas sdo compostas principalmente por exopolissacarideos,
proteinas, glicoproteinas, glicolipidios e DNA extracelular (eDNA), os quais provém de
varias fontes (Fleming et al. >, 2007). Alguns componentes sdo adquiridos do ambiente
externo ao biofilme, outros de microrganismos e células orais lisadas, e outros fazem
parte dos produtos metabdlicos dos microrganismos que compdem o mesmo biofilme.
Os microrganismos contribuem no processo de reutilizagdo (reciclagem) destes
recursos e utilizam a matriz com um centro de processamento e armazenamento.
Fazendo uma analogia, € como se o biofime fosse uma grande metropole
autossustentavel (Fleming et al. 51, 2007; Wimppeny 2, 2009).

Os microrganismos presentes nos biofilmes orais (principalmente os associados
com lesBes de cérie) aproveitam a disponibilidade de nutrientes provenientes da dieta
humana e conseguem sintetizar glucanos e frutanos. Este sdo utilizados como tijolos
na construcdo de sustancias poliméricas mais complexas como os exopolissacarideos

(Bowen e Koo 29, 2011). Alguns microrganismos possuem arsenais de genes que
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conferem a habilidade de sintetizar enzimas, tais como as Glucosiltransferases (Gtfs) e

Frutosiltranferase  (Ftfs),

desenvolvimento do biofilme (Figura 2).

Figura 2 - A sintese de exopolissacarideos in situ ajuda na estruturacéo da Matriz Extracelular do

biofilme.
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Sintese de exopolissacarideos in situ ajuda na estruturacdo da Matriz Extracelular do biofilme (a)
Incorporacdo de Gtfs na pelicula salivar. (b) Gtfs livres sintetizam glucanos a partir de sacarose e
hidrolisados de amido. (c) Os glucanos formados ligam varios microrganismos, principalmente através de
interacdes feitas pelas enzimas Gbps presentes no S. mutans. Além disso, as bactérias revestidas por
Gtfs tornam-se produtoras de glucanos, levando a producdo da matriz que fornece protecdo e nichos
acidicos. (d) Predominancia e sobrevivéncia de espécies dependendo das condi¢cBes dos nichos. Na
exposi¢do de sacarose se geram acidos fermentaveis o que favorece a sobrevivéncia e dominancia de
organismos altamente tolerantes ao estrese acido, promovendo a desmineralizacdo do esmalte.

Fonte: Traduzido de Koo et al. %2, 2013.
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As Gtfs e Ftfs em conjunto com outras proteinas, provenientes dos
microrganismos e do hospedeiro, se incorporam em uma fina pelicula presente nas
superficies dos dentes (Hannig e Joiner 42, 2006). Esta é denominada pelicula salivar
adquirida e auxilia na ligagdo dos microrganismos, ajudando na colonizac¢éo inicial das
superficies (Matsumoto-Nakano °3, 2018). Outros grupos de enzimas ajudam na ligacéo
entre os monémeros como os glicanos (as Glucan Binding Proteins — Gbps e Dextran
Binding Domain), resultando em uma maior coesao da estrutura da matriz. No entanto
a remodelagem da matriz est4 diretamente ligada na manutencdo do biofiime. O
processo de catélise de ligacGes glicosidicas exercido por algumas enzimas (as
frutanase e dextranase) ajuda no amadurecimento do biofilme (Matsumoto-Nakano %3,
2018; Klein et al. >4, 2012).

O eDNA tem um papel importante na estrutura do biofilme, pois consegue se
aderir nas superficies, estabelecendo ligacbes entre 0s microrganismos e interagindo
com os exopolissacarideos, aumentando a ades&do. Desta maneira, contribui para a
organizacdo espacial, fortalecimento das estruturas do biofilme e aumento da
estabilidade mecanica da matriz (Whitchurch et al. %5, 2002; Petersen et al. °¢, 2005;
Das et al. %7, 2010).

A estrutura da matriz apresenta canais que facilitam o transito e o intercambio
de alguns produtos (Wilking et al. 8, 2013). Tanto nutrientes como metabélitos e/ou a
agua podem permear o biofilme, principalmente por mecanismo de difusdo, atingindo
diversos locais, tais como a interface do biofilme/dente. No entanto, este transporte é
limitado e as vezes barreiras de difusdo podem existir. Uma das barreiras mais
frequentes esta localizada entre a parte interna do biofilme e ambiente externo
(Costerton et al. 5°, 1994). E paradoxo saber que apesar de alguns componentes da
matriz serem sollveis em agua e/ou estarem sujeitos a acao de hidrolases salivares, a
estrutura como um todo se mantem coesa. Isto € devido a somatoria de substancias
gue estéo ligadas entre si, dificultando a dissolucéo do biofilme (Fleming et al. >, 2007).

Processos bioldgicos como a formacdo de vesiculas de membrana,

remodelagem da parede celular e autdlise dos microrganismos, disponibilizam ao meio
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extracelular algumas substancias que conformam o biofilme (Liao et al. 23, 2014;
Neuhaus, Baddiley ©°, 2003). Entre elas encontramos os &cidos lipoteicéicos de
bactérias Gram positivas, que sdo polimeros constituidos de moléculas anfifilicas de
poliol-fosfatos. Estas estdao ancoradas na membrana celular e se estendem para a
parede celular do microrganismo por um glicolipideo e sua cadeia poli (glicerofosfato)
(GRO-P) (Neuhaus, Baddiley ©°, 2003). Os &cidos lipoteicdicos tem afinidade por
superficies soélidas, além de interagir com 0s glucanos que revestem a parede de
alguns microrganismos, principalmente estreptococos orais (forma um composto de
acidos lipoteicoicos/glucanos), favorecendo assim maior aderéncia entre 0s
microrganismos (Rolla et al. 61, 1980; Hogg et al. 2, 1997).

Os biofilmes apresentam resisténcia mecanica, embora ndo sejam estruturas
rigidas. Esta caracteristica pode ser comparada com as encontradas na matriz
extracelular dos tecidos conectivos em organismos multicelulares (Costerton e Irving 63,
1981; Flemming et al. 5%, 2007; Flemming e Wingender &, 2010). Os &cidos lipoteicoicos,
presente na matriz extracelular dos biofilmes, ajudam na configuracdo de uma barreira
de difuséo, com o papel de inibir a difusdo dos acidos para fora do biofilme, entretanto,
o fluxo inverso € permitido, assim moléculas da parte externa, principalmente nao
carregadas, alcancam o interior (Ciardi et al. 1, 1997; Rolla et al. ¢4, 1980).

De forma geral, estudos tem demostrado a influéncia de substancias poliméricas
na arquitetura dos biofilmes. Nestas comunidades de microrganismos ha uma forte
interacdo entre exopolissacarideos, eDNA e &cidos lipoteicdicos, resultando em
biofilmes mais coesos (Castillo Pedraza, et al. 24, 2017), o que dificultaria a difusdo de
dentro e fora do biofilme. Como estratégias para o controle de biofilmes patogénicos,
testes in vitro utilizaram tratamentos tépicos que diminuiram a formacdo da matriz
extracelular. Moléculas que afetam a sintese de polissacarideos e que modulam o
metabolismo dos &cidos lipoteicicos estdo apresentando resultados interessantes e
poderiam ser novas alternativas terapéuticas (Rocha et al. %, 2018; Castillo Pedraza, et
al. %8, 2020).
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3.4 Modelos de Cérie in vitro

A multifatoriedade da carie dificulta o entendimento da doenca, e diversas
estratégias tém sido utilizadas para o estudo deste complexo processo patoldgico.
Modelos experimentais de desenvolvimento de carie em humanos oferecem dados
dificilmente reprodutiveis, devido a situacdes ambientais heterogéneas, caracteristicas
individuais da cavidade bucal e das implicacGes éticas (Fejerskov et al. 67, 1994).
Estudos in situ permitem o crescimento de biofilmes sobre espécimes padronizados
enquanto estdo dentro de ambientes reais (i.e., cavidade bucal). Porém, a participacéo
de voluntarios é baixa devido aos desconfortos gerados pelos aparelhos intraorais.
Aléem disso, a variabilidade dos participantes dificulta a obtencdo de dados
homogéneos, chegando muitas vezes a resultados varidveis e até contraditorios
(Spiguel et al. 8, 2008, Al-hamad et al. ¢, 2010).

Modelos que utilizam animais ajudam a determinar os fatores envolvidos na
patogénese da carie, pois dentro destes sistemas biolégicos sdo geradas lesGes de
carie, e ndo somente 0s estagios iniciais da desmineralizacdo (Marsh, 1995 7°; Bowen
1 2013). Entretanto, a utilizacdo de animais para fins de pesquisa é um assunto muito
controverso, por questdes éticas e pelo viés da relacdo microbiota-hospedeiro. A
microbiota humana difere, em muitos aspectos, da dos roedores e a técnica de realizar
a inoculacdo de uma Unica espécie bacteriana no animal gera um desbalanco na
natureza polimicrobiana da cavidade bucal (Bowen 72, 1994; Marsh 0, 1995).

Estudos in vitro ajudam no entendimento individual de alguns microrganismos,
considerados agentes etiologicos. Os cultivos com uma espécie (monoculturas),
simplificam os estudos, mas se afastam das condi¢cdes clinicas reais (Kuchma e
O'Toole 73, 2000; Lemos et al. 4, 2010). Modelos de biofilmes mistos (usualmente
consércio de alguns poucos microrganismos) faciltam a compreensdo do
comportamento, das relacdes interespécies e das respostas a situacdes ambientais de
alguns microrganismos (Maske et al. *8, 2017; Sim et al. >, 2016). Com o advento da
hipétese da placa ecolégica e da sua influéncia na etiologia da cérie, tém surgido

metodologias que procuram replicar in vitro a formagdo de complexas comunidades
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microbianas semelhantes aos biofilmes dentarios (Wimpenny 76, 1997; Sissons ¥,
1997). O termo microcosmo, alcunhado por Julian Wimpenny faz referéncia a utilizacéo
de sistemas fechados, nos quais devem ser incluidas e mantidas algumas
carateristicas dos ecossistemas de onde as espécies microbianas provém. A inclusao
deste entorno ecoldgico permite uma melhor adaptagdo e posterior sobrevivéncia de
uma maior diversidade de espécies, criando assim um replica em miniatura
(Wimpenney ° 77, 1981, 1988).

A transposicdo do termo microcosmo para a area de microbiologia oral procura
imitar de perto as condi¢fes fisico-quimicas, microbiologicas e nutricionais presentes
na cavidade bucal, conseguindo manter a complexidade e biodiversidade do ambiente
original (Wimpenny 76, 1997; Sissons 37, 1997). Neste modelo é utilizado, como indculo,
a microbiota oral original, uma vez que amostras de saliva ou biofilme dentério de
voluntarios humanos séo coletadas para serem utilizadas. Assim, se pretende simular o
microambiente oral dentro das configuracdes de um ambiente laboratorial controlado,
no qual diferentes variaveis de interesse possam ser manejadas para esclarecer os
processos bioldgicos associados com as doencas, neste caso com a carie (McBain 78,
2009; Signori et al. °, 2016; Maske et al. 18, 2016).

De forma geral, observa-se que no estudo da carie tém sido utilizadas diversas
metodologias (laboratorial — in vitro, animal - in vivo e modelos humanos - in situ),
tecnologias e sistemas microbianos. Cada tipo de estudo apresenta algumas fortalezas
gue sao uteis para entender aspecto especifico, porém apresentam algum tipo de
limitacdo que levam a extrapolar os resultados. Em sintese podemos afirmar que o
modelo ndo é a doenca, pois ndo consegue desvelar o peso real dos multiplos fatores
envolvidos na doenca. No entanto, a utilizacdo de modelos tem permitido grande
avanco no desenvolvimento de novos conceitos (Marsh 7°, 1995; Bowen ’%, 2013).
Adicionalmente o0 avango na tecnologia tem permitido aumentar o realismo dos
modelos in vitro, aproximando-se cada vez mais ao ecossistema existente na cavidade
bucal e obtendo resultados Uteis para realizar inferéncias sobre a fisiopatologia da

doenca. Como por exemplo, a influéncia dos carboidratos e de alguns microrganismos.
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Adicionalmente, estes modelos contribuem para a prospeccdao de estratégias

antimicrobianas no controle dos biofilmes (Maske et al. 18, 2017; Sim et al. 7°, 2016).

3.5 Dieta

H& quase um século a dieta € vista como um dos fatores fundamentais para o
desenvolvimento da carie. Existem multiplos estudos que estabelecem uma relacao
entre os carboidratos (principalmente acucares) e a doenca. O volume e a frequéncia
exacerbada do consumo de alimentos acucarados, 0s quais possuem consisténcia
pegajosa, aumenta o tempo de exposicdo dos microrganismos da cavidade bucal a
estas fontes de carboidratos. Consequentemente, ocorre o aumento da atividade
microbiana, o que eleva a incidéncia de céarie (Krasse &, 2001; Sheiham 8, 2001). A
sacarose e 0 amido s&o frequentemente encontrados em muitos alimentos
processados, e sdo os carboidratos predominantes na dieta da sociedade moderna.
Esta combinacéo resulta no aumento da cariogenicidade da sacarose (Bowen et al. &,
1980; Firestone et al. ?°, 1982; Ribeiro et al. 8, 2005). Proteinas, como as amilases, que
sao provenientes do hospedeiro e/ou de microrganismos, ajudam a hidrolisar as
moléculas complexas e deixam disponiveis estruturas mais simples, facilmente
metabolizaveis pelos microrganismos (Rogers et al. 32, 2001).

O crescimento de alguns microrganismos depende da disponibilidade dos
monossacarideos fermentaveis que séo fornecidos diretamente ou indiretamente pela
dieta do hospedeiro. A alta disponibilidade destes aumenta a sintese de constituintes
da matriz extracelular, por microrganismos especificos (Bowen e Koo 29, 2011; Klein et
al. 2%, 2009). Entre eles microrganismos dos géneros Candida, Lactobacillus,
Streptococcus, Prevotella e Peptostreptococcus tém a facilidade de fermentar
carboidratos. Algumas Gtfs auxiliam na estruturacdo dos exopolissacarideos insollveis
em agua, favorecem a retencéo de alguns acidos e outros produtos metabdlicos finais,
0S quais, como mencionado anteriormente, reduzem o pH do meio de -cultivo
(Yamashita et al. 84, 1993; Vacca-Smith et al. 8, 2007). Estudos descrevem que o pH in
situ pode alcancar valores menores que 5,5, o que é considerado o valor critico para

desmineralizacdo do esmalte dentario (Bowen 8%, 2013). A acidificagdo do entorno leva
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a uma mudanca na microbiota residente, diminuindo a diversidade microbiana e
favorecendo espécies que geram acido a partir dos carboidratos e que sobrevivem em
ambiente acido; isto gera um sistema de retroalimentacdo positiva entre o entorno
acido e a presenca de microrganismos especificos (Marsh %6, 1994)

Os humanos necessitam ingerir alimentos com periodicidade para evitar
transtornos nutricionais e metabdlicos, sendo recomendado a realizar cinco por dia, de
trés em trés horas (Jenkins et al. %0, 1989; Franko et al. 31, 2008). Estes cinco periodos,
ricos em recursos nutricionais, sao considerados como “fartura® para os
microrganismos orais. Entretanto, nos intervalos entre as refeicdes ha a auséncia de
recursos nutricionais, principalmente no periodo noturno (repouso prolongado),
denominados como periodos de “miséria” (Nystrom et al. 87, 1993; Carlsson et al. 8,
1997, McBain et al. 8, 2003). Nesses periodos de “miséria” 0os microrganismos podem
diminuir seu metabolismo e também utilizar a matriz extracelular do biofilme como fonte
de nutrientes (Lemos e Burne %°, 2008; Costa Oliveira et al. °1, 2017), ou se beneficiar
dos carboidratos provenientes das proteinas do hospedeiro disponibilizados pelas
glicosilases de alguns microrganismos orais.

No interior do biofilme a disponibilidade de carboidratos também diminui pela
baixa difusdo, desta forma alguns microrganismos tém se adaptado a utilizar
glicoproteinas salivares enddégenos, como a mucina. Esta pode ser a fonte nutricional
principal, quando os carboidratos provenientes da dieta estdo ausentes. A producao de
glicosil hidrolases por parte dos microrganismos presentes nos biofilmes orais permite
a utilizacdo de acucares das glicoproteinas como fonte de energia, isto € mais evidente
apos periodos “noturnos” (Bowden °2, 1997; Inui et al. °3, 2015). Posteriormente, a
degradacdo destas proteinas (protedlise) em peptideos menores e a fermentacdo de
aminoacidos demonstram que as enzimas ativadas por carboidratos desempenham um
papel importante na adaptacdo do microrganismo e 0s torna capazes de metabolizar
moléculas organicas complexas e utiliza-las como nutrientes (Inui et al. °3, 2015).

Adicionalmente, em comunidades polimicrobianas complexas existem interacoes
qgue beneficiam microrganismos parceiros. A troca de substancias metabdlicas

primarias ou secundarias, que s&o utlizadas como nutrientes, € conhecida como
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alimentacdo cruzada. Algumas vezes 0S microrganismos secretam em excesso ou
vazam acidentalmente um metabdlito no ambiente, outras vezes investem recursos
para produzir um metabdlito que sera utilizado por uma espécie parceira. Usualmente
isto fornece um beneficio para o microrganismo produtor, pois aumenta a sua
sobrevivéncia e compensa o0 gasto de energia, desta forma observamos como os
microrganismos atuam de forma cooperativa (Miller et al. 4, 2019). Outra interacéo
metabdlica, na qual é evidenciado o cooperativismo dos microrganismos, € quando
grandes moléculas sdo degradadas separadamente por diversos microrganismos
(como descrito no caso das glicoproteinas salivares). Um exemplo critico que reduz a
guantidade de acidos produzidos pela fermentacdo microbiana é a utilizacao de lactato
por espécies de Veillonella (Takahashi 1/, 2015). No entanto isto acontece de forma
sequencial, existindo uma coordenacéo entre as funcbes especializadas de cada tipo
de célula (Inui et al. °3, 2015; Miller et al. %, 2019). Este tipo de relacionamento é
chamado de sintrofia, sendo considerado benéfico para os microrganismos envolvidos,
uma vez que nao ha a necessidade de um gasto energético e/ou possuir um arsenal
genético que propiciaria a lise completa destas complexas moléculas (Miller et al. %4,
2019).

3.6 Saliva

A saliva é uma mistura complexa de fluidos geralmente composta por uma
variedade de eletrélitos, microrganismos, restos alimentares, imunoglobulinas,
enzimas, mucinas (entre outras proteinas) e produtos nitrogenados (ureia, aménia etc.).
A saliva desempenha um papel muito significativo na homeostase oral e na
manutencdo da simbiose do complexo e diversificado ecossistema microbiano oral.
Nesse contexto, dentre as principais funcdes da saliva, estdo: (1) modulacdo do pH
pela capacidade de tamponamento; (2) favorecimento da unido e/ou agregacédo dos
microrganismos orais, contribuindo para o metabolismo dos biofilmes; (3) acdo anti-
solubilizante, regulando o processo de desmineralizacédo; e (4) acdo antibacteriana

(Humphrey e Williamson °, 2001). Dessa maneira, a saliva auxilia a manutencéo do
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microbioma e exerce uma ampla variedade de fun¢cbes que promovem a saude bucal
(Lynge Pedersen e Belstrom %°, 2019; Marsh et al. %, 2015)

A interacdo entre macromoléculas especificas presentes na saliva e a
superficies da hidroxiapatita do esmalte, formam a pelicula adquirida que atua como
uma barreira. Além disso, também contribui na formacéo da pelicula da mucosa que
cobre os tecidos orais moles (Hannig e Joiner 42, 2006; Siqueira et al. %, 2007). As
proteinas salivares também podem favorecer a formacdo de peliculas em diferentes
tecidos e materiais, no entanto apresentam diferencas consideraveis para colonizacéo
microbiana e separacéo de camadas de biofilme (Hannig e Hannig %, 2009).

A pelicula no esmalte ajuda na adeséo inicial e colonizagdo dos microrganismos
gue estdo suspensos ha saliva, assim a saliva indiretamente promove a formacao do
biofilme. De modo geral, os microrganismos progressivamente atingem e aderem as
superficies dentais, e posteriormente forneceram ligacées para outros microrganismos,
resultando em uma colonizacdo secundario ou tardia (Kolenbrander et al. %, 2002;
Rickard et al. 8, 2003). Desta forma, a saliva € um dos fatores moduladores da
composicdo da microbiota residente oral, favorece alguns microrganismos comensais e

benéficos para que se organizem em biofilmes (Lynge Pedersen e Belstrom %, 2019)

3.7 Microrganismos

Em 1924 Clarke isolou alguns microrganismos das lesGes de carie e as associou
com a doenca. No entanto a associacdo de dois fatores ndo indica necessariamente a
sua causalidade (fazendo uma analogia com o ditado popular: quem veio primeiro, 0
ovo ou a galinha). Com a evolucdo das pesquisas na area microbiologica, uma das
propostas de hipdétese apresentadas foi que apenas um pequeno numero de
microrganismos estava diretamente envolvido na causa da doenca cérie,
principalmente aqueles acidogénicos e acidiricos (Loesche 12, 1976). Os
microrganismos do género Streptococcus representam um dos mais abundantes na
cavidade bucal, e entre eles a espécie Streptococcus mutans foi amplamente descrita

como um microrganismo cariogénico (Hamada e Slade 1°°, 1980).
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Entretanto outras propriedades contribuem para a viruléncia de microrganismos
potencialmente cariogénicos. Entre elas, estdo a capacidade de adesao, formacédo do
biofilme, tolerancia ao acido e producdo de bacteriocinas (Gronroos et al. 191, 1998;
Banas 192, 2004; Lemos e Burne °, 2008; Takahashi 17, 2015). S. mutans, na presenca
de sacarose e amido (provenientes da dieta do hospedeiro), tem uma grande
capacidade de sintetizar exopolissacarideos que influenciam na construcdo da matriz
extracelular do biofilme e na adesdo de novas bactérias (Bowen e Koo %°, 2011; Paes-
Leme et al. 193, 2006; Duarte et al. 1%4, 2008; Klein et al. %1, 2009).

As Gtfs secretadas por S. mutans podem ser adsorvidas as superficies dos
dentes tornando-se parte da pelicula salivar, levando a formacdo de
exopolissacarideos in situ, e promovendo a colonizacdo microbiana (Bowen e Koo 2°,
2011). Além disso, as Gtfs podem também ser adsorvidas as superficies de outros
microrganismos orais, tornando-os produtores de glucanos (Bowen e Koo 2°, 2011).
Portanto, a producdo de exopolissacarideos nas diferentes superficies aumenta o
acumulo e agrupamento local de microrganismos nos dentes (Vacca-Smith et al. &,
2007). Conforme o biofilme se torna mais maduro, os exopolissacarideos ajudam a
construir a matriz extracelular do biofilme, promovendo um ambiente coeso, e por isto
se considera que S. mutans coordene a construcédo do biofilme (Xiao, et al. 19, 2012;
Koo, et al. 22, 2013). O gene gtfB de S. mutans esta envolvido na sintese de glicanos
insollveis em agua, a sua delecéo afeta a expressao de genes associados com eDNA,
acidos lipoteicbicos e exopolissacarideos, consequente no acumulo dos principais
componentes da matriz extracelular do biofilme (Castillo Pedraza et al. 24, 2017; Florez
Salamanca e Klein 1°6, 2018). Adicionalmente, S. mutans aporta também eDNA e
acidos lipoteicoicos, influenciando o desenvolvimento de uma matriz extracelular que
oferece maior estabilidade ao biofiime (Klein et al. 17, 2015).

Em lesBes de cérie mais avancadas que apresentam uma maior extensdo e
cavidades mais profundas, como € o caso de lesdes de carie na primeira infancia, o
género Lactobacillus tem sido amplamente identificado (Badet e Thebaud %, 2008;
Tanner et al. 1, 2011a). Este de forma geral tem uma alta capacidade de utilizar

diferentes carboidratos como fonte nutricional para fermentacdo, resultando na
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producdo de A&cidos, as quais possui tolerancia (Caufield et al. 19 2015). Ainda
algumas espécies do género também produzem Gtfs que sdo capazes de sintetizar
diferentes tipos de glucanos, no entanto estes microrganismos n&o sao colonizadores
iniciais (Kralj et al. 11, 2004).

Uma vez que o esmalte é desmineralizado pelos acidos produzidos pelos
microrganismos do biofilme, o coladgeno da dentina fica exposto e se torna um alvo para
as proteinas de ligacdo ao colageno gerando assim um tipo de colonizacao diferente a
gue acontece no inicio da formacdo do biofilme. Véarias espécies de Lactobacillus
apresentam este tipo de proteinas, o que favorece a sua presenca nas leses de carie
profunda (McGrady et al. 12, 1995). Microrganismos como o fungo Candida albicans
também sdo acidogénicos e aciduricos. Sao detectados neste tipo de lesdes, pois se
co-aderem com espécies de microrganismos comensais e apresentam relacdes
simbidticas com bactérias, garantido sua preservacdo no ambiente competitivo (de
Carvalho et al. 3, 2006; Shirtliff et al. 114, 2009; Klinke et al. 15, 2009). Tanto as
Candidas como os Lactobacillus tém a capacidade de produzir protease que ajudam a
degradar o colageno e aumentar a destruicdo dos tecidos dentarios. A degradacéo da
dentina também acontece sob condicdes acidas (Caufield et al. 1°, 2015; Klinke et al.
1152007).

De forma geral, para o desenvolvimento da doenca, é essencial a interacao
coordenada de diferentes microrganismos de varios géneros, entre eles: Streptococcus
spp., Lactobacillus spp., Actinomyces spp., Scardovia spp., Veillonella spp., Candida
spp. (Takahashi e Nyvad 4, 2011; Becker et al. 116, 2002), sendo que cada vez mais
novos microrganismos sao descritos. Embora existam variagdes metodologicas, a
diversidade que se encontra em amostras clinicas de lesdes de céarie deixa em
evidéncia que ndo existe um Unico padrao de microbiota compativel com a doenca e
muito menos a ideia de que sO alguns microrganismos sejam 0s agentes causais da
doenca (Simon-Soro e Mira 17, 2015). A influéncia ambiental promove algumas
interacBes microbianas levando a pequenas mudancas na microbiota. Estas alteracdes

se iniciam em estados subclinicos, no qual o equilibrio entre a microbiota e a
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capacidade de recuperacao do hospedeiro lentamente vai diminuindo ao mesmo tempo

gue a cérie vai se desenvolvendo (Marsh 27, 2018; Tanner et al. 118 2018).

3.8 Substrato (Esmalte Dentario)

O esmalte é um tecido que possui particularidades como composicao
heterogénea, caracteristicas mecanicas e organizacao histoldgica. Tentar representar o
processo carioso em superficies artificiais (i.e., plastico, vidro etc.) pode resultar em
uma interpretacdo equivocada da doenca (Simmer et al. 1*°, 2010; Teruel et al. 1%,
2015). A interacdo entre macromoléculas especificas presentes na saliva e na
superficie dos tecidos duros (i.e., hidroxiapatita do esmalte) formam a pelicula
adquirida que atua como uma barreira (Hanning e Joiner 42, 2006; Siqueira et al. ¥,
2007). No entanto, peliculas formadas em diferentes materiais tém diferencas
consideraveis para colonizacdo microbiana e desprendimento de camadas de biofilme
(Hanning e Hanning %, 2009).

Em situacdes clinicas, os eletrolitos e proteinas (como mucina, histatina,
estaterina etc) provenientes da saliva trabalham no processo de remineralizacao
dentéria. A presenga continua de saliva evita a perda severa de minerais ao longo do
tempo, influenciando positivamente a biomecanica do esmalte (Richardson et al. 12,
1993; Dowd 1?2, 1999; Buzalaf et al. 23, 2012; Jorddo et al. 1?4, 2017). O oposto
acontece em modelos in vitro baseados em placas de multiplos pocos, nos quais
usualmente utilizam-se meios de cultura para inocular uma espécie ou um consaorcio de
espécies a serem investigados. Os microrganismos sao crescidos em diversas
condicBes nutricionais (utilizando saliva humana, substitutos de saliva, com ou sem
meio de crescimento suplementar etc.) e os experimentos sdo conduzidos por
diferentes tempos (McBain 7, 2009; Maske et al. 8, 2016).

Estes modelos sdo chamados de sistemas fechados e se caracterizam porque
0s microrganismos permanecem periodos prolongado em caldo de cultura (McBain 78,
2009; Maske et al. '8, 2016), resultando em valores baixos de pH, o que configura um
entorno &cido, ocasionado pelos metabdlitos acidos produzidos pelos microrganismos
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no biofilme. Estd condicdo difere de forma significativa da realidade e,
consequentemente, os resultados da perda mineral sdo superestimados (Florez
Salamanca et al.}?®, 2020). Assim, esses tipos de modelos representam processos de
degradacdo bioquimica do dente, também denominados de biocorrosao ou erosao, que
estdo mais relacionados a acdo do ambiente &cido sob a superficie do dente, do que

diretamente a influéncia do biofilme per se (Dawes 126, 2003; Grippo et al. 127, 2012).

3.9 Perspectivas Futuras no Estudo da Carie

Em 1978 foi descrito por Bill Costeron pela primeira vez como o0s
microrganismos sdo mais facilmente encontrados nos entornos naturais (riachos,
pedras etc), aderidos a superficies e aderidos entre as células microbianas (Lappin-
Scott et al. 1?8, 2014). O entendimento destas complexas comunidades microbianas
vivas, requerem estratégias multidisciplinares que visam recriar 0s entornos naturais
conseguindo assim a construcédo de novos conceitos e desenvolvendo novas hipoteses
de como microrganismos sobrevivem e modificam seu microambiente para beneficio
préprio (Lappin-Scott et al. 128, 2014, Azeredo et al. 25, 2017). O estudo de sistemas
bioldgicos complexos parece um desafio dificil, mas ndo impossivel de encarar.

No entanto as técnicas de microbiolégicas convencionais oferecem respostas
limitadas pois é impossivel cultivar, diferenciar e trabalhar com algumas espécies de
microrganismos. O desenvolvimento de novos métodos e ferramentas mais
tecnolégicas entregam um maior volume, melhor qualidade e mais detalhes nos

na

resultados das analises (entre elas as tecnologias "dmicas"). Desta forma a migracéo
para novas tecnologias pode ajudar a avaliar a importancia de algumas espécies na
formacédo do biofilme orais e carie dentaria. Os Next Generation Sequencing (NGS) em
conjunto com ambientes controlados em laboratorios podem fornecer resultados
especificos que permitam aos pesquisadores realizar melhores inferéncias dos
resultados obtidos em estudos in vitro (Metzker 12°, 2009; Choi 13°, 2016; Caselli et al.
131/ 2020). Esta vantagem ajuda a entender melhor a fisiologia das células individuais e

as interagcdes que acontecem dentro dos biofilmes, mas pela vasta quantidade de
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informacé&o é altamente recomendado o trabalho colaborativo nas mais diversas areas
(Azeredo et al. %, 2017).

Ainda assim, relativamente pouca informacdo esta disponivel sobre o
comportamento deste microrganismo dentro de populagcdes dinamicas altamente
complexas. Desenvolvimento de modelos de biofilmes orais mais realistas e a
comparacao com resultados clinicos € fundamental para o entendimento do processo

patolégico.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Corpos de Prova de Esmalte para Teste Microbiolégicos

4.1.1 Selecao de coroas de dentes bovinos

Com aprovacdo do comité de ética no uso de animais (CEUA: n°03/2018 —
ANEXO A) foram coletados incisivos centrais permanentes de bovinos que seriam
descartados em matadouros. Como critério de sele¢do foram excluidos dentes com
célculos, fraturas, hipoplasia ou alteracbes morfolégicas. Posteriormente, a porcéo
coronal dos dentes foi fixada no suporte metalico da cortadora metalografica de alta
preciséo (Isomet 1000; Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA). Com o disco diamantado (11-
4254 série 15LC, Diamond Blade, Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA), submerso em
agua, foi realizado um corte na porcdo cervical para separar as coroas das raizes
(Figura 3 A e B).

4.1.2 Corte dos dentes e preparo dos discos

Silicone de condensacado densa e o catalisador (Zeta plus, Zhermack SpA, Badia
Polesine, RO, Italia) foram misturados manualmente, de acordo com as
recomendac¢des do fabricante, e colocados dentro de uma caixa metélica de 6,5 x 3,5 x
1,5 cm. A mistura foi recoberta com papel filme PVC para obter uma moldagem
grosseira das fases palatinas das por¢cBes coronais dos incisivos bovinos. A fixacdo
destas porcOes dentro da matriz de silicone foi realizada com godiva (SDS; Kerr
Corporation, Brea, CA, EUA) deixando a maior quantidade da face vestibular exposta
(Figura 3C). Com o auxilio de furadeira de bancada e uma broca diamantada de
diametro externo de 8 mm - trefina - (Dinser ferramentas diamantadas; Sao Paulo, SP,
Brasil) (Figura 3D) foram cortadas as faces vestibulares dos dentes, os quais
permaneceram imersos em agua a 4°C. Foram obtidos discos de 7 mm de diametro
(Figura 3E), os quais foram mantidos dentro da geladeira (4°C) em tampéao de adsorcao
(tampé&o AB - 50 mmol L™ KCI, 1 mmol L™ KPO4, 1 mmol L™* CaClz, 1 mmol L™ MgClz,

em agua deionizada, pH 6,5).
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Foram processados um total de 480 dentes bovinos para a obtencdo dos 252
corpos de prova para a execucao do projeto, os dentes foram obtidos de duas fontes:
250 dentes foram o reaproveitamento de coroas de dentes ja obtidos por outro
pesquisador que usou apenas as raizes (vide copia do fornecedor anexada — Frigorifico
Terra do Boi, Cacu, Goias) e 230 dentes foram adquiridos do fornecedor incluido no
protocolo inicial (vide cépias anexadas — declaracdo de origem dos dentes Mondelli e
da nota fiscal da Dental Brasil).

Os discos foram encaixados em matrizes para o polimento. As matrizes foram
confeccionadas a partir de cilindros metalicos de 30 mm de diametro, com um orificio
central de 7 mm de diametro e 1,5 mm de profundidade (Figura 3F). Entre o disco e a
matriz foi adicionado uma folha de papel toalha umida para melhor fixacdo do disco.
Para remocédo da dentina, a face de dentina do disco foi submetida a Politriz (Arapol
2V; Arotec S/A Industria e comércio, Cotia, SP, Brasil) com lixas de carbeto de silicio de
granulacdo 220, 600 e 1500 com constante adicdo de agua pelo sistema (Wetordry;
3M, Maplewood, MN, EUA). Os discos tiveram um diametro aproximado de 7 mm
(Figura 3G) e uma espessura final de aproximada entre 1 a 1,4 mm (Figura 3H), pois a
curvatura do dente e os detalhes morfolégicos do esmalte ndo permitem uma
espessura homogénea. Os discos finalizados apresentaram uma superficie plana de
“‘esmalte profundo” para realizar as analises, e no lado oposto, superficie de esmalte

superficial intacto, preservou-se a anatomia original do dente (Figura 3l).

4.1.3 Caracterizagdo morfolégica e mecanica dos discos

Analise da morfologia e espessura dos tecidos

Um total de seis discos de esmalte bovino foram utilizados para inspecao visual
da morfologia com ajuda de estéreo microscépio com lente de magnificacdo de 0,75x
(Leica M80; Leica Microsystems, Wetzar, Alemanha) e microscopio confocal a laser
utilizando uma lente MPLFLN 5x e Zoom 1x (Olympus lext OLS 4000, Olympus,
Toquio, Japdo) localizado na UFSCar — S&o Carlos, no laboratorio de caracterizacdo

estrutural.
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Anélise de microdureza

A medi¢do da microdureza (Figura 3J) foi realizada na superficie de esmalte
superficial polida fazendo oito indentagdes, com espacamento de 1 mm na orientacao
de um quadrado para obter o valor médio de numero de dureza de Vickers (VHN) com
ajuda de microdurémetro digital utilizando um diamante Vickers, carregado com 100 g
de peso por 10 segundos (MMT - 3, Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) (Chuenarrom et al.
132:2009) localizado na Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr —UNESP).

Analise da rugosidade

A rugosidade da superficie de esmalte superficial polida foi calculada
indiretamente. As imagens obtidas pelo microscépio confocal (Figura 3K) foram
analisadas no software OLS4100 (Olympus lext OLS 4000, Olympus, Téquio, Japéo)
localizado na UFSCar — Sdo Carlos, no laboratério de caracterizacdo estrutural.
Realizaram-se 10 medi¢des horizontais e 10 verticais para obter o valor médio de
rugosidade aritmética Ra (um) de cada disco.

Analise da morfologia da superficie do esmalte (superficial e profundo) por

Microscopia Eletrénica de Varredura - MEV

Trés discos foram separados para esta analise, sendo a superficie interna um
disco parcialmente polido, no qual duas cores eram evidentes, a superficie externa de
um disco com manchas no esmalte superficial da cor marrom (provavelmente sujeira),
e a superficie interna de um disco completamente polido e submetido ao processo de
profilaxia (como descrito no préximo item). Os discos foram mantidos por 7 dias em
dessecador a vacuo com silica para remocdo da umidade, e posteriormente, foram

revestidos por pulverizagéo catodica com ouro.
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Figura 3 - Esquema da sequéncia para obtencdo dos discos de esmalte bovino.

E.

Esmalte Esmalte
superficial profundo
(integro) (polido)

O dente bovino (A) foi separado em coroa e raiz utilizando uma cortadora metalografica e um disco
diamantado (B). As porgBes coronais foram fixadas em matriz de silicone mediante o uso de godiva (C).
Com uma furadeira de bancada e broca trefina (D) foram obtidos discos de esmalte/dentina da face
vestibular do dente (E). Os discos foram fixados em matriz metélica para o polimento (F). Discos de 7
mm (G) de didmetro e espessura entre 1 a 1,4 mm (H) foram obtidos. Um lado da anatomia original foi
preservado e outro lado de conformacéo plana (polido) foi utilizada para as andlises (I). Na superficie de
esmalte polido foram avaliados a microdureza (J) e rugosidade (K). Duplas de discos foram posicionados
em dispositivos de fio ortodéntico (L). Os dispositivos permitiam que os discos estivessem firmes dentro
das placas de 48 pocos, sem encostar nas paredes e no fundo, ao mesmo tempo que se mantinham em
posicéo vertical (M e N).

Fonte: Elaboracao prépria



45

As imagens foram adquiridas de diferentes areas consideradas de interesse com
ampliacdes de 100x e 500x para inspecao da morfologia no Microscépio Eletrénico de
Varredura foi realizada (JEOL JSM-6610LV, JEOL, Toquio, Japdo) localizado na
Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr —UNESP). As imagens foram
adquiridas para avaliar de forma qualitativa a anatomia que apresentavam as
superficies, e as diferentes tonalidades nos discos tanto na superficie integra (antes e

apos a profilaxia), como na superficie polida (cor branca e cor amarelada).

4.1.4 Limpeza dos discos e posicionamento em dispositivos

A superficie de esmalte superficial foi limpa utilizando micromotor, contra-angulo,
escova de Robson e pasta profilatica (Herjos; Coltene Holding AG, Altstatten, Suica).
Os discos que ainda apresentavam manchas ou sujeira foram descartados.
Posteriormente, os discos foram posicionados dentro de um frasco Béquer com agua
deionizada para serem submetidos a banho ultrassénico (Kondortech Digital Ultrasonic
cleaner; Kondortech Industria e Comércio Ltda., Sdo Carlos, SP, Brasil) durante 10
minutos e depois armazenados em tampéao AB.

Com fio ortoddntico de CrNi com diametro de 0,18 polegadas (Morelli Ortodontia,
Sorocaba, Brasil) foram confeccionados dispositivos que sustentavam dois discos de
forma estavel e perpendicular ao fundo do poco em placas de 48 pocos. Os discos
foram encaixados de forma que a superficie de esmalte polida ficasse virada para a

parte frontal do dispositivo (Figura 3L/M/N).

4.1.5 Esterilizagc&o dos discos acoplados nos dispositivos

Foi padronizado que o conjunto dispositivo de fio ortodéntico e discos de
esmalte fossem esterilizados em conjunto, e ainda que o disco estivesse submerso em
tampao AB, uma vez que os discos de esmalte deveriam ser mantidos hidratados para
evitar que ficassem friaveis. Desta forma os discos acoplados nos dispositivos foram

posicionados em placas de 48 pocos, com 800 uL de tampé&o AB esterilizado por poco.
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A esterilizacdo foi realizada por irradiacdo gama para preservar as caracteristicas
morfolégicas e composicdo quimica do esmalte bovino (Viana et al. 133, 2018). Para
isso, a placa foi enviada ao Centro de Tecnologia das Radia¢cdes-CTR IPEN / CNEN-
SP, Sao Paulo, SP, Brasil) para esterilizacédo por radiagdo gama com dose de 25 kGr
(Irradiador Multipropésito do Co®9).

Um total de 252 discos de esmalte bovino foram caracterizados e esterilizados.
Destes, 72 discos foram utilizados em ensaios para simular uma dieta cariogénica
(Objetivo 1: Desenvolver e avaliar diferentes modelos de biofilme) (Florez Salamanca et
al. 1?5, 2020); 168 discos foram utilizados em ensaios para simular a colonizacdo
secundaria e tardia (Objetivo 2: Desenvolver e avaliar estratégias de inoculacao). Para
descartar possiveis contaminagdes nos ensaios de colonizacao foi utilizada uma dupla
de discos como controle de qualidade em cada ocasido experimental (apenas meios de

cultura sem indculo microbiano), totalizando 12 discos.

4.2 In6culo da Microbiota Salivar Humana

4.2.1 Critérios para a sele¢cdo de voluntarios e coleta da saliva

A saliva foi coletada em trés ocasides nas dependéncias da Faculdade de
Odontologia de Araraquara (FOAr — Araraquara). O material proveniente de uma coleta
com nove voluntarios (trés homens e seis mulheres, 29,2 + 5,8 anos) foi utilizado nos
ensaios para simular uma dieta cariogénica. Para obter volume de saliva suficiente
para simular a colonizacdo secundaria e tardia foram realizados dois dias de coleta.
Assim, foram coletados material de 29 voluntarios (10 homens e 19 mulheres, 27,3 +
5,3) em um dia, e no outro de 28 voluntarios (11 homens e 17 mulheres, 26,6 + 3,9
anos), os quais foram processados como descrito a seguir (Figura 4). A coleta dos
nove voluntérios foi realizada com a mesma metodologia, sendo o pool das amostras
processado para obter saliva clarificada e microbiota para a formacao de biofilme.
Neste caso, a populacdo microbiana ndo foi avaliada imediatamente apos a coleta,
como descrito 4.2.2 (Florez Salamanca et al. 125, 2020).
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Os voluntarios selecionados foram aqueles que ndo apresentavam doencas
infeciosas, nao estivessem sob administracdo de antibiéticos nos ultimos trés meses
e/ou medicamentos que alterassem o fluxo salivar, ndo estivessem sob radioterapia ou
quimioterapia, mulheres ndo gravidas, ndo fumantes e aqueles que ndo tivessem
ingerido bebidas alcodlicas nas dudltimas 24 horas. Esses voluntarios aceitaram
permanecer em jejum durante pelo menos 2 horas antes da coleta e aceitaram nao
realizar procedimentos de higienizacéo oral (escovar os dentes, usar fio/fita dental ou
enxaguante bucal) nas Gltimas 24 horas. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos (CAAE: 82750117.6.0000.5416 — ANEXO B). A
coleta de saliva foi realizada pela manha. Para isso os voluntarios mastigaram um
pedaco de parafilme e coletaram entre 20 e 25 mL de saliva em um tubo tipo cénico de

50 mL esterilizado mantido em gelo durante a coleta e transporte.

4.2.2 Processamento da saliva

As amostras de saliva de cada um dos voluntarios foram diluidas em uma
propor¢gdo de 1:1 com tampao AB e centrifugadas (3.942 xg, 4 °C, 20 minutos;
Eppendorf 5810 R) para obtencéo da porc¢ao clarificada e do precipitado.

A porcao clarificada, que foi utilizada para a formacéo da pelicula salivar e como
meio de cultura, foi esterilizada em sistema de filtracdo com filtro de membrana de
polietersulfona 0,22 ym de baixa ligagao para proteica (Nalgene Rapid-Flow, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Foi utilizado uma garrafa esterilizada de 2 L para
armazenar a saliva de todos os voluntarios. Esta foi mantida em gelo durante todo o
procedimento. O pool, da porcédo clarificada esterilizada, foi homogeneizado e
aliquotado em diferentes volumes de acordo com a necessidade de cada situagéo
experimental, evitando assim o descongelamento e desperdicio da saliva. As aliquotas
foram identificadas e armazenadas a -80 °C.

Os precipitados, que continham a microbiota e assim foram utilizados para o
in6culo, foram ressuspensos em 500 yL de tampao AB, independente do volume e
viscosidade, transferidos para um uUnico tubo cénico. Os tubos originais foram lavados
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com 300 pyL de tampao AB para recuperacdo do material restante, e transferido para o
tubo cénico contendo os precipitados. O tubo cbnico, com todos os precipitados, foi
centrifugado (3942 x g, 4 °C, 20 minutos; Eppendorf 5810 R). O sobrenadante foi
removido e reservado. Para preservar a microbiota, foi adicionado glicerol para uma
concentracédo final de 30 % (Exterkate et al. 13*, 2010). Para isso partiu-se de solucéo
de glicerol a 75 % e os célculos foram realizados de acordo com o volume do
precipitado obtido. Para otimizacdo da amostra, qualquer ajuste necessario de volume

foi utilizado o sobrenadante anteriormente reservado.

4.2.3 Avaliacdo da microbiota dos precipitados da saliva

Como controle de qualidade, para verificar a microbiota presente na amostra
coletada enquanto a variabilidade da populagcdo e a influéncia da metodologia de
armazenamento por congelamento (-80 °C por sete dias), uma aliquota de 200 pL das
suspensfes dos precipitados foi diluida e semeada (duplicata) com 25 uL para cada
guadrante (placa dividida em quatro). Foram utilizados diferentes meios de cultura:
agar de dextrose Sabouraud (Neogen) com cloranfenicol 0,001% (Sigma C0378) -
(SDA) com diluicdes de 10! e 10° da suspenséo para detectar colénias de Candida
spp., agar Mitis Salivarius (Difco) com bacitracina 0,2 U (Sigma P0125) e telurito de
potassio (Sigma P0677) — (MSB) com diluicGes de 10 até 10 para verificar col6nias
presuntivas de estreptococos do grupo mutans (colénias azul escuro brilhante), e agar
sangue (Sangue) com diluicbes de 102 até 10/ para a quantificacdo de microrganismos
totais. Apds a incubacao, foram realizadas contagens de colénias para cada tipo de
meio utilizado e os dados analisados como unidades formadoras de col6nia (UFC mL -
1). Uma segunda aliquota foi armazenamento a -80 °C e semeadas apoés sete dias.
Desta forma foi avaliado a influéncia da metodologia de armazenamento na viabilidade
dos microrganismos presentes. Apos a verificacao, as suspensdes com 0s precipitados
microbianos coleta 1 e 2 (armazenada a -80 °C) foram descongeladas para serem

misturadas e divididas em aliquotas de 1 mL. Estas aliquotas foram armazenadas até o
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momento da utilizacdo a -80 °C. A cada ocasido uma aliquota foi semeada para

controle de qualidade.



Figura 4 - Esquema da sequéncia para coleta e processamento da saliva.
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A) Coleta da saliva em um tubo cénico de 50 mL refrigerado com posterior adicdo de tampéo AB. B) Processamento saliva: C) porcéo da saliva
clarificada foi esterilizada e armazenada a -80 °C e D) porcao precipitada foi misturada com glicerol com concentracéo final de 30%. E) Para
controle de qualidade da microbiota aliquotas frescas e pés congelamento foram semeadas em agar Mitis Salivarius com Bacitracina (MSB), agar
de dextrose Sabouraud com cloranfenicol (SDA) e agar sangue. F) Todas as amostras foram armazenadas a -80 °C até o momento do uso.

Fonte: Elaboragéo prdpria. Adaptado de Florez Salamanca et al. 125, 2020
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4.3 Ensaios para Simular Dietas Cariogénicas

Foi idealizado um ensaio com intervalos de tempo com uma duracéo total de 3
dias (72 horas) para avaliar o crescimento do biofilme em quatro desafios nutricionais
(ou seja, modelos de biofilmes, representados na Figura 5) (Florez Salamanca et al. 1%°,
2020). Em todos os modelos o desafio cariogénico € representado pela alternancia
entre dois diferentes meios de cultura, um com muitas fontes nutricionais (representado
com setas vermelhas) e outro com menos (representado com setas azuis). Dois
modelos de biofilme foram relatados anteriormente na literatura (McBain et al. 3%, 2005;
Albuquerque et al. 136, 2018; Florez Salamanca e Klein 196, 2018) foram usados como
grupos controle. Os outros dois modelos foram projetados para este estudo como

grupos experimentais (Florez Salamanca et al. 12, 2020).

4.3.1 Modelos de biofilme utilizados para os desafios nutricionais

Modelo 1 ou M1 ‘Fartura e Miséria’ foi baseado em estudos anteriores que
utilizaram um caldo de saliva artificial e saliva humana para inoculagdo (McBain et al.
135 2005). Em 0 horas, o inéculo foi realizado em caldo ‘Fartura’ (McBain + 0,5% de
sacarose) com 25% de saliva e incubado por 6 horas, depois foram alternadas com 18
horas em ‘Miséria’ (McBain sem sacarose), resultando em um total de duas trocas de
meios de cultura por dia (Albuquerque et al. 3¢, 2018).

Modelo 2 ou M2 ‘Abundéancia e Escassez’ também foi baseada em pesquisas
anteriores utilizando biofilmes de espécies mistas, contendo S. mutans (Castillo
Pedraza et al. 24, 2017; Florez Salamanca e Klein 1%, 2018). As 0 horas, o in6culo foi
realizado em caldo ‘Escassez’ [triptona-extrato de levedura (TY; 2,5% de triptona, 1,5%
de extrato de levedura, pH 7,0) + 0,1% de sacarose + 25% de saliva] e incubado por 19
horas. Apds esse periodo o meio foi substituido por ‘Escassez’ fresco. Dez horas
depois (as 29 horas), o meio foi alternado para ‘Abundancia’ (TY + 0,5% de sacarose +
1% de amido + 25% de saliva) e incubado por 14 horas, resultando em um total de
duas trocas de meios de cultura por dia. A concentracao de saliva também foi baseada
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em um estudo anterior e serviu para fornecer hidrolisados de amido para o meio de
cultura por meio de hidrélise por a-amilase salivar e fornecer substratos (ureia e
arginina) para producéo de alcali por algumas espécies microbianas (Rogers et al. 32,
2001).

Modelo 3 ou M3, ‘Trés refeigbes diarias’, foi desenvolvido no estudo atual. Em 0
horas o indculo foi realizado em ‘Caldo Saliva' (75% de saliva humana clarificada e
filtrada + 25% de TY) e incubado por 4 horas, tempo relatado na literatura para
colonizacdo microbiana inicial (Brecx et al. 137 138 1980, 1981; Kolenbrander et al. %,
2002), seguido por trés horas em 'caldo de saliva' fresco (simulando o intervalo entre as
refeicdes). Posteriormente, os discos foram expostos a 40 minutos em ‘Abundéancia’
(TY + 0,5% de sacarose + 1% de amido + 25% de saliva), simulando o consumo de
uma refeicdo. Dessa maneira houve uma exposicao intermitente de carboidratos
diariamente, totalizando trés refeigcbes (‘Abundancia’), alternado com trés periodos
entre as refeicbes (‘Caldo Saliva'). Para simular o periodo de descanso/sono a ultima
exposicao foi em caldo saliva por 10 horas (Florez Salamanca et al. 125, 2020).

Modelo 4 ou M4 ‘Trés refeicbes e dois lanches diarios’ foi desenvolvido no
estudo atual. A sequéncia dos meios de cultura utilizados foi semelhante a utilizada
para o M3. O in6culo as 0 horas, a colonizacao inicial e o tempo de descanso/sono
permaneceram os mesmos. Porém, foram acrescentados dois periodos de exposicédo a
carboidratos por 20 minutos, simulando o consumo de dois lanches entre as refeicbes
(pela manha e pela tarde). Assim, houve um total de cinco exposi¢des a carboidratos,
trés delas consideradas como refeicdes (40 minutos) e duas como lanches (20
minutos) (Florez Salamanca et al. 125, 2020).

A concentracdo de sacarose e amido para M3 e M4 foi a mesma utilizada em
‘Abundancia e Escassez', os quais foram baseados em estudos anteriores com
biofilmes mistos contendo S. mutans (Castillo Pedraza et al. 4, 2017; Florez Salamanca
e Klein 19, 2018).
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Figura 5 - Desenho experimental comparando quatro modelos de desafio nutricional para o desenvolvimento de biofilmes cariogénicos.

M1:Fartura e Miséria M2: Abundancia e Escassez M3: Trés refei¢oes diarias M4: Trés refei¢oes e dois lanches diarios
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Como substrato foram utilizados discos de esmalte bovino revestidos com pelicula salivar. Diferentes desafios nutricionais (modelos de biofilme)
foram utilizados e foi avaliado a influéncia na desmineralizacdo do dente, e na biomassa e dindmica populacional do biofilme. Dois modelos s&o
relatados na literatura e considerados modelos cariogénicos: M1 ‘Fartura e miséria’ (McBain et al. 13°, 2005; Albuquerque et al. 1%, 2018) e M2
‘Abundancia e Escassez’ (Florez Salamanca e Klein %%, 2018). Os outros dois modelos foram sugeridos e formulados neste trabalho para
reproduzir de forma geral a cavidade bucal e seu ambiente, e assim o desenvolvimento da carie dentaria: M3 ‘Trés refeigbes diarias’ e M4 ‘Trés
refeicdes e dois lanches diarios’. Em todos os modelos, o desafio cariogénico foi representado por uma alternancia entre dois meios de cultura
diferentes: um rico em fontes nutricionais (setas vermelhas -Periodo de Fartura ou Abundéancia), e outro com meio restrito destes (setas azuis -
Periodo de escassez ou Saliva). Antes e ap0s cada troca de meios o pH dos mesmos foi aferido e registrado. Os biofilmes formados e os discos
de esmalte foram avaliados nas idades 0, 24, 48 e 72 horas (elipses verdes). Para todos os modelos foi realizado uma Unica inoculagdo no tempo
inicial, idade 0 horas (negrito).

Fonte: Elaboragdo prépria. Adaptado de Florez Salamanca et al. *?°, 2020
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4.3.2 Formagéao dos biofilmes

Vinte e quatro discos de esmalte bovino caracterizados, acoplados ao dispositivo
metalico, previamente esterilizado, foram aleatorizados entre os quatro modelos de
biofilme no inicio de cada ocasido experimental. Dois discos-biofilme foram usados para
analisar cada fase de desenvolvimento do biofilme ou idade (24, 48 e 72 horas). Trés
ocasifes experimentais independentes foram realizadas, totalizando n = 6 por idade por
modelo.

Aliquotas de 800 pL da porcéo clarificada esterilizada foram colocadas em cada
poco de placas de 48 pocos. Entdo, cada dispositivo com dois discos de esmalte bovino
foi transferido para a placa, seguido por incubacéo (incubadora orbital a 37 °C, 75 rpm, 1
hora) para formacéo da pelicula salivar (Lemos et al. "4, 2010).

O indculo foi realizado diluindo a solucao dos precipitados (nove voluntarios) 1:10
em meio de cultura (caldo), o qual era dependente da condicdo experimental (modelo de
biofilme). Em seguida, 800 yL do meio inoculado foram transferidos para cada poco
contendo os discos revestidos com saliva. O restante do inéculo foi utilizado para calcular
as quantidades de microrganismo no tempo inicial (O horas) realizando uma diluicdo em
série e plagueamento nos trés tipos de meio de cultura (SDA, MSB e Sangue), seguido
de incubacéo (48 horas, 37 °C, 5% de CO2). Para o desenvolvimento dos biofilmes os
desafios nutricionais foram seguidos, como representado na Figura 5.

Como controle de qualidade para descartar possiveis contaminacfes foram
colocados 800 uyL de cada caldo, seguindo toda a sequéncia das trocas do meio de

cultura, mas sem indculo.
4.3.3 Avaliacdo da mudanca de pH do meio de cultura
Os valores de pH do meio de cultura fresco (sem in6culo) e experimental (com

indculos resultantes das incubagdes com biofilmes) foram coletados em todos os tempos

das substituicdes de meio utilizando um pHmetro digital (Quaxtron Qx 1500 plus).
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4.3.4 Processamento do hiofilme

Nas idades de 24, 48 e 72 horas dois discos-biofiime de cada modelo foram
lavados trés vezes por imersao em solucao salina (0,89% NaCl) esterilizado e seguiram a
seguinte sequéncia (Figura 6). Os discos-biofilme foram removidos do dispositivo
utilizando pincga esterilizada, cuidadosamente para ndo tocar na superficie. Cada amostra
foi colocada em tubo de vidro esterilizado com 0,5 mL de NaCl 0,89%, submetido a
homogeneizacdo em vortex. Os tubos contendo os discos-biofilme foram transferidos
para um frasco béquer com agua e gelo para efetuar a remocao da biomassa da
superficie, usando banho ultrassénico (Kondortech Digital Ultrasonic Cleaner, Kondortech
Industria e Comércio Ltda., Séo Carlos, Brasil) durante 10 minutos para o
desprendimento do biofilme dos discos. Posteriormente, duas lavagens do tubo contendo
o disco foram realizadas com 0,5 mL repetindo a etapa anterior, obtendo-se um volume
final de 1,5 mL de suspenséo de biofilme (Figura 6).

Cada suspensao de biofilme foi sonicada usando uma sonda (sonicador Q125, Q
Sonica, Newtown, CT, USA) a 7 W por 30 segundos para permitir uma homogeneizacao

do biofilme.

4.3.5 Avaliacdo da dindmica da populacédo microbiana

Duas aliquotas de 100 pL (duplicata) foram tomadas para realizar a diluicao
seriada para plagueamento nos trés tipos de meio de cultura (SDA, MSB e Sangue),
seguido de incubagéao (48 horas, 37 °C, 5% de CO2), como descrito no item 4.2.3.).

Posteriormente, calcularam-se as UFC.mL ! dos diferentes grupos nas trés idades.

4.3.6 Avaliacao da biomassa total

Uma aliguota de 1 mL de cada amostra foi colocada em recipientes de aluminio,
previamente pesados, e submetidos a secagem total em estufa (24 horas, 60 °C). Estes
recipientes foram pesados novamente para avaliagdo do peso seco (biomassa). Como
controle, o mesmo procedimento foi realizado com 1 mL de NaCl 0,89%, o valor obtido foi

subtraido de cada amostra.
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Figura 6 - Esquema da sequéncia do processamento dos discos e biofilmes apés diferentes desafios
nutricionais.
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Nas idades iniciais (O horas) e finais (24, 48 e 72 horas) os discos de esmalte foram processados e
analisados enquanto a microdureza e a rugosidade (A). As suspensdes de biofilme resultante do
processamento foram submetidas a anélise da biomassa total (peso seco total) e da dindmica populacional
por UFC mL-1 (B).

Fonte: Elaboracéo propria.

4.3.7 Avaliacado da dureza e rugosidade superficial do esmalte

Os discos de esmalte provenientes do processamento dos biofilmes foram
armazenados em 1 mL de NaCl 0,89% esterilizado. As superficies planas dos discos de
esmalte, previamente caracterizadas, foram submetidas as analises de microdureza para
obter o valor médio de VHN (100g, 10 seg, Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) e de rugosidade
para obter o valor médio de Ra (analise das imagens obtidas no software OLS4100,
Olympus lext OLS 4000, Olympus, Toéquio, Japao) como descrito anteriormente (item
4.1.3).
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4.4 Ensaio para Simular a Colonizagdo Secundaria e Tardia durante a Formagéo

dos Biofilmes

Para esta analise foi utilizado o Modelo 3 - ‘Trés refei¢cdes diarias’ para representar
a alternancia das fontes nutricionais, que configura o desafio nutricional para os
microrganismos. Contudo, para simular a introducdo dos colonizadores secundarios e
tardios presentes na microbiota salivar na dinamica de formacado do biofilme, foi
idealizado um ensaio para a comparacdo de duas estratégias de inoculagdo. Uma foi
chamada de estratégia de inoculac&o unica (UNI), a qual foi realizada no momento inicial
(0 horas), e a outra de estratégia de inoculacfes multiplas (MULTI), realizada tanto no
momento inicial como ao longo do experimento (Figura 7).

Assim, nas duas estratégias foi realizado o indculo inicial (idade 0 horas) em 'caldo
de saliva' na diluicdo de 1:10. Na estratégia MULTI todas as inocula¢des foram realizadas
nas trocas de meio para 'caldo de saliva' (periodo de saliva), com a ressalva que o
inoculo foi diluido 1:20. Na estratégia MULTI foram realizadas um total de 22 inoculacfes
nos 7 dias consecutivos de cada experimento. Os ensaios foram desenvolvidos em duas
etapas. A primeira etapa teve o objetivo de avaliar as mudancas de pH do meio de
cultura, a arquitetura dos biofilmes, a composicao do biofilme (populagdo microbiana e
matriz extracelular) e as alterac6es nas superficies dos discos de esmalte.

A segunda etapa (APENDICE A) teve como objetivo final avaliar a dinamica da
expressdo de genes de alguns microrganismos, entre eles S. mutans durante o
desenvolvimento do biofilme. Foi submetida na FAPESP (processo 2020/04351-6) a
proposta para realizagdo de estagio de pesquisa no exterior na University of Florida
College of Dentistry com orientacdo por parte da Dra. Jacqueline Abranches com para
avaliar o transcriptoma dos biofilmes via RNA-seq dando foco nas principais espécies
detectadas nos dados do DNAseq e ainda elucidar o papel de S. mutans do biofilme.
Porém, infelizmente, a proposta foi cancelada pela decorrente pandemia gerada pelo
SAR-CoV-2.



58

4.4.1 Formacdao dos biofilmes

Trinta e dois discos de esmalte bovino caracterizados, acoplados ao dispositivo
metalico, previamente esterilizado, foram aleatorizados entre as duas estratégias de
inoculacéo. A cada fase de desenvolvimento do biofiime (idade) foram utilizados dois
discos-biofilmes. Trés ocasides experimentais independentes foram realizadas,
totalizando n= 6 por idade por grupo. Em todas as ocasifes experimentais uma dupla de
discos nao foi inoculada e seguiu toda a sequéncia das trocas do meio de cultura,
servindo desta forma como controle de qualidade para descartar possiveis
contaminagodes.

Saliva clarificada esterilizada sem microrganismos foi descongelada e aliquotas de
800 pL foram colocadas em cada pogo de placas de 48 pogos. Entdo, cada dispositivo
com dois discos de esmalte bovino foi transferido para a placa, seguido por incubacao
(incubadora orbital a 37 ° C, 75 rpm, 1 hora) para formacao da pelicula salivar (Lemos et
al. "4, 2010).

O indculo foi realizado diluindo a solucéo dos precipitados (57 voluntérios) 1:10 em
‘caldo saliva’. Em seguida, 800 yL do meio inoculado foram transferidos para cada pogo
contendo os discos revestidos com saliva. O restante do inéculo foi utilizado para calcular
a quantidade de microrganismo no tempo inicial (O horas) realizando uma diluicdo em
série e plagueamento nos meios de cultura MSB, SDA, Sangue e em Agar infusdo de
coracdo e cérebro (Brain Heart Infusion) com Agar de Triptona de Soja com extrato de
levedura e hemina acidificado, pH 5,0 (BHI acidificado) (Tanner et al. 1%, 2011). No agar
BHI acidificado foram observadas duas morfologias, colénias com maior tamanho as
guais foram classificadas como Bacilos Gram positivos e colénias de menor tamanho as
quais foram classificadas como Estreptococos Gram positivos. Esta classificacdo foi
confirmada mediante coloracdo de Gram mediante.

Na idade 48 horas foi necessario juntar o material proveniente do processamento
de dois discos-biofilmes para obter amostra suficiente para 0s ensaios propostos para
esta idade, levando em conta que o calculo final foi ajustado para todos os resultados
obtidos.
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4.4.2 Avaliacdo da mudanca de pH do meio de cultura

Os valores de pH do meio de cultura fresco (sem inoculo) e experimental (com
inoculos resultantes das incubacdes com biofilmes) foram coletados nos tempos das

substituicbes de meio utilizando um pHmetro digital (Quaxtron Qx 1500 plus).

4.4.3 Avaliacao da arquitetura de biofilmes por MEV

Nas idades 48, 120 e 168 horas foram utilizados seis discos-biofilmes adicionais
para avaliar a arquitetura dos biofilmes utilizando como técnica a microscopia eletrénica
de varredura, assim a cada idade foram removidos dois discos-biofilmes de cada grupo
para analise.

Ainda acoplados ao dispositivo de fio ortoddntico, os discos-biofilmes foram
lavados cuidadosamente por imersdo em NaCl 0,89% e transferidos para um poco
contendo glutaraldeido 2,5% (pH 7,4) por uma hora em temperatura ambiente para
fixacdo do biofilme. Em seguida, foram realizadas trés lavagens por imersdo em solucéo
salina tamponada com (PBS — 140 mmol L™" NaCl, 3 mmol L™" KCI, 4 mmol L™" Na2HPOa,
1,4 mmol L' KH2POa4, em &gua deionizada, pH 7,3), e posteriormente submetidas a uma
série gradativa de etanol para a etapa de desidratacdo (etanol 70% por uma hora; etanol
90% por uma hora e 5 vezes com etanol 100% por 30 minutos) (Tavares et al. 139, 2018).

As amostras foram mantidas em dessecador a vacuo com silica para garantir que
estivessem livres de umidade, armazenadas por 7 dias ou mais e, em seguida, revestidas
por pulverizagdo catddica com ouro. Imagens em alta ampliagdo (x 5000) foram
adquiridas de diferentes areas dos discos-biofiimes com o Microscopio Eletrénico de
Varredura (JEOL JSM-6610LV, JEOL, Toéquio, Japao) localizado na Faculdade de
Odontologia (FOAr — UNESP).
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Figura 7 - Desenho experimental comparando duas estratégias de inoculacdo para o desenvolvimento de
biofilmes cariogénicos utilizando o desafio nutricional M3 ‘Trés refeigdes diarias’.
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Como substrato foram utilizados discos de esmalte bovino revestidos com pelicula salivar. Foram utilizadas
duas estratégias de inoculac@o para simular a introdu¢do de novos microrganismos no biofilme. Foram
avaliados o esmalte bovino (desmineralizacdo) e os biofilmes (biomassa, dindmica populacional
microbiana, arquitetura e composicdo da matriz extracelular). De acordo com M3, as setas vermelhas
indicam periodos de “abundancia” (TY + sacarose 0,5% + 1% amido + 25% Saliva), simulando as refeigbes
(total de trés refeicGes com exposicdo de 40 minutos cada). Estes foram alternados com Periodos de
“Saliva” (75% saliva humana clarificada e filtrado + 25% TY), simulando o periodo entre as refei¢cbes
(exposicdo de 6 horas). Apos 14,3 horas de protocolo, os biofilmes eram submetidos a um periodo de
descanso/sono (Periodo de “Saliva” — 10 horas de duracéo). As idades em negrito representam as
inoculagées. No modelo Inoculacdo Unica (UNI) foi realizado uma inoculacéo na idade 0 horas. No modelo
Inoculagcbes Multiplas (MULTI) foi realizado um total de 22 inoculag8es, as quais coincidem com o Periodo
de “Saliva”. Antes e apés cada troca de meios o pH dos mesmos foi aferido e registrado. Os biofilmes
formados e os discos de esmalte foram avaliados nas idades destacadas pelas elipses verdes. A
composicdo da matriz extracelular e arquitetura do biofilme foram analisadas nas idades 48, 120 e 168
horas, destacadas pelo asterisco.

Fonte: Elaboragéo propria
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4.4.4 Processamento dos biofilmes

Os biofilmes foram removidos dos discos como explicado anteriormente (item
4.3.4) e as suspensodes foram sonicadas em sonda (sonicador Q125, Q Sonica, Newtown,
CT, EUA) a 7 W de poténcia por 30 segundos para permitir uma homogeneiza¢do do
biofilme. As suspensfes dos biofilmes e os discos foram utilizados para realizar as

analises que serdo descritas a seguir (Figura 8).
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Figura 8 - Esquema da sequéncia do processamento dos biofilmes formados em diferentes estratégias de inoculagéo.

Sobrenadante

Amostra de

= B. )
biofilme/disco ') DNA extracelular
3x Na(\3/I %89?‘6 0.5mL . E@ Exopolissacarideos soltveis
ortex 10 seg

Sonicar — Cuba 10 min . . .
Acidos lipoteicdicos

/ A k / / \ 1 —{Exopolissacarl’deos insoltveis

!
|
|
I
|
I
1
|
I
|
I
1
|
|
|
I
J

: |
| ]
i . ] Precipitado :E ________________________ )
1 . .
e - P N Centrifugar 22 min, i =< Biomassa — Peso seco insollvel,
i Microscopia electronica | Disco de s a0 d 3942xg,4°C, i |
I | uspensao de Eppendorf 5430 R et !
N de varredura o esmalte biofilme 1.5 mL
S ) 1 Semeadura em:
., .. . 999~ @ Y ¥ e -
: E. Microdureza 1 e e
i : Armazenar Sonicar — Sonda SDA Sangue  BHI /D, L
t Rugosidade ) (NaCl 0,89%, 4 °C) (7W, 30 seg) acidificado If
\
---------------- * ﬁ = e = —— Urcm

1

I

I

I

I

I

:

~ . . I

Quantificagao bactérias totais !

Extragtio de ’ gPCR < s !
DNA Pool de Quantificacdo S. mutans !
MOOOC =P amostres \ |
I

de DNA

!
DNA Seq — Proporc¢do de mlcrorganlsmos’

Discos de esmalte com biofilmes intactos nas idades de 48, 120 e 168 horas foram utilizados para analisar a arqunetura dos biofilmes por microscopia
eletrénica de varredura (A). Os discos de esmalte foram processados e as suspensdes de biofilme, resultante do processamento, foram analisadas para
avaliacdo da composicdo da matriz extracelular nas idades de 48, 120 e 168 horas (B), biomassa nas idades de 48, 120 e 168 horas (C) e dinamica
populacional nas idades de 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas (D). Nestas idades a microdureza dos discos foi analisada, enquanto a rugosidade foi
avaliada unicamente as 0 e as 168h. Estas andlises foram realizadas para comparar as mudancas antes e apés do crescimento dos biofilmes.

Fonte: Elaboragéo propria
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4.4.5 Avaliacao da dinamica da populacdo microbiana

Avaliacdo da populagéo via UFC mL

Uma aliquota de 150 pL de cada amostra foi utilizada para realizar diluicdo seriada
e plagueamento em duplicata nos meios de cultura MSB, SDA, Sangue e BHI acidificado.
As placas foram incubadas (37 °C, 5% de CO2) e ap0s 48 horas as colbnias foram

contadas para realizar o célculo de UFC mL 1 (item 4.2.3).

Avaliacéo da populacao via DNAseq

Para a extracdo de DNA e 0 sequenciamento genético para determinar a
microbiota bacteriana foram armazenadas a -20 °C aliquotas com um volume maior ou
igual a 200 pL. Também foram utilizadas trés aliquotas da solucdo dos precipitados (57
voluntarios). As amostras foram tratadas com propidium monoazide (PMA) para isolar
apenas o DNA gendmico de células vivas (Nocker et al. 0, 2007). Posteriormente, foi
realizada a extracdo e purificacdo do DNA gendmico com o kit MasterPure™ da
EPICENTER. Foi utilizada espectrofotometria para avaliar a quantidade (densidade 6ptica
a 260 nm) e pureza (propor¢cdo de densidades Opticas a 260 e 280 nm) do DNA total
(NanoDrop DS-11 DS-11; Denovix, Wilmington, DE).

Um pool do DNA das amostras do mesmo modelo, idade e ocasido foi realizado
utiizando a mesma quantidade de material genético (n= 3 por idade por grupo). A
concentracéo final foi de 100 ng/pL, em um volume de 50 pL (Tabelas 1, 2 e 3). As
amostras foram desidratadas a 25 °C por aproximadamente 4 horas em concentrador de
amostras (RVC 2-18 CD Plus, Christ) e armazenadas até envio por FedEx para analise

de sequenciamento e o restante do material genético foi armazenado.
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Tabela 1 - Rendimento do DNA de amostras de biofilme do grupo UNI e célculo para pool.

Idade Amostra Quantidade Volume de cada amostra Quantidade Volume do Rendimento (ug)
UNI (ng/ul) para pool (ng/ul) no pool pool
DNA 1 DNA 2
11 412,7 55 8.3 85,0 50 4.3
12 271,1
1 252,3 8,9 51 84,9 50 4,2
112 440,4
11 227,3 9,9 54 85,2 50 4,3
24 112 413,8
11 799,5 2,8 3,2 94,2 50 4,7
12 702,6
1 334,1 6,7 6,2 80,6 50 4,0
112 361,0
11 465,3 4,8 2,6 84,2 50 4,2
48 112 856,9
11 703,7 3,2 3,3 87,0 50 4,4
12 675,5
i 643,3 3,5 3,0 79,4 50 4,0
112 745,1
11 1521,3 1,5 15 86,8 50 4,3
72 12 1549,0
11 1636,4 1,4 1,6 96,0 50 4.8
12 1390,8
1 1069,0 2,1 1,6 84,3 50 4,2
112 14420
1 680,2 3,3 - 42,9 50 2,1
96 - -
12 415,8 54 2,6
12 852,7 93,6 50 4,7
i 638,4 3,5 2,9
12 782,5 79,2 50 4,0
1 828,9 2,7 3,8
120 2 585,7 84,3 50 4,2
11 3426,5 1,3 1,7
12 2589,7 93,0 100 9,3
1 1417,6 1,6 1,7
12 1359,2 80,9 100 8,1
11 2205,0 2,0 1,9
144 12 2396,1 91,2 100 9,1
11 754,9 3,0 1,7
12 1318,0 86,3 50 4,3
1 658,5 3,4 3,6
112 633,1 80,1 50 4,0
1 1066,1 2,1 25
168 12 901,1 87,9 50 4,4

Ndmeros romanos representam a ocasido, nimeros arabicos as duplicatas. Fonte: Elaboracéo propria.



Tabela 2 - Rendimento do DNA de amostras de biofilme do grupo MULTI e calculo para pool.

Idade Amostra Quantidade Volume de cada Quantidade Volume Rendimento
MULTI (ng/ul) amostra para pool (ng/pl) no pool do pool (n9)
DNA 1 DNA 2

11 126.6 114 12.3 105.3 32
12 116.9 3,4
1 171.7 8.4 17.2 88.5 32 0,0
112 83.6 2,8
1 201.7 11.2 12.1 89.4 50 0,0
24 2 186.0 4,5
11 290.6 7.7 8.8 86.9 50 0,0
12 254.4 43
1 84.7 17.0 12.3 80.1 32 0,0
112 117.0 2,6
i 315.5 7.1 7.1 79.0 50 0,0
48 12 315.7 4,0
11 1648.0 1.4 1.3 84.3 50 0,0
12 1686.5 42
1 279.6 8.0 7.9 86.2 50 0,0
12 286.5 4,3
i 524.3 4.3 6.8 83.6 50 0,0
72 12 329.4 4,2
11 1500.0 15 2.4 91.8 50 0,0
12 928.4 4,6
11 362.0 6.2 2.9 96.3 50 0,0
12 768.3 4,8
I 1328.6 1.7 1.8 84.3 50 0,0
96 112 1222.3 4,2
2 1326.9 1.7 2.0 87.4 50 0,0
12 1132.9 4.4
i 524.5 4.3 5.8 87.9 50 0,0
12 390.4 4,4
i 457.2 4.9 4.1 80.6 50 0,0
120 2 548.5 4,0
11 2485.4 1.8 2.4 90.7 100 0,0
12 1874.6 9,1
1 563.0 4.0 2.8 82.6 50 0,0
2 810.5 4,1
i 1896.2 1.2 1.6 87.6 50 0,0
144 2 1375.1 4,4
11 532.0 4.2 31 83.0 50 0,0
12 728.2 4,2
1 505.5 4.5 5.9 82.0 50 0,0
2 383.1 4,1
i 605.6 3.7 2.4 83.3 50 0,0
168 11l 2 941.4 4,2

NUmeros romanos representam a ocasiéo, numeros ardbicos as duplicatas. Fonte: Elaboracéo prépria.
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Tabela 3 - Rendimento do DNA das amostras de pool de microbiota de 57 voluntarios e de controle de que
néo existia material genético que interferisse nos caldos de cultura.

Idade Amostra Quantidade Volume de amostra para Quantidade Volume do Rendimento
UNI (ng/ul) pool (ng/ul) no pool pool
| 3533,3 13 42,4 100 4,2
| 3066,5 1,5 42,6 100 4,3
Inéculo 1] 3457,6 1,3 41,6 100 4,2
Abundéancia 9,3
Caldo Saliva 14,5

NUmeros romanos representam a ocasido, nUmeros arabicos as duplicatas. Fonte: Elaboracéo prépria.

Posteriormente foi enviando um relatério pela empresa explicando o
processamento realizado e os resultados obtidos (BGI 2%, 2020). Uma vez que a
empresa BGI Co., Ltd. recebeu as amostras de DNA, foi realizado um teste de qualidade.
Todas as amostras apresentaram DNA apto para construcdo de uma biblioteca de 16S
rRNA da regido V1-V3. Essa regido foi utilizada por ser a mesma utilizada nos estudos
com Human Oral Microbe Identification using Next Generation Sequencing (HOMINGS)
https://homings.forsyth.org/ (que seria a metodologia proposta inicialmente no projeto).
Para o produto de PCR, as extremidades denteadas do DNA fragmento seria convertido
em extremidades cegas usando polimerase de DNA de T4, fragmento de Klenow e
polinucleotideo quinase de T4. Em seguida, foi adicionado uma base 'A' a cada
extremidade 3 'para facilitar a adicdo adaptadores. Depois de tudo isso, fragmentos muito
curtos foram removidos por esferas Ampure. Para DNA gendmico, fou utilizado primer de
fusdo com indice duplo e adaptadores para PCR, fragmentos muito curtos foram também
removidos por esferas Ampure. Em ambos os casos, apenas a biblioteca qualificada
pode ser usada para sequenciamento.

Os dados brutos foram filtrados para eliminar a poluicdo do adaptador e a baixa
gualidade, obtendo leituras limpas. Em seguida, as leituras emparelhadas com
sobreposicdo foram mescladas as tags, as quais foram agrupadas em Unidades
Taxondmicas Operativas (Operational Taxonomic Unit - OTU) em 97% de similaridade de
sequéncia. As classificacfes taxondmicas foram atribuidas a sequéncia representativa da
OTU usando o Ribosomal Database Project (RDP) Naive Bayesian Classifier v.2.2. Por
fim, diversidade alfa, a diversidade beta e a selecdo de diferentes espécies foram

analisadas com base em OTU e classificag6es taxondmicas.
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A fim de obter resultados mais precisos e confidveis em andlises de bioinformética
subsequentes, os dados brutos foram pré-processados para obter dados limpos (Fadrosh
et al. 141, 2014). As leituras emparelhadas foram geradas com a plataforma lllumina HiSeq
/ MiSeq, em seguida, as leituras com adaptadores de sequenciamento, base N, base poli,
baixa qualidade etc. foram filtradas. Quando duas leituras emparelhadas se
sobrepuseram, a sequéncia de consenso foi gerada por Ajuste rapido de comprimento de
leituras curtas, (Fast Length Adjustment of Short reads - FLASH v1.2.11) tendo
comprimento minimo de sobreposicdo: 15 bp e razdo de incompatibilidade da regiao
sobreposta: <= 0,1 (Mogo¢ e Salzberg 42, 2011).

As leituras emparelhadas de alta qualidade foram combinadas as tags com base
em sobreposicdes. 3192.983 tags foram obtidas no total com 66.520 tags por amostra em
média, e comprimento médio de 534 bp. ApGs a remocao das sequéncias de iniciadores,
0s marcadores sem iniciadores foram 314.4513 no total, com 65.510 marcadores por
amostra em média, e o comprimento médio € de 497 pb. As tags foram agrupadas em
OTU por scripts do software USEARCH (v7.0.1090).

As sequéncias representativas de OTU foram classificadas taxonomicamente
usando o classificador do Ribosomal Database Project (RDP) v.2.2 no banco de dados
Greengenes, usando valores de confianga de 0,6 como corte. Foram utilizados os bancos
de dados usados para anotacdo de espécies de comunidade bacteriana e arqueal6S
rDNA: Greengene (default): V201305 (DeSantis et al. 143, 2006); RDP: Release9 201203
(Cole et al. *4, 2006). As tags filtradas foram agrupadas em OTU com 97% de
similaridade e foram removidos OTUs néo atribuidos.

A andlise de componente principal (Principal component analysis - PCA) foi usada
para construir um grafico 2-D resumindo os fatores principalmente responsaveis pelas
diferencas de composicdo de OTU em diferentes amostras. Com base nas informacdes
de abundancia de OTU, a abundancia relativa de cada OTU em cada amostra foi
calculada, e o PCA de OTU foi feito com o valor de abundancia relativa. O software
utilizado nesta etapa foi o pacote 'ade4' do software R (v3.1.1).

O nuamero de tags de cada classificacdo taxondmica (Filo, Classe, Ordem, Familia,
Género, Espécie) ou OTU em diferentes amostras foi resumido em uma tabela de perfil

ou histograma, o qual foi desenhado com o software R (v3.1.1).
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As sequéncias representativas foram alinhadas contra o conjunto principal Silva
(Silva_108 core_aligned_seqs) usando PyNAST por ‘align_seqgs.py’. Uma arvore
filogenética OTU representativa foi construido usando os scripts integrados QIIME
(v1.80), incluindo o método fasttree para construcdo de dendrograma. As marcas com
maior abundancia de cada género foram escolhidas como o género correspondente
sequéncias representativas, e arvore filogenética em nivel de género foi obtida com ajuda
do software R (v3.1.1).

Avaliacéo da populacéo via gPCR

Para quantificar bactérias totais e da espécie S. mutans nos biofilmes foi realizada
uma reacdo de PCR quantitativo seguindo as diretrizes do Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments - MIQE (Bustin et al. 145, 2009).

Para quantificacdo do total de bactérias foi utilizado Eub338 sense:
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG e Eub518 antisense: ATTACCGCGGCTGCTGG, com
tamanho aproximado do produto de PCR de 200 bp e temperatura de anelamento 53°C
(Fierer et al. 146, 2005). Para a quantificacdo de S. mutans os primers utilizados foram
Sm479 sense: TCGCGAAAAAGATAAACAAACA e Sm479 antisense:
GCCCCTTCACAGTTGGTTAG, com tamanho de produto de PCR de 479 bp e
temperatura de anelamento 60 °C e 55 °C, respectivamente (Chen et al. 147, 2007)

Utilizaram-se 0,5 yL de amostra de pool DNA nas concentracdes de 1 ng/uL para
bactérias totais e 100 ng/uL para S. mutans, mais os componentes da reacdo. Cada
reacao continha 250nM cada par de primer (0,625 ul de solugcéo a 10 uM); 12,5 pL de 2X
SYBR Green Supermix (BioRad, Hercules, CA, EUA) e 4gua de grau molecular para
completar 25 uL (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). As reacdes foram submetidas ao
equipamento CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (BioRad, Hercules, CA,
EUA) no seguinte ciclo: (1X) 95 °C por 3 minutos; (39X) 94 °C por 30 segundos, 58 °C por
30 segundos, 68 °C por 1 minuto (neste momento foi realizado a leitura da placa e coleta
de dados para as andlises em tempo real); seguido de (1X) de 55 °C até 95 °C 55 tendo
um aumento gradativo de 0,5 °C cada 5 segundos (neste momento foi realizado a leitura
da placa e coleta de dados para as andlises de Melt Curve).

Na placa para bactérias totais a curva padrao foi elaborada com base ao tamanho

médio dos genomas de bactérias sequenciadas disponiveis em 21/05/2020 no site do
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Human Oral Microbiome Database. Esse valor era 2,76 Mb. Uma cépia corresponde a
uma célula, assim, os dados séo reportados como numero de células de bactérias no
biofime. Na placa para S. mutans, a curva foi elaborada com base no tamanho do
genoma da cepa UA159, 2,03 Mb (Klein et al. 18, 2012). Uma co6pia do genoma
corresponde a uma célula, consequentemente os dados sao reportados como nimero de
células de S. mutans no biofilme. Finalmente a quantificacdo de células bactérias totais e
de células de S. mutans foi ajustada com base no volume de cada amostra. Os dados
obtidos foram nameros de células por biofilme e foi calculada a proporcéo de S. mutans

em relagdo ao total de bactérias presentes na amostra.

4.4.6 Avaliacdo da matriz extracelular do biofilme e da biomassa da porcao

insoluvel do biofilme

Separacdo da porcdo solavel e insolavel

Um volume de 1000 pL foi adicionado em microtubo previamente pesado. O tubo
foi centrifugado (10640 xg, 4 °C, 10 minutos; Eppendorf 5430 R), para separar 0S
componentes solaveis dos insoluveis. O sobrenadante foi armazenado em tubo cénico, o
precipitado que se encontrava no microtubo foi lavado duas vezes utilizando 250 pL de
agua deionizada e esterilizada. Os sobrenadantes das duas lavagens foram misturados
com o sobrenadante inicial obtendo um volume final de 1,5 mL de sobrenadante (porcao
soluvel) que foi distribuido para extragdo e analise de DNA extracelular, acidos
lipoteicdicos e exopolissacarideos sollveis em agua. O precipitado (porcdo insoluvel) foi
utilizado para calcular a biomassa e o0s exopolissacarideos insollveis em agua ou

sollveis em alcali.

Quantificacdo de DNA extracelular na porcéo soluvel

Para extracdo do DNA extracelular foram utilizados 300 uL do sobrenadante das
amostras de 48 horas e 150 pL do sobrenadante das amostras de 120 e 168 horas.
Primeiro foi adicionou o0 mesmo volume de 2X TCL (kit MasterPure™ Purification,

Epicentre), seguido foi feita incubagcdo em banho seco (300 rpm, 65 °C, 15 minutos,
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Isotemp™ Shake Touch High Speed Shakers, Fisherbrand™). As amostras foram
resfriadas por 15 minutos, apdés foi adicionado o 90 pyL para a amostra de 48 horas e 45
UL para as amostras de 120 e 168 horas de MPC (kit MasterPure™ Purification,
Epicentre). As amostras foram homogeneizadas e centrifugadas (15294 xg, 4 °C, 10
minutos; Eppenddorf 5430 R).

Os sobrenadantes foram transferidos para tubos novos e 600 pL, para a amostra
de 48 horas, e 300 pL, para as amostras de 120 e 168 horas, de isopropanol foram
adicionados. A seguir, as amostras foram homogeneizadas por inversao dos tubos 40
vezes. As amostras foram armazenadas em a -20 °C por no minimo 18h para a
precipitagdo dos &cidos nucléicos. As amostras foram centrifugadas (15294 xg, 4 °C, 20
minutos; Eppenddorf 5430 R), o isopropanol descartado. Os precipitados foram lavados
duas vezes com 200 pL de etanol 75% (sem ser desprendidos dos tubos). Os tubos com
os precipitados foram deixados sobre bancada por 15 - 20 minutos para evaporagao, uma
vez secos 30 pL de TE (kit MasterPure™ Purification, Epicentre), foram adicionaram para
hidratacdo do precipitado. Foi utilizada espectrofotometria para avaliar a quantidade
(densidade optica a 260 nm) e pureza (proporcao de densidades 6pticas a 260 e 280 nm)
(Castillo Pedraza et al. 24, 2017).

Quantificacdo de Acidos Lipoteicdicos na porcéo soltvel

Primeiramente foi realizado o isolamento dos acidos lipoteicéicos da cepa parental
S. mutans UA159 para a construcédo da curva padrdo (Sutcliffe e Hogg *4°, 1993). Foram
utilizados 900 pL do sobrenadante das amostras de 48 horas e 450 pL do sobrenadante
das amostras de 120 e 168 horas. O método baseado em incubacdo em 5 % de acido
tricloroacético (TCA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi utilizado para o isolamento
dos A&cidos lipotecicdicos (Castillo Pedraza et al. 2%, 2017). Finalmente os &acidos
lipoteicbicos, tanto da curva padrdo como do sobrenadante das amostras, foram
marcados com anticorpos primario (anticorpo LTA de bactérias Gram positivas, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), seguido de marcagédo com anticorpos secundarios
marcado com Alexa Fluor 405 (ab175660, Abcam) diluido 1:500 foi acrescentado, com
incubagdo por 2 horas. Foi realizada de forma indireta utilizando um leitor de placas
(FLUOstar Omega, BMG LABTECH) (Castillo Pedraza et al. 24, 2017).
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Quantificacdo de exopolissacarideos na porc¢éo soluvel

Para extracdo de exopolissacarideos soluveis em agua foram utilizados 900 pL do
sobrenadante das amostras de 48 horas, e 450 pL do sobrenadante das amostras de 120
e 168 horas. Etanol 99 % foi adicionado (3 vezes o volume do sobrenadante) para ter
uma concentragao final de 70 %. As amostras foram armazenadas em freezer -20 °C por
no minimo 18 horas para a precipitacdo dos polissacarideos. As amostras foram
centrifugadas (7232 xg, 4 °C, 20 minutos; Eppendorf 5810 R). Os sobrenadantes foram
descartados, e os precipitados foram suspensos em 7 mL de etanol 75 % e centrifugados
novamente. Este procedimento de lavagem foi repetido duas vezes. Na Ultima
centrifugacéo os precipitados foram deixados sobre bancada por 15 - 20 minutos para
evaporacao. Foi adicionado a cada tubo 1 mL de agua destilada e deionizada, os tubos
foram armazenados em geladeira.

Foi elaborada uma curva padrdo com glicose oito concentracfes (de 0,625 pg até
25 ug), seguidamente foi realizado um ensaio colorimétrico para quantificacdo de
polissacarideos baseado na reacdo de fenol - acido sulfdrico e apds de 20 minutos foram

realizadas as leituras para quantificar (densidade éptica a 490 nm) (Dubois 19, 1956).

Quantificagcdo da biomassa na porg¢éao insoltvel

Os precipitados formados nos microtubos foram desidratadas a 45 °C por
aproximadamente 4 horas em concentrador de amostras (RVC 2-18 CD Plus, Martin
Christ Gefriertrocknungsanlagen, Osterode am Harz, NI, Alemanha). Uma vez seco o

material, os microtubos foram pesados e o peso inicial foi descontado.

Quantificacdo de exopolissacarideos na porc¢éo insoluvel

Para extrair os exopolissacarideos insollveis em agua, foram adicionados nos
microtubos 375,5 ul de NaOH 1 M por cada mg de peso seco. Foram homogeneizados
em vortex e incubados por 2 horas em agitacdo orbital (37 °C, 75 rpm). Posteriormente
os tubos foram centrifugados (10640 xg, 4 °C, 10 minutos, Eppendorf 5430 R). O
procedimento foi repetido duas vezes. O volume da extracdo foi o total dos trés

sobrenadante de cada amostra e foi armazenado em tubo cobnico de 15 mL. Foi
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adicionado etanol 99 % (3 vezes o volume do sobrenadante) para ter uma concentracao
final de 70 %. As amostras foram armazenadas em freezer -20 °C por no minimo 18
horas para a precipitacdo dos polissacarideos. Ap0s o0 periodo de precipitacdo as
amostras foram homogeneizadas e centrifugadas (7232 xg, 4 °C, 20 minutos; Eppendorf
5810 R). Os sobrenadantes foram descartados, e os precipitados foram suspensos em 7
mL de etanol 75 % e centrifugados novamente. Este procedimento de lavagem se repetiu
duas vezes e na ultima centrifugacdo os precipitados foram deixados sobre bancada por
15 - 20 minutos para evaporacdo. Quando os tubos e precipitados estavam secos, foi
adicionado NaOH 1 M utilizando o mesmo volume da extracdo. Os tubos foram
armazenados a 4 °C até a realizacdo do ensaio colorimétrico para quantificacdo dos

polissacarideos como descrito anteriormente (Dubois *°°, 1956).

4.4.7 Avaliacao superficial do disco de esmalte

Os discos provenientes do processamento dos biofilmes foram armazenados em 1
mL de NaCl 0,89% esterilizado. As superficies planas dos discos de esmalte,
previamente caracterizadas, foram submetidas a analise da microdureza e da rugosidade
como descrito anteriormente (item 4.1.3), mas utilizando uma magnificacdo da lente
MPLFLN 10x (Olympus lext OLS 4000, Olympus, Toquio, Japao), realizando trés imagens

por disco em duas idades as Oh (antes do biofilme) e as 168h (ap6s do biofilme).

4.5 Andlise Estatistica

Primeiramente foi realizada uma analise exploratéria de todos os dados, e
posteriormente a normalidade e distribuicdo homogénea das variancias foi analisada.
Dependendo destas andlises foram escolhidos os testes e pos-testes estatisticos. O nivel
de significancia foi fixado em 5%. A seguir esta o detalhamento por desfecho:

e Microbiota salivar dos voluntarios. Tamanho amostral pequeno, foi assumida
distribuicdo n&o normal. Comparacdo entre as coletas frescas, seguido de
comparacao entre fresca e sua respectiva congelada utilizando teste U Mann-
Whitney. Adicionalmente foram comparadas as salivas congeladas com teste

Kruskal-Wallis, seguido de pos-teste de Dunn.
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Foi calculada a média e desvio padrdo dos dados de pH do meio de cultura foram
calculados por idade do biofilme e por modelo; nenhuma andlise estatistica
inferencial foi realizada.

Dindmica populacdo microbiana dos modelos de biofilme cariogénicos. Distribuicédo
normal, para o fator idade do biofiime e para o fator modelo foi realizada
separadamente one-way ANOVA, seguida do pos-teste de Tukey ou Games-
Howell.

Biomassa total dos modelos de biofilmes cariogénicos. Distribuicdo normal, para o
fator idade do biofilme e para o fator modelo foi realizada separadamente one-way
ANOVA, seguida do poés-teste de Tukey ou Games-Howell, correlacdo de Persson
entre o valor médio da biomassa e UFC.mL .

Microdureza da superficie de esmalte apds crescimento dos modelos de biofilme
cariogénicos. Distribuicdo normal, para o fator idade do biofilme e para o fator
modelo foi realizada separadamente one-way ANOVA, seguida do pos-teste de
Tukey ou Games-Howell. Correlagdo de Persson entre o valor médio da
microdureza e a idade do biofilme.

Rugosidade da superficie de esmalte apds crescimento dos modelos de biofilme
cariogénicos. Distribuicdo ndo normal, teste de Kruskal-Wallis, seguido de poés-
teste de Dunn.

Dinamica populacional microbiana dos biofilmes cariogénicos baseado nas
UFC.mL ! segundo a estratégia de inoculacéo. Distribuicdo ndo normal. Para o
fator idade teste Kruskal-Wallis seguido de pos-teste de Dunn. Para o fator modelo
teste U Mann-Whitney em cada uma das idades. Foi calculada a proporcao de
cada grupo microbiano dentro de microbiota total.

Dindmica populacional microbiana dos biofilmes cariogénicos baseado no nimero
de células bacterianas via qPCR segundo a estratégia de inoculagéo. Distribuicdo
nao normal. Para o fator idade teste de Kruskal-Wallis, seguido de pos-teste de
Dunn. Para o fator estratégia teste U de Mann-Whitney

Biomassa insolavel dos modelos de biofilmes cariogénicos. Distribuicdo n&o
normal. O fator idade foi analisado utilizando teste de Kruskal-Wallis seguido de
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pés-teste de Dunn para as comparagfes. O fator estratégia de inoculagédo foi
analisado utilizando teste U de Mann-Whitney.

Quantificacdo componente da matriz extracelular dos biofilmes cariogénicos
segundo a estratégia de inoculacdo. Distribuicdo ndo normal, fator idade teste
Kruskal-Wallis, seguido de poés-teste de Dunn. Para o fator estratégia teste U
Mann-Whitney.

Correlacdo de Pearson entre o0s valores de biomassa insolavel e
exopolissacarideos insoluveis.

Microdureza do esmalte apés crescimento dos biofilmes cariogénicos segundo a
estratégia de inoculag&o. Distribuicdo normal, fator idade one-way ANOVA seguido
de pés-teste de Tukey. Para o fator modelo teste t Student homocedastico ou
heterocedastico segundo fosse necessario em cada uma das idades. Correlacéo
de Persson entre o valor médio da microdureza e a idade do biofilme.

Rugosidade da superficie de esmalte apds crescimento dos biofilmes cariogénicos
segundo a estratégia de inoculacao. Distribuicdo ndo normal, para os dois fatores

teste U Mann-Whitney.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo de Corpos de Prova de Esmalte Bovino para Testes
Microbiol6gicos

Durante o desenvolvimento da metodologia para confeccionar discos observou-se
gue as superficies intactas de alguns dentes apresentavam pigmentacdes visualmente
evidentes (Figura 9A). Ao analisar com magnificacdo, identificaram-se depdsitos de
algum tipo de material, provavelmente residuos alimentares e/ou biofilmes microbianos
originais, principalmente nas regides mais deprimidas (Figura 9B), sendo quase ausentes
em regifes mais elevadas (Figura 9C). Evidenciou-se a necessidade de realizar uma
limpeza no esmalte superficial dos discos, e foram excluidos os discos que apresentavam

pigmentacdes ainda apods a limpeza.

As caracteristicas anatdmicas de cada dente (curvaturas meso-distal e cervico-
incisal, formato da camara pulpar etc.) forneciam diversas espessuras de esmalte dentro
de cada disco (Figura 9D). Com base na espessura de esmalte observada nos discos,
confeccionaram-se as matrizes metalicas como suporte para submeter a superficie ao
polimento e assim eliminar da dentina, obtendo assim uma superficie plana que fosse
apta para realizar a avaliacdo da microdureza. Apoés a eliminagdo da dentina em alguns
discos ainda era visualmente evidente a presenca de duas cores (Figura 9E). As imagens
de microscopia confirmaram a presenca de dentina (Figuras 9F/G) e uma regido de

transicéo entre esmalte profundo e dentina (Figura 9G/H).

Todos os discos que apresentavam este padrao foram submetidos novamente ao
polimento até eliminar a dentina, no entanto, muitas vezes os discos terminavam muito
fragilizados, apresentando trincas ou fraturas, estes discos foram descartados. De forma
geral uma vez finalizados os discos apresentaram duas superficies. Uma com o esmalte
superficial com todas suas caracteristicas morfolégicas intactas, o qual representa a
superficie onde os microrganismos formam os biofilmes no ambiente natural (Figura 10
A/BIC), e outra com o esmalte profundo, que fornece uma superficie plana para realizar a
avaliacdo da microdureza (Figura 10 D/E/F). Devido a rugosidade, caracteristicas
anatdmicas e espessura dos discos, a area total varia de espécime para espécime, mas

de forma geral entendemos que é a somatdria da area do esmalte profundo (38,5 mm?) +
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area do esmalte superficial (38,5 mm?) + area da borda do disco (22 mm?), o qual totaliza

de forma aproximada 99 mm?,

Figura 9 - Padronizacdo da metodologia para confeccéo de discos de esmalte bovino.
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Discos antes da profilaxia, apresentavam superficies com pigmentacdes (A). Estes foram avaliados por
microscopia eletrdnica de varredura (MEV), pela qual foram adquiridas imagens com magnificacdo de 100X
observados depositos nas regides mais deprimidas da superficie (setas amarelas) (B). A regido destacada
com um quadrado branco da imagem B aparentemente se apresentava limpa, porém apdés esta regido ser
ampliada 500X, foram observados depdsitos (C). O dente foi higienizado e polido. A curvatura do dente (D)
dificultou a obtencdo de discos livres de dentina e foi necessario realizar novamente o polimento (E). A
regido destacada com um quadrado preto na imagem E foi analisada por MEV, com magnificacdo de 100X.
Nesta foi possivel observar a transicédo entre esmalte e dentina (F). Em uma analise com magnificacdo de
500X da regidao destacada em azul na imagem F, foi possivel observar material remanescente de dentina,
apresentando caracteristica amorfa (G). A regido destacada em verde apresenta dentina intertubular e o
limen dos tabulos dentinarios (H).

Fonte: Elaboracéo propria

Figura 10 - Discos de esmalte bovino finalizados.
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~ Esmalte superficial
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Esmalte profundo

Size[pm]: 2566x2571 Objective lens: 5x Zoom

Imagem do disco com o esmalte superficial com anatomia intacta (A) e p6s polimento (D). Através de uma
analise por microscopia de confocal, com magnificacdo de 5X, foi possivel observar regides deprimidas e
elevadas na superficie do esmalte superficial (n&o polido) (B). Porém, p6s polimento o esmalte profundo foi
exposto, observando-se uma superficie plana (E). Quando analisamos estas superficies por microscopia
eletrdnica de varredura em uma magnificacdo de 500X, observamos que os detalhes anatdmicos ndo sdo
perceptiveis, aparentando ser uma superficie plana (C e F).

Fonte: Elaboracgéo propria

Na analise da microdureza, foi realizada a média das oito medi¢des adquiridas em
cada corpo de prova, o esmalte profundo o valor médio registrado foi de 156,6 + 9,074
VHN apresentando uma variacdo entre 141,7 e 167,6. Para a rugosidade aritmética do
esmalte profundo os valores variaram entre 1,15 e 1,35 um tendo uma média de 1,233 +
0,08.

5.2 Microbiota Salivar dos Voluntéarios
Os microrganismos presentes na saliva dos voluntarios foram quantificados com a

ajuda de trés tipos de meio de cultura diferentes. O valor de UFC.mL ! obtido do meio

adgar sangue foi considerado como microbiota total cultivdvel (Figura 11A). Nao foi
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detectada diferenca estatistica entre as coletas 1 e 2 (29 e 27 voluntérios
respectivamente) nas semeaduras realizadas nas amostras frescas. A técnica de
armazenamento (glicerol 30%, freezer -80 ° C, 7 dias) nao interferiu na viabilidade das
células microbianas. No caso da coleta dos 9 voluntarios, a quantificacdo foi realizada

apenas apos do congelamento e teve um perfil semelhante.

Figura 11 - Microrganismos presentes na saliva dos voluntarios.
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O &gar MSB foi utilizado como meio presuntivo para selecionar os estreptococos
do grupo mutans (Figura 11B). Na coleta 2 houve uma maior variabilidade, no entanto
nao houve diferenca entre fresco e congelado. A quantidade de microrganismo deste

grupo foi menor nos 9 voluntarios, apresentado uma diferenca com a coleta 1.

Os fungos do género Candida também foram quantificados (Figura 11C) e foram o
grupo de microrganismos com menos representacdo. Nao existiu diferenca entre as

coletas antes e apds do congelamento

5.3 Estabelecimento de Modelos de Biofilme de Microcosmo que Reproduzem a

Ingestdo de uma Dieta Cariogénica %

5.3.1 Perfil do valor de pH frente diferentes dietas cariogénicas

Os valores de pH do meio de cultura fresco e experimental dos quatro modelos
foram dispostos na Figura 12. O valor critico de pH considerado como o limite de
desmineralizacdo do esmalte foi representado como uma linha pontilhada vermelha (pH
5,5) (Bowen 8, 2013). Em M1 (Figura 12A) foi observado uma constante queda do valor
de pH apos 6 horas de incubagéo (nas idades 6, 30 e 54 h) em caldo ‘Fartura’, com um
valor do pH inicial de 7,05 = 0,13 atingindo 4,39 £+ 0,19. Quando o meio de cultura foi
alternado para caldo ‘Miséria’, com valor de pH comegcando com 7,09 + 0,09, foi
observado uma diminuicdo menor do valor apés 18 horas de incubacao (nas idades 24,
48 e 72 h), com um valor médio de pH de 6,10 + 0,26.

Em M2 (Figura 12B) o caldo ‘Escassez’ teve o ponto de partida com valor de pH
6,98 + 0,12, e com 19 horas de incubacéo para a fase de adesédo microbiana valor de pH
atingiu 6,35 + 0,21. Nos outros periodos de ‘Escassez’, com incubacéao de 10 horas (29 e
53 horas), foi observado um valor médio de pH de 5,83 + 0,33. O caldo de 'Abundéancia’
fresco apresentava um pH 6,98 £ 0,06, e apds incubacdo por 14 h (nas idades 43 e 67

horas), mostrou uma queda de pH que atingiu 4,29 + 0,08.

Em M3 (Figura 12C), os discos permaneceram principalmente no "caldo de saliva"
(pH inicial 7,29 £ 0,13), apo6s a incubacao (nas idades 4; 7,3; 14,7; 24; 31; 38; 48; 55; 62
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e 72 h) com uma ligeira diminuigcdo nos valores medios de pH, 6,78 £ 0,14. No entanto,
guando exposto a 'Refeigdes' 40 minutos em 'Abundancia’ (nas idades 8; 15; 24,3; 31,7;
38,7; 48,7; 55,7 e 62,7 horas), a queda do pH foi mais rapida com um pH de 6,15 £ 0,39,
sem exceder o limiar critico. No entanto, com o envelhecimento do biofilme, os valores

registrados foram menores.

Em M4 (Figura 12C), o comportamento observado foi muito semelhante ao M3,
apos incubacdo em 'caldo de saliva' (nas idades 4; 7.3; 11; 14,3; 24; 27,7; 31; 34,7; 38,
48; 51,7; 55; 58,7; 62 e 72 h) o pH foi 6,51 + 0,25. As maiores e mais rapidas quedas de
pH foram encontradas apos as 'Refei¢cdes' (nas idades 8; 15; 24,3; 31,7; 38,7; 48,7; 55,7
e 62,7 horas) com valores de 5,87 + 0,45, e também houve uma diminuicdo progressiva
do pH conforme o biofilme amadureceu. No entanto, a exposicao a 'Lanches' 20 minutos
em 'Abundancia’ (nas idades 4,3; 11,3; 28; 35; 52 e 59 horas) ndo mostrou uma alteracéo

substancial do pH, comec¢ando com 6,98 + 0,06 e terminando com 6,47 + 0,34.

No geral, em M1 e M2, as trocas do meio de cultura foram mais espacadas;
consequentemente, os discos permaneceram imersos por periodos mais longos em
ambiente acido, mesmo sem exposicdo a carboidratos. Em contraste, em M3 e M4, os
valores de pH mostraram mais flutuacbes devido ao maior niumero de “ingestdo de
alimentos". As quedas de pH foram evidentes em M3 e M4, mas com menor magnitude
do que em M1 e M2 porque as exposi¢coes foram mais curtas para M3 e M4. Assim, em
M3 e M4, os valores de pH apresentaram acidificacdo mais fraca em relacdo a M1 e M2 e
um ambiente mais neutro, pois apos esses periodos acidos, os discos/biofilmes sempre

foram devolvidos ao "caldo de saliva".
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Figura 12 - Perfil do pH de meios de cultura (fresco e experimental) frente aos quatro modelos de desafio
nutricional para o desenvolvimento de biofilmes cariogénicos.
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5.3.2 Dinamica populacional microbiana dos modelos de biofilme cariogénicos

A Figura 13A apresenta os valores médios e desvio padrdo da microbiota
cultivavel total. Ao comparar as diferentes idades (letras minusculas) dentro dos modelos
de biofilme, em M1 e M2, a viabilidade dos microrganismos manteve-se semelhante ao
longo do tempo, com excec¢do de O horas até 24 horas em M1, para os quais foi
observado uma diminuicdo. Nos modelos M3 e M4, houve aumento da populacdo
microbiana de 0 a 72 h. Para M3, esse aumento foi gradativo até a ultima idade, mas

para M4, houve maior variabilidade.

Além disso, na comparacdo de grupos de mesma idade (letras mailsculas),
observaram-se semelhancas em todas as idades do biofilme entre os grupos M3 e M4,
mas, para os grupos M1 e M2, houve diferenca as 48 e 72 h. Apesar das diferencas
pontuais esses modelos foram denominados, conforme descrito na se¢cdo de pH, como

um ambiente acido (M1 e M2) e um ambiente mais neutro (M3 e M4).

O comportamento foi semelhante em todos os modelos para as contagens de
Streptococcus do grupo mutans em diferentes idades do biofilme (letras mailsculas;
Figura 13B); apenas M2 apresentou valores mais elevados com 24 horas. Além disso,
dentro de cada modelo, a populacdo apresentou aumento com o envelhecimento do
biofilme, apresentando diferencas entre o indculo (0O horas) e as idades finais (48 e 72

horas).

Considerando o valor de UFC.mL™* da microbiota total (dgar sangue) como 100 %,
foi calculada a porcentagem de Streptococcus do grupo mutans (Figura 13C). No inicio
do experimento (0 horas), este grupo 1,1 % * 0,7 da microbiota cultivavel total. Um
aumento progressivo foi observado no M1 e um aumento dréstico no M2 ao longo do
tempo. Em contraste, M3 e M4 mantiveram uma baixa propor¢céo do grupo em todas as
idades do biofilme avaliadas (Figura 13D). Os modelos de ambiente neutro, M3 e M4,
apresentaram maior propor¢ao da microbiota total. No entanto, as técnicas de cultura ndo
incluem todos os microrganismos no biofiime. Em relagcdo aos dados para Candida spp.,
o valor de UFC.mL ! do inéculo foi de 60 (+ 30); entretanto, nenhuma colonia de fungo foi
detectada em nenhum modelo durante as diferentes idades de desenvolvimento do
biofilme (24, 48 e 72 horas).
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Figura 13 - Dindmica populacional nos quatro modelos de desafio nutricional para o desenvolvimento de
biofilmes cariogénicos (UFC mL™Y).
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5.3.3 Biomassa total dos modelos de biofilme cariogénicos

A Figura 14A apresenta as suspensdes de biofilme obtidas as 72 horas, as quais
apresentavam visualmente aparéncia diferentes: M1 e M2 eram transllicidos, enquanto
M3 e M4 eram mais turvos que os dois primeiros. Essas observacdes foram confirmadas
pela biomassa (Figura 14B). Uma diferenca estatistica entre os grupos de 'ambiente
acido' e os grupos de 'ambiente neutro' foi detectada quando diferentes modelos foram

comparados nas mesmas idades de biofilme (letras mailsculas).

E importante notar que houve uma variabilidade consideravel nos dados
registrados. Gréficos de disperséo foram realizados para verificar se houve associacéo
entre as variaveis peso seco e microbiota total. Nos modelos de ambiente &cido, M1 e
M2, correlagdes positivas fortes foram observadas, mas ndo apresentaram significancia
estatistica (Figura 14C). Além disso, nos modelos de ambiente neutro, M3 e M4, foram
encontradas correlagbes positivas muito fortes, com significancia estatistica em M4
(Figura 14D). A informag&o pode parecer paradoxal, mas ao trabalhar dados reduzidos e
variaveis (um total de trés médias da biomassa e trés medias de microbiota total para
cada idade e modelo de biofilme) ndo ha informacdes suficientes para fazer uma
inferéncia sobre a populacdo em geral e o teste da hipotese foi considerado mais

conservador.
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Figura 14 - Biomassa total dos biofilmes cariogénicos formados nos quatro modelos de desafio nutricional.
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5.3.4 Microdureza e rugosidade da superficie do disco de esmalte onde se

formaram os biofilmes cariogénicos

A microdureza é apenas um indicador de desmineralizacdo, uma vez que 0S
discos de esmalte sdo substratos heterogéneos. Os dentes ndo sdo fabricados na
indastria e por fazerem parte de sistemas bioldgicos (bovinos), apresentam alta
variabilidade. Apds a randomizacéo, foi calculada a microdureza inicial média dos discos
de esmalte de cada modelo de biofilme. Todos os modelos de biofilme comecaram (0
horas) com uma microdureza semelhante (M1 165,5 + 17,3; M2 168,8 = 26,8; M3 169,9 +
255 e M4 172,1 + 28,4 VHN). No entanto, cada modelo teve um comportamento
diferente. Foi disposta uma imagem de um disco com duas indentacbes. Ambas as
indentacdes foram realizadas com 0s mesmos parametros para a obtencdo da
microdureza (Figura 15A). A diferenca entre os tamanhos da indentacéo (antes e depois)

exemplifica a perda de mineral (Figura 15B).

Em M1, uma diminuigdo maior e mais rapida da microdureza foi observada com o
tempo. Em M2, a queda mais significativa ocorreu de 24 para 48 horas. As 72 horas, 0s
dois modelos apresentaram perda de 60 % da microdureza original, atingindo 70,7 + 26,5
para M1 e 63,7 + 23,7 valores de VHN. Ao comparar os modelos na mesma idade (letras
mailsculas), observou-se que M1 e M2 apresentaram diferenca as 24 horas; ambos

estavam associados a um ambiente acido.

No M3, foi observada perda de 25 % da microdureza original apds 72 horas com
valor de 1259 + 10,5 VHN; sendo confirmado por uma diferenca estatistica. A
microdureza de 24 horas foi semelhante a 72 horas; entretanto, sua perda foi de apenas
10 %. Para M4, todas as idades foram semelhantes, mesmo havendo uma diminui¢ao
sutil com valor de 147,2 + 27,2 VHN as 72 horas, o que significou uma perda de 15 % da
microdureza original. Ao comparar os modelos de mesma idade (letras maiusculas),
observou-se que M3 e M4 foram iguais em todas as idades do biofilme. Este perfil reforca
os dados de pH, agrupando os modelos novamente dentro do ambiente mais neutro. Nos
modelos M1 e M2, foram detectadas correlacbes negativas muito fortes sendo
estatisticamente significantes (Figura 15C). Nos modelos M3 e M4, foram encontradas
correlacdes negativas fortes e muito fortes, com significancia estatistica em M4 (Figura
15D).
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Figura 15 - Microdureza da superficie de esmalte ap6s remoc¢éo dos biofilmes cariogénicos formados a
partir de quatro modelos de desafio nutricional.
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graficos. Letras iguais representam
semelhanca (p >0,05), n=6.

Fonte: Elaboracdo propria. Adaptado
de Florez Salamanca et al. *?5, 2020
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Nas imagens microscopicas (Figura 16A) se observa uma superficie plana, no

entanto identificam-se alguns sulcos, deixados no processo de polimento (com a

granulacdo mais fina, lixa 1.500). As imagens 3-D e os perfis de rugosidade (Figura 16 B

e C) confirmaram que as superficies do esmalte eram planas; portanto, os sulcos néo

eram profundos. Houve uma variagao entre as diferentes amostras; isso foi consistente

em todas as idades avaliadas e todos os modelos avaliados. Portanto, ndo houve

diferencas estatisticas antes e apos a formacao do biofilme (Figura 16D).

Figura 16 - Rugosidade das superficies de esmalte apds remocao dos biofilmes cariogénicos formados a
partir de quatro modelos de desafio nutricional.

D Rugosidade
* 31 v 1 1
] ] A, ]
A,: :A a a, ) 2«
' 1A, 1
—~ 2 A, A, a :A, A 2) A, : a a A, :Aa, A,
E |2 a2 | 2a a, a, 2' 2 mon
s 7 ' I I W 24h
1 " : : [J48h
. ' ' O 72h
[} ] ]
04 [} 1 1
M1 M2 M3 M4

Modelo de biofilme

(A) Imagem representativa
obtida com um microscopio
confocal a laser Olympus lext
4000 usando uma lente
MPLFLN5x. (B) Reconstrugdo
3-D representativa da imagem
no software 0OLS4100. (C)
Representacdo do perfil de
uma medi¢cdo de rugosidade
média (Ra). (D) Representacao
grafica dos valores Ra (um) dos
discos de esmalte medidos
antes e depois da formacéo do
biofime (eixo Y), para cada
idade do biofilme (eixo X). As 0
h, havia 18 discos, dos quais 6
discos para cada idade foram
removidos: 24, 48 e 72 h. Fator
idade: em uma Unica idade os
modelos foram comparados
(representados pelas letras
mailsculas). Fator modelo; em
um Unico modelo as idades

foram comparadas
(representado por letras
mindsculas). A andlise
estatistica 0s dados

apresentam distribuicdo né&o
normal, e foi aplicado teste de
Kruskal-Wallis seguido de pés-
teste de Dunn. Letras iguais
denotam similaridade (p >0,05),
n=6.

Fonte:  Elaboracdo propria
Adaptado de Florez Salamanca
et al. 1%, 2020
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5.4 Ensaio para Simular a Colonizacdo Secundéria e Tardia Durante a Formacao

dos Biofilmes
5.4.1 Perfil de pH do meio de cultura segundo a estratégia de inoculacao

As duas estratégias de inoculacdo apresentaram caracteristicas semelhantes
(Figura 17A). As constantes trocas de meio resultaram em flutuagdes no pH. O caldo
‘abundancia’ quando recém preparado apresentava um valor de pH de 6,96 = 0,03 e 0
‘caldo saliva’ apresentava um valor de pH de 7,27 + 0,05. Apds todos os periodos de
incubacdo, o pH do meio de cultura apresentou uma diminuicdo. O ambiente se
manteve neutro na maioria do tempo, pois os periodos de caldo saliva tinham uma
maior duracdo e apos de varias horas de se manter nesta condi¢cao o pH néo tinha uma
gueda drastica (Figura 17B). Ao visualizar isoladamente o pH apds a exposicdo ao
‘caldo saliva’ observou-se uma diminuicdo conforme o biofilme envelheceu, isto € mais

evidente em MULTI a partir das 96 horas.

Em contrapartida ao visualizar isoladamente o pH ap06s exposicéo a ‘abundancia’
observou-se uma diminuicdo nos valores de pH conforme o biofilme envelheceu.
Durante o envelhecimento do biofilme, o ambiente tornou-se cada vez mais acido com
a exposicao de curta duracdo (40 minutos) (Figura 17C), sendo mais acelerado em
UNI. Nas primeiras idades do biofiime (nas duas estratégias de inoculacdo UNI e
MULTI) o pH ainda ndo se aproximou do valor critico para a desmineralizacdo de
esmalte dentario (i.e., pH 5,5; Bowen 8, 2013), porém em idades maiores a queda de
pH foi maior. Em UNI na idade 62 horas os valores ultrapassaram este limiar (linha
pontilhada vermelha), por outro lado em MULTI isto ocorreu em uma idade maior, 127

horas.
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Figura 17 - Perfil do pH dos meios de cultura (fresco e experimental) frente a diferentes estratégias de
inoculacao.

A. Todos os valores de pH — N
MULTI

I
o
44
M TR R R D RE A R UK MR B AR K RE A R RN BE B RE RN RE RE R BE AL RE AR AR AR &
St~ NN T NN MM MM MmN N RN MM Moo S ~
SRR R R 3 "ﬁamsggagg;@:?—@
Idade do Biofilme (horas)
B. pH apos saliva — UNI
8- MULTI
" WW
6_
s
5_
4
M S S S R S A
s8gp¥iz eg®ggh
Idade do biofilme (horas)
C. pH apds abundancia — UNI
8- MULTI

I
o
4
3|||||||||||||||
Y EEEEEEEE YR
o 5 o o S
~2T 3 5 + 0 R R 39_"2

Idade do biofilme (horas)



91

Em ambas as estratégias foi realizado alternancia entre dois meios de cultura diferentes, de acordo com
M3-‘Trés refeigbes diarias’. A cada alternancia de meio, o pH do meio de cultura do biofilme (experimental)
e do meio a ser reposto (fresco) foram aferidos e registrados. No eixo Y estdo representados os valores
das médias e desvio padrdo do pH em relacdo a cada idade do biofilme (eixo x). (A) Representacéo
grafica de todos os valores de pH. (B) Representagdo grafica dos valores de pH do meio apés “Periodo
Saliva”. (C) Representacao gréafica dos valores de pH do meio apods “Periodo Abundancia”. A linha
pontilhada vermelha ressalta o valor de pH 5,5, ponto critico para a desmineralizacdo dentaria (Bowen 2,
2013).

Fonte: Elaboragéo propria.

5.4.2 Arquitetura do biofilme segundo a estratégia de inoculacéo

Foram realizadas fotografias dos discos-biofiimes enquanto estavam em formacao
e com o tempo foi observado que as superficies (disco de esmalte e aparelho de fio
ortodontico) foram colonizadas e cobertas pelo biofilme. As imagens de MEV forneceram

uma melhor perspectiva da organizagcao espacial que existiu.

Na estratégia UNI observamos na idade de 48 horas (Figura 18A) a
predominancias de células com formato esférico que parecem relacionar-se com células
de formato alongado, ambas com tamanhos similares. Foi observado que em algumas
superficies do disco eram visiveis, pois ndo foram colonizadas pelos microrganismos. Na
mesma idade na estratégia MULTI (Figura 18D) se observou uma microcol6nia de células
esféricas. Sua formacéo apresentou uma aparéncia elevada, mas na base evidenciou-se

uma regido do esmalte que ainda néo havia sido colonizada.

Na idade 120 horas na estratégia UNI (Figura 18B) as células se apresentaram
alongadas, com um maior comprimento e espalhadas em todas as diregdes,
conformando estruturas semelhantes a hedgehogs. Também foi observada que células
de menor tamanho e formato esférico recobriram as células alongadas formando
estruturas semelhante a corncobs (Mark Welch et al. 4°, 2016; Kim et al. 5, 2020). No
biofiilme MULTI (Figura 18E) também foram observadas estas estruturas, sendo mais

predominante células alongadas recobertas por esféricas.

Nas duas estratégias na idade 168 horas (Figura 18C e 18F) também foram
identificadas hedgehogs e corncobs, no entanto, conforme o envelhecimento do biofilme,

mais complicado foi identificar os formatos esféricos e alongados das células
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individualmente. Provavelmente fragmentos de células lisadas e componentes da matriz
extracelular do biofilme estavam mais presentes no biofilme, dificultando a visualizag&o.
Também foi observado que o0s microrganismos filamentosos apresentavam uma
aparéncia mais robusta, provavelmente acontece a unidao entre varias células que estéo
organizadas na mesma direcdo e foram sendo recobertas pela matriz extracelular do

biofilme.
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Figura 18 - Andlise da arquitetura dos biofilmes frente a diferentes estratégias de inoculagéo.
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Imagens representativas dos discos acoplados aos aparatos metalicos encobertos pelo biofilme nas idades de 48, 120 e 168 h. Imagens representativas dos
biofilmes obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) em uma magnificacdo de 2.500X. Na idade 48 h (A e D) h& presenca de microcolbnias
(destaque circulo branco) formadas por microrganismos com formato variando de esférico a alongados (setas brancas). Algumas superficies dos discos
apresentam-se sem a presenca de microrganismos. As 120 (B e E) e 168 h (C e F) os diferentes tipos de microrganismos apresentam-se mais intimamente
relacionados, com a presenca de estruturas mais complexas em formatos de corncob (seta amarela) e hedgehogs (destaque circulo vermelho). Adicionalmente
para 168 h ha a presenca de estruturas alongas e espessas (seta azul) que parecem conectar e envolver os microrganismos presentes, dificultando a

visualizacé@o de sua morfologia.
Fonte: Elaboragéo propria.



94

5.4.3 Dinamica populacional microbiana
Microrganismos cultivaveis (UFC mL ') segundo a estratégia de inoculacéo

Os microrganismos presentes no inéculo (O horas) e nas diferentes idades do
biofilme foram quantificados em 4 tipos de meio de cultura para analisar grupos
microbianos diferentes. As contagens de colonias obtidas em meio agar sangue foi
considerada como microbiota total cultivavel (Figura 19 A/a). Ao comparar dentro da
estratégia UNI foi observada semelhanca entre as idades iniciais 24 e 48 horas e 0
in6culo. Nos horarios de 48 e 72 horas apresentou-se um aumento da populacéo, sendo
detectada uma diferenca entre 72 horas e o indculo. Outro aumento foi detectado a partir
das 96 e o valor se manteve semelhante até 168 horas, apenas foi detectada uma

diferenca entre 72 e 144 horas.

Na estratégia MULTI foi observado que as 24 horas os microrganismos que se
aderiram as superficies foram menos do que os existentes no inéculo, no entanto nao
foram detectadas diferencas. De 24 até 72 horas houve um aumento gradativo da
microbiota mantendo semelhangca com o indculo. A partir das 72 horas a populacédo de
microrganismos se manteve constante até as 168 horas, unicamente foi detectada uma
diferenca entre 72 e 168 horas. Quando avaliado o fator idade foram detectadas
diferencas estatisticas as 24, 48, 72, 144 e 168 horas entre as duas estratégias de

inoculacgao.

Ao ser avaliados os estreptococos do grupo mutans dentro da estratégia UNI
(Figura 19B/b) foi observada uma semelhanca da populacéo entre o inéculo com as idades de 24
até 72 horas. Para essa estratégia, entre as 72 e 96 apresentou-se um aumento na
populacdo e depois o0 valor se manteve estavel até as 168 horas. Foi detectada uma
diferenca entre 72 horas com as duas Ultimas idades. Na estratégia MULTI as 24 e 48
horas foram quantificados menos microrganismos do que os presente no indculo, porém
nao houve diferenca estatistica. De 24 até 96 horas existiu um aumento gradativo da
microbiota, forma detectadas diferencas entre as idades inferiores a 72 horas com idades
superiores a 96 horas. O in6culo apresentou diferengca com 120, 144 e 168 horas. Ao
serem comparadas as duas estratégias de inoculacdo em cada uma das idades foram
detectadas diferencas nas idades de 24, 48, 72, 120 e 144 horas.
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No meio de cultura BHI acidificado foram identificados dois tipos de colonias,
amostras delas foram isoladas do meio de cultura para realizar coloracdo de Gram e
foram identificadas duas morfologias. As coldnias que apresentavam maior tamanho e
uma superficie lisa foram identificadas como bacilos Gram positivos (Figura 25c). As
colénias que apresentavam um menor tamanho e um formato de ponto foram
identificadas como estreptococos Gram positivos (Figura 25d). As UFC.mL ! dos dois

grupos microbianos aciduricos foram contadas separadamente.

Na estratégia UNI foi observado que os bacilos Gram positivos aciduricos (Figura
24C) conseguiram formar biofilme sobre a superficie apresentando valores semelhante
desde as 24 até as 72 horas. A idade de 96 horas apresentou um aumento e foi
detectada uma diferenga ao ser comparado com 24 horas. Os valores das seguintes
idades ndo apresentaram diferencas com as 96 horas, no entanto 120 horas foi diferente
com 144 e 168 horas. Na estratégia MULTI as 24 foi detectada a menor quantidade de
bacilos, no entanto ndo existiu diferenca estatistica com o inéculo. De 24 para 72 horas
houve um aumento gradativo da populacdo apresentando diferenca entre 24 e 72 horas.
Apés das 72 horas os valores se mantiveram estaveis até chagar as 168 horas,
unicamente o valor de 72 horas foi semelhante com o in6culo. Ao serem comparadas as
duas estratégias de inoculacdo na mesma idade foram detectadas diferencas, com

excecao de 48 e 168 horas.

Na estratégia UNI os estreptococos Gram positivos aciduricos (Figura 25D)
detectados na primeira idade do biofilme (as 24 horas) apresentaram um valor
semelhante ao inéculo. Entre as 48 e 72 foi detectado um aumento da populacdo e os
valores mantiveram-se estaveis até a finalizacdo do experimento. Foram detectadas
diferenca estatistica entre as idades superiores a 72 horas com o inéculo e as 24 horas.
Ja para a estratégia MULTI foi observada que os microrganismos que colonizaram as 24
horas eram menos do que os presentes no indculo. Depois foi observado um aumento
gradativo da populacéo até as 96 horas, porém nao existiu diferenca estatistica entre as
primeiras trés idades do biofilme, nem com o inéculo. Apds de 96 horas o valor manteve-
se estavel até as 168 horas, sem ser detectadas diferencas estatisticas. Quando avaliado
o fator idade foram detectadas diferencas estatisticas as 24, 48, 120, 144 e 168 horas

entre as duas estratégias de inoculacéo.
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Figura 19 - Dinamica populacional microbiana por UFC mL? dos biofiimes frente a duas diferentes

estratégias de inoculag
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Representacdo grafica dos valores de UFC mL™ (eixo Y) dos microrganismos do biofilme recuperados dos
biofilmes em relagéo as estratégias de inoculag@o Unica (UNI — barra preta) e mdltipla (MULTI — barra
cinza) para as idades 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 h (eixo X). Para microbiota total a quantificagcéo foi
realizada a partir da recuperacao em agar sangue (A/a), e para Estreptococos do grupo mutans em agar
MSB (B/b). As coldnias com maior tamanho (c) encontradas no agar BHI acido foram classificadas como
Bacilos Gram positivos (D). As colénias de menor tamanho (d) encontradas no &gar BHI acido foram
classificadas como Bacilos Gram positivos (d), a dinamica populacional destes microrganismos foi
representada (D) e calculada a sua propor¢cao com referéncia a microbiota total (E). Para o fator idade do
biofilme foi realizada one-way ANOVA seguido de pés-teste de Tukey ou Games-Howell dependendo da
homogeneidade das variancias apresentado dentro de cada estratégia de inoculagdo. Para o fator modelo
de biofilme se realizou teste t Student homocedastico ou heterocedastico segundo fosse necesséario em
cada uma das idades. Quando os dados apresentaram distribuicdo ndo normal, foi realizado o teste de
Kruskal-Wallis seguido de pés-teste de Dunn para as comparacdes entre as idades e teste U de Mann-
Whitney para a comparagéo das estratégias. As mesmas letras mindsculas representam igualdade dentro
do fator idade (p >0,05), asteriscos representa diferenca no fator estratégia de inoculagédo (p <0,05), n=6.

Fonte: Elaboracéo propria.

De forma global, as duas estratégias apresentaram um aumento da populagéo de
todos os grupos microbianos com o0 passar do tempo. As principais diferencas
estatisticas foram detectadas entre as primeiras idades (24 e 48 horas) com as idades
finais (144 e 168 horas), o periodo compreendido entre 76 a 96 horas sempre registrou
pequenos aumentos e foi a fase de transicdo. Adicionalmente foram detectadas
diferencas entre as estratégias de inoculagdo sendo que nas primeiras idades do biofilme
MULTI sempre apresentou uma menor populacdo e nas Ultimas idades uma maior
populacado. Entretanto, colonias de fungos do género Candida foram detectadas somente
no inéculo, assim, posteriormente ndo houve contagem de colbnias no meio de cultura
SDA.

Considerando o valor de UFC.mL* da microbiota total (dgar sangue) como 100%,
foi calculada a porcentagem de cada grupo bacteriano. As bactérias pertencentes aos
estreptococos do grupo mutans tiveram uma baixa representatividade para as duas
estratégias (Figura 20 A), em torno de 1 % no total do inéculo, posteriormente esse valor
diminuiu nas suspensdes do biofilme, unicamente na estratégia MULTI nas idades de 120
e 144 horas foram registrados uma maior proporcdo gerando altas variabilidades, no
entanto a média da proporc¢éao foi proxima de 2 e 1,5 % respectivamente. A porcentagem
de bacilos Gram positivos na microbiota total (Figura 20B), representou entorno do 0,15
% no total do in6culo, durante todo o desenvolvimento do biofilme continuou tendo uma
baixa representatividade para as duas estratégias, < 0,5 % no total do in6culo e das

suspensfOes do biofiime. Finalmente a proporcdo de estreptococos Gram positivos
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aciduricos na microbiota total (Figura 20C) foi a que mais apresentou variabilidade ao

longo do experimento, mas sempre foi 0 grupo mais representativo nas duas estratégias

de inoculacdo. Na estratégia UNI chegou a representar entorno de 32 % em 96 horas e

em MULTI entorno de 54 % em 120 horas.

Figura 20 - Porcentagem da dindmica populacional da microbiota nos biofilmes frente a diferentes
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Fonte: Elaboracéo prépria
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Abundancia relativa via DNAseq segundo a estratégia de inoculacéo

Nos dados obtidos por técnicas cultivo a populagdo da microbiota total sempre foi
muito maior do que qualquer grupo microbiano especifico, de forma geral houve um
aumento da populacdo nos trés subgrupos de microrganismos conforma envelhecia o
biofilme, e as duas estratégias de inoculacdo apresentaram um comportamento e valores
semelhantes. No entanto no sequenciamento (Figura 21), fica evidenciado que houve um
ponto de origem comum (in6culo) e conforma o biofiime envelheceu a abundéancia das
espécies detectadas foi mudando. As duas estratégias conformaram agrupamentos que
se diferenciaram, embora alguns pontos tivessem apresentado muita proximidade e
existisse uma regido de intersecdo entre as duas estratégias. Adicionalmente foi
observado que em UNI houve mais agrupamento, enquanto em MULTI houve mais
dispersdo entre as amostras, demostrando maiores mudancas na diversidade
provavelmente pela introducdo de novos microrganismos pelas mdltiplas inoculagdes.
Embora tenham sido avaliados varios niveis taxonémicos, sdo apresentadas as analises

nos niveis género e espécie.

Ao observar a distribuicdo dos géneros nas amostras (Figura 22A) foi detectado
gue o inoculo de pool de 57 voluntarios apresentava a maior diversidade em comparacao
a todas as amostras analisadas. Vale a pena ressaltar que este foi seria exatamente o
mesmo in6culo utilizado para as duas estratégias. Foram detectados 23 géneros
bacterianos nas amostras e ainda existiram um grupo de n&o classificados e outros

géneros.
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Figura 21 - A analise de componentes principais (PAC) com base na abundancia em unidades
taxondmicas operacionais (OTU).
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Um ponto representa cada amostra. A letra M em vermelho representa a estratégia MULTI e a letra U em
azul representa a estratégia UNI, o ponto de partida das duas amostras foi 0 mesmo (o in6culo microbiano)
representado com um | em preto. O primeiro componente principal localizado no eixo X componente explica
43,58% da variancia e o segundo componente localizado no eixo Y representa 31,05%.

Fonte: Elaboracéo prépria, adaptado de BGI 2%, 2020

No inéculo foram detectadas altas proporcdes de 10 espécies (Figura 22B), os
valores aproximados da proporcado foram: 18 % Haemophilus pareinfluenzae, 11 %
Prevotella melaninogenica, 6,5 % Veillonella dispar, 5 % Neisseria subflava, 4 % Rothia
mucilaginosa, 1,5 % Prevotella nansceincis, 1,5 % Veillonella parvula, 0,5 % Prevotella
pallens, 0,5 % Rothia aeria, <0,5 % Shuttleworthia satelles, <0,5 % Streptococcus
anginosus, 49,5 % espécies ndo classificadas e 0,5% outras espécies. Conforme o0s
biofiimes se tornavam mais maduros a propor¢do das espécies foi mudando de uma
forma diferente para cada estratégia de inoculacdo. Os microrganismos que conseguiram
se aderir as superficies e ter uma alta representatividade ao longo do experimento foram

principalmente os géneros Veillonella, Streptococcus, Prevotella e Peptostreptococcus.
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Isto aconteceu em todas as idades e para as duas estratégias, mas apresentado

diferentes proporgoes.

Nas duas estratégias de inoculagcdo foi observado que a diversidade de
microrganismos mudou do inéculo para a primeira idade avaliadas (as 24 horas), isto
devido que nem todos os microrganismos presentes no indculo conseguiram se aderir as
superficies e formar biofilmes. Desta forma alguns microrganismos aumentaram a sua
abundéancia relativa e outros diminuiram. A espécie V. dispar teve uma maior abundancia
nos biofilmes ao ser comparado com os inéculos, representando entorno de 15 % a 20
%, e manteve esta propor¢cao praticamente constante ao longo dos periodos avaliado nas
duas estratégias avaliadas. A espécie P. melaninogenica também foi um microrganismo
encontrado constantemente nas duas estratégias de inoculacdo, no entanto a sua
proporcado nos biofilmes foi menor do que no indculo, registrando valores entorno de 7 a
10 %. A espécie V. parvula também foi detectada tanto no in6culo, como em todas as
idades do biofilme e nas duas estratégias de inoculagédo. Para a UNI representou entorno
de um 2 % e para MULTI entorno de 4 %, nas idades de 24, 48 e 72 horas,
posteriormente houve uma reducdo pela metade nas seguintes idades e nas duas

estratégias.

De forma geral na estratégia UNI 0os microrganismos que conseguiram colonizar
os discos, se mantiveram e preservaram suas proporcdes até o final; ja para a estratégia
MULTI a diversidade microbiana se manteve maior. Nas primeiras idades em MULTI se
observou que os microrganismos com representacdo minoritaria garantiram um espago
no biofilme. A espécies P. nansceincis se mostrou evidente em 24 horas, em relacédo ao
indculo, e manteve uma propor¢cao de aproximadamente 3 % até as 96 horas. A espécie
H. pareinfluenzae foi detectada em proporcdes inferiores a 1 % até as 72 horas. As
espécies R. aeiria e R. mucilaginosa foram detectadas em proporg¢des inferiores a 1% as
24 e 48 horas. A espécie S. anginosus foi detectada em propor¢cdes muito baixas nas
idades de 24 e 48 horas, ap0s deste horario foi ganhando mais espaco até chegar a
representar em torno de 30 %. As espécies P. pallens e S. satelles, que foram detectadas
no inéculo, e posteriormente as idades de 144 e 168 horas, tendo uma representatividade
inferior a 1 %. Finalmente o grupo de espécie nao classificadas foi o0 mais predominante

tanto nos in6culos, como nos biofilmes. Na estratégia UNI representam em torno de 75%
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em todas as idades, no grupo MULTI a abundancia relativa deste grupo foi diminuindo a

partir das 96 horas, sendo de aproximadamente 40 %.

Os trés géneros que apresentaram uma maior abundancia relativa nos biofilmes
(Figura 22A) foram identificados também no nivel taxonémico de espécie (Figura 22B). O
género Streptococcus apresentou uma alta proporgdo, aproximadamente 50%, em

relacdo aos outros microrganismos ao longo de todas as idades e nas duas estratégias.

No entanto no nivel espécie ndo foi detectada essa mesma quantidade. Esta
relacdo paradoxal é facilmente evidenciada no grupo UNI, pois, a espécie S. anginosus
apresentou pouquissima abundancia e ndo foram nomeadas outras espécies para
Streptococcus. Por outro lado, para a estratégia UNI o grupo de microrganismos nédo
classificados manteve-se ainda abundante, ao longo do experimento, representando
entre 50 e 60 %. Isto pode porque a abordagem metodoldgica utilizada ndo conseguiu

diferenciar as espécies do género.
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Figura 22 - Dinamica populacional bacteriana por DNAseq no indculo e nas suspensdes de biofilme frente a duas diferentes estratégias de inoculagao.
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Quantificacdo de células bacterianas via qPCR segundo a estratégia de inoculacéo

A quantificacdo do numero de células de bactérias totais e de S. mutans foi uma
complementacao para os dados de sequenciamento porque S. mutans nao foi detectado
por tal metodologia (Figura 23A). Ao analisar a estratégia UNI foi observado que o
namero de células presente no indculo foi superado pelo nimero de células presente nas
suspensdes de biofiilme em todas as idades analisadas. Com o tempo um aumento
gradativo deste grupo foi observado, com diferenca entre a idade 24 e 168 horas. Dentro
do grupo MULTI foi observado que as 24 horas 0os microrganismos que se aderiram as
superficies foram menores do que os existentes no indculo, a partir das 24 horas se
observou um aumento constante na da populacdo até a finalizacdo do experimento (168
horas). Ao comparar dentro de cada idade as duas estratégias foram detectadas
diferencas nas idades de 24, 48 e 168 horas. De forma geral o nUmero de bactérias/mL
teve um comportamento semelhante ao observado na analise da microbiota total por

UFC mL -1, um aumento progressivo com o tempo.

Ao ser avaliados o numero de microrganismos da espécie S. mutans (Figura 23B)
foi observado nas duas estratégias que um valor alto se encontrava no in6culo, mas com
o0 tempo, apesar desta espécie bacteriana ter conseguido se aderir ao biofilme, em
nenhum momento registrou um valor maior do que o observado no tempo 0 horas. Na
estratégia UNI o valor se manteve constante ao longo do tempo, j& para o grupo MULTI
observou-se uma diminuicdo ap6s as 96 horas. Considerando o numero de bactérias
totais como 100%, foi calculada a porcentagem que representavam o numero de células
de S. mutans na microbiota total (Figura 23C) durante todo o desenvolvimento do
biofilme. Observou-se uma baixa representatividade para as duas estratégias,
comegando em um valor < 0,01 % no inéculo e diminuindo a valores em torno de 0,001%

apos 24 horas.
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Figura 23 - Dinamica populacional bacteriana nos biofilmes por gPCR frente as duas diferentes estratégias
de inoculacdo: Quantificacdo de células bacterianas totais e de S. mutans nos biofilmes.
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Representacdo grafica do nimero de células mL™? (eixo Y) do pool de DNA dos biofilmes para cada idade
(h) do biofilme (eixo X) frente a duas estratégicas (UNI: Indculo Unico e MULTI: Mdltiplos In6culos). O
namero de bactérias totais (A) dos microrganismos foi aumentando conforme o biofilme envelheceu. O
namero de bactérias de S. mutans (B) se manteve sempre inferior ao tempo inicial Oh. No célculo da
proporcao de S. mutans com relacdo as bactérias totais, observou-se uma diminuicdo para todas as idades
comparadas com o inéculo (C). Os dados apresentaram distribuicdo ndo normal, foi realizado o teste de
Kruskal-Wallis seguido de pdés-teste de Dunn para as comparacfes entre as idades e teste U de Mann-
Whitney para a comparacgéo das estratégias. As mesmas letras mindsculas representam igualdade dentro
do fator idade (p >0,05), asteriscos representa diferenca no fator estratégia de inoculagdo (p <0,05). Foram
utilizados 3 pools para cada idade.

Fonte: Elaboracéo propria.
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5.4.4 Matriz extracelular e biomassa dos biofilmes cariogénicos segundo a

estratégia de inoculacéo

Na quantificacdo de eDNA (Figura 24A) ao comprar as diferentes idades

dentro das duas estratégias de inoculacdo observou-se um aumento deste
componente na por¢do sollvel da matriz extracelular do biofilme. Na estratégia
MULTI o maior aumento foi de 48 para 120 horas, ja para UNI o aumento foi
gradual e as trés idades apresentaram diferencas. Ao serem comparadas as duas
estratégias em cada idade, observou-se uma diferenca estatistica, sendo sempre
maior a quantidade de eDNA na estratégia UNI.
Foram detectadas quantidades semelhantes de &cidos lipoteicdicos na porcdo
soluvel da matriz extracelular do biofilme (Figura 24B) em todas as idades do
biofime tanto para UNI como para MULTI. Ao serem comparadas as duas
estratégias nas idades avaliadas, ndo foram detectadas diferencas.

Na quantificacdo de exopolissacarideos sollveis em agua observou-se que
conforme o biofilme envelhecia, um aumento na quantidade deste componente
aumentava (Figura 24C). O comportamento nas estratégias UNI e MULTI foi
semelhante, e se detectaram diferencas entre todas as idades. Ao comprar as duas
estratégias nas diferentes idades se detectaram diferencas significantes as 48 e
168 horas.

A biomassa foi expressa em mg, apesar de sugerir um valor muito elevado,
pois 0os componentes da matriz extracelular do biofilme foram expressos em pug
(Figura 24D), nesta quantificagdo também foram contabilizados os precipitados das
suspensfes de biofilme, consequentemente, esta representa o peso das células
bacterianas e demais componentes insoliveis. Os valores de biomassa
apresentaram alta variabilidade. No decorrer do tempo o biofilme foi adquirindo um
maior niamero de microrganismos (item 5.4.2) e foi observada uma tendéncia de
amento da biomassa de 48 para 168 horas. Na estratégia MULTI foi detectado
uma diferenca entre a 48 horas e as idades 120 e 168 horas, j& para UNI néo
houve diferenca. Ao serem comparadas as duas estratégias foi detectada uma

diferenca unicamente na idade de 168 horas.
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Figura 24 - Quantidade de componentes da matriz e de biomassa dos biofilmes frente as duas diferentes
estratégias de inoculagéo.
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Representacéo gréfica no eixo Y dos valores dos componentes da matriz e do peso seco em relagdo as
estratégias de inoculacdo Unica (UNI — barra preta) e multipla (MULTI — barra cinza) para as idades 48, 120
e 168 h. Componentes sollveis: DNA extracelular (A), exopolissacarideos sollvel (B) e acidos lipoteicéicos
(C). Componentes insollveis: exopolissacarideos insollveis (D). A analise estatistica para o fator idade do
biofilme foi aplicado one-way ANOVA seguido do pés-teste de Tukey ou Games-Howell, dependendo da
homogeneidade das varidncias apresentado dentro de cada estratégia de inoculagdo. Para o fator
estratégia de inoculacéo foi aplicado teste t Student, homocedastico ou heterocedastico, de acordo com
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cada idade. A biomassa insoluvel (E) foi analisado utilizando teste de Kruskal-Wallis seguido de pOs-teste
de Dunn para as comparacdes entre as idades e teste U de Mann-Whitney para a comparagdo das
estratégias (distribuicdo nao normal). Letras minlUsculas representam igualdade dentro do fator idade (p
>0,05). Asteriscos representa diferenca no fator estratégia de inoculacgéo (p <0,05), n=6.

Fonte: Elaboragéo propria

A quantificacdo de exopolissacarideos insollveis (Figura 24E) depende
diretamente do calculo da biomassa. Conforme existiu um aumento da idade os
valores de biomassa insolivel e de exopolissacarideos insollveis foram
aumentando. Este comportamento semelhante nas das confirmou a presenca de
correlacdes positivas fortes entre estas duas variaveis (Figura 25). Na estratégia
UNI foram detectadas diferencas entre todas as idades avaliadas, ja para MULTI
um aumento de 48 para 120 horas, e posteriormente, uma estabilizacdo foram
observados. Ao serem comparadas as duas estratégias, 0 comportamento também

foi semelhante com a biomassa e foi detectada uma diferenca as 168 horas.

Figura 25 - Correlac@o de Pearson entre biomassa e exopolissacarideos insoltveis.
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Representacdo gréfica dos valores registrados para as duas varidveis. Foram observadas
correlagBes positivas fortes com significAncia estatistica aplicada para as duas estratégias de
inoculagdo, UNI (linha preta) e MULTI (linha cinza), e os valores de r e p foram apresentados no
grafico.

Fonte: Elaboragédo propria
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Finalmente, foi quantificado o quéo representativo eram 0s exopolissacarideos
insoltveis no total do peso seco insolavel do biofilme. O célculo foi realizado para
cada idade e estratégias de inoculacdo de forma separada. O valor de peso seco
insoltvel foi considerado como 100 % e mediante regra de trés se chegou na
estimativa para cada um dos pontos (utilizando o valor de exopolissacarideos
insoliveis como referéncia), observou-se que esses exopolissacarideos
representam entre 1 e 2 % do peso seco insoluvel, existindo pequenas variacdes

entre as duas estratégias e nas diversas idades do biofilme.

5.4.5 Microdureza e rugosidade da superficie do disco de esmalte apoés

crescimento dos biofilmes cariogénicos segundo a estratégia de inoculacéo

A leitura da microdureza inicial nos discos de esmalte bovino utilizados para o
crescimento dos biofilmes tiveram uma média de 143,2 £ 19,9 VHN para UNI e 146,1 +
21,9 VHN para MULTI. Conforme o tempo, uma diminuicdo gradual da microdureza foi
observada (Figura 26A). Na estratégia UNI foram detectadas diferencas apés das 120
horas e para MULTI as diferencas foram detectadas a partir das 168 horas. O padréao foi
muito semelhante nas duas estratégias de inoculacéo e ndo foram detectadas diferencas
entre as idades.

Gréficos de disperséo foram realizados com o valor da média da microdureza para
verificar se havia associacdo entre as variaveis peso seco e idade do biofilme (Figura
26B). Foram observadas correlagbes negativas muito fortes tendo significancia
estatistica. Apdés de 168 os discos da estratégia UNI perderam em média 26 % e os da MULTI

perderam 23 %.
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Figura 26 - Microdureza da superficie de esmalte antes e apos remocéo dos biofilmes cariogénicos
formados a partir de duas diferentes estratégias de inoculacéo.
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Representacéo grafica dos valores de microdureza dos discos de esmalte bovino (eixo Y) para cada idade
do bhiofilme (eixo X). Letras iguais denotam similaridade. Para o fator idade do biofilme foi realizada one-
way ANOVA seguido de pés-teste de Tukey ou Games-Howell dependendo da homogeneidade das
variancias apresentado dentro de cada estratégia de inoculacdo. Para o fator modelo de biofilme se
realizou teste t Student homocedastico ou heterocedastico segundo fosse necessario em cada uma das
idades., p < 0,05, n=6. Na parte inferior representacéo grafica dos valores de média de % de microdureza
(no eixo Y) para cada idade do biofilme (no eixo X) nos dois modelos de biofilme.

Fonte: Elaboracéo propria.
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As imagens registradas apresentaram superficies planas, nas quais foram
identificados alguns sulcos provenientes do processo de polimento (Figura 27A). As O
horas era claramente visualizada a endentacdo proveniente do teste de microdureza,
engquanto as 168 horas existiam mais variacfes topograficas que aparentemente sao
arranhdes e buracos. A leitura da rugosidade inicial nos discos de esmalte apresentou
uma média de 0,36 + 0,12 um para UNI e 0,34 £ 0,09 um para MULTI. Os valores
registrados apos de 168h de crescimento e remoc¢do do biofilme foram 0,36 + 0,15 um
para UNI e 0,32 £ 0,04 um para MULTI. Nao foram detectadas diferencias estatisticas ao
comparar as estratégias de inoculacdo, nem ao comparar as idades avaliadas, embora
gue visualmente existissem diferencas (Figura 27B).

Figura 27 - Rugosidade da superficie de esmalte antes e apds remocao dos biofilmes cariogénicos
formados a partir de duas diferentes estratégias de inoculagéo.
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(A) Imagens representativa obtida com um microscopio confocal a laser Olympus lext 4000 usando uma
lente MPLFLN10x. Se observam amostras as 0 e 168 horas. (B) Representacéo grafica dos valores Ra
(um) dos discos de esmalte medidos antes e depois da formacéo do biofilme (eixo Y), para as duas idades
(eixo X). Para o fator estratégia de inoculacao foi aplicado teste t Student as 0 horas e U Mann-Whitney as
168 horas (representado por letras mailsculas). Para o fator idade foi aplicado teste U Mann-Whitney para

UNI e t Student para MULTI (representado por letras mindsculas). Letras iguais denotam similaridade (p
>0,05), n=6.

Fonte: Elaboragéo propria
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6 DISCUSSAO

Varios fatores estdo envolvidos no desenvolvimento da céarie dentaria e muitos
modelos in vitro sdo utilizados para simular e compreender a doenca (Maske et al. 2,
2017; McBain 78, 2009, Sim et al. ’®, 2016). No entanto, a complexidade real da doenca
foi subestimada pela simplificacdo na interpretacdo dos resultados obtidos por
metodologias que utilizam microrganismos especificos, sendo estes apresentados como
sinbnimo de ‘'carie’. Consequentemente, surge 0 questionamento: “Estamos
representando a carie com modelos in vitro?". Para esta questdo, durante o
desenvolvimento do presente estudo, foram incluidos fatores que estdo diretamente
envolvidos com a progressao da doenca (dente, microrganismos e dieta) para poder
assim avaliar, em novos modelos de biofilme, algumas caracteristicas consideradas

importantes no desenvolvimento da carie.

Entre as metodologias mais amplamente utilizada para avaliar o inicio da carie
estd a confeccdo de blocos de esmalte bovino e o isolamento da dentina mediante a
utilizacdo de barreiras mecanicas, como o verniz de unhas. Com esta metodologia se
obtém uma area de 9 ou 16 mm? de esmalte para o crescimento dos biofilmes (Vieira et
al. 1, 2005). Porém, compostos como os ftalatos, benzenos e toluenos, que muitas
vezes estdo presentes em vernizes para unhas, tem apresentado efeitos toxicos em
humanos (Bang et al. 152, 2011), pelo qual poderiam influenciar no desenvolvimento
fidedigno dos biofilmes orais. No presente trabalho, foi sugerido e padronizado a
confeccdo de discos que apresentavam unicamente esmalte na sua composicao,

diminuindo a interferéncia de outros substratos.

Preservar intacto o esmalte superficial, tanto na sua anatomia como na sua
organizagao histolégica, permitiu que os microrganismos se organizassem de uma forma
semelhante como poderia acontecer no ambiente oral (Simmer et al. 1°, 2010). Embora
gue os microrganismos tenham a facilidade de colonizar diversas superficies, os vidros e
plasticos diferem muito das superficies encontradas na cavidade bucal (Brecx et al. 137
1381980, 1981). Adicionalmente, a utilizacdo de corpos de prova em formato de disco e
com duas faces (esmalte superficial e profundo) permitiu aumentar a area de esmalte
para o crescimento do biofiime de 9 ou 16mm? para 99 mm?, ao mesmo tempo que

forneceu uma superficie plana para avaliar a microdureza e rugosidade, no entanto
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apresentou-se a desvantagem de nao existir valores de referéncia previamente

relatados na literatura.

Dessa maneira, os discos de esmalte foram expostos a saliva, para gerar uma
interacdo entre macromoléculas salivares e a formacdo de uma pelicula (Hannig e
Joiner 4%, 2006; Siqueira et al. %/, 2007). Posteriormente, foram introduzidos
microrganismos pelo indculo saliva, permitindo que estes colonizassem as superficies
(Rickards ¢, 2003). As semelhancas encontradas entre os tecidos dentarios dos bovinos
com os tecidos de humanos (Teruel et al. 1?9, 2015), permitiu uma representacdo mais
proxima do local onde a doenca carie € encontrada. Além disso, 0 aproveitamento de
dentes de animais remanescentes da industria alimenticia, representa uma opcéo viavel

e de facil acesso para a realizacdo de pesquisas.

Desta maneira, a diversidade da cavidade bucal pode ser melhor compreendida
mediante a utilizacdo de amostras clinicas de humanos, como é realizado nos modelos
de biofilme microcosmo (McBain 78, 2009; Maske et al. °, 2017; Azeredo et al. 25, 2017).
Porém, muitos microrganismos ndo tém a facilidade de serem preservados com o0s
métodos de cultura convencionais presentes nos laboratérios de pesquisa, por este
motivo neste estudo foi utilizado a saliva como caldo de cultura. Para reduzir a
variabilidade, naturalmente oferecida pela microbiota de cada voluntario, foi realizado
um pool das amostras de saliva dos voluntarios, o qual foi congelado para evitar

modificacGes da populagéo inicial (Exterkate et al. 34, 2010).

A utilizacdo desta metodologia resultou em um inéculo com uma ampla
biodiversidade pois a saliva inclui representantes das varias superficies encontradas na
cavidade bucal. Este inéculo permitiu a formacdo de biofilme in vitro que apresentava
géneros e espécies microbianos comumente encontrados nos biofilmes dentais (Rosier
et al. 11, 2018; Lynge Pedersen e Belstrom %, 2019). Compreendemos que o pool das
amostras ndo pode ser considerado como representativo de um individuo, uma vez que
0 microbioma oral humano apresenta uma alta variagdo interindividual na diversidade
microbiana, porém alguns grupos microbianos sempre estdo presentes e sao
predominantes, estas caracteristicas sdo mantidas no pool representando assim a
populacdo de estudo como um tudo. Além disso, esta estratégia permite uma melhor

reprodutibilidade dos biofilmes in vitro (Kristen et al.*%3, 2015).
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Dois tipos de modelos de desafio nutricional foram avaliados com outros dois
modelos ja amplamente utilizados na literatura, para comparar a comparar a
sobrevivéncia dos microrganismos. Estes modelos foram baseados em estratégias de
troca do caldo de cultura para a simulagéo da frequéncia da ingestao de alimentos em

humanos (Florez Salamanca et al. 125, 2020).

Nos modelos propostos a saliva também foi utilizada como meio de cultura durante
a maioria do tempo experimental. Existiram periodos de exposi¢cdo a carboidratos de
curta duracdo. Algo semelhante acontece nos humanos, pois o consumo de alimentos
tem uma curta duracdo e esta seguido de periodos prolongados de jejum.
Nutricionalmente, é recomendado realizar varias refeicées ao longo do dia (Jenkins et al.
301989; Nystrom et al. 87, 1993; Franko et al. 3!, 2008). A combinacédo de carboidratos
utilizada foi de sacarose e amido, uma vez que estes favorecem 0s microrganismos
considerados cariogénicos, e consequentemente, levam a formacédo da doenca cérie
(Duarte el al. %04 2008; Klein et al. 21, 2009). Em contrapartida a auséncia de
carboidratos nos periodos de jejum permite que 0s microrganismos utilizem como
recursos nutricionais as glicoproteinas salivares, os restos de células lisadas, os
componentes depositados na matriz extracelular, entre outros (Bowden %2, 1997;
Fleming et al. 51, 2007; Wimppeny 2, 2009; Inui et al. %3, 2015).

No entanto, em muitos experimentos in vitro a estratégia mais utilizada é a
exposicdo a um caldo de cultura contendo diferentes tipos e concentracbes de
carboidratos (Maske et al.”?, 2017; Azeredo et al. %6, 2017). Desta maneira, 0s
microrganismos consomem 0S recursos nos primeiros horarios resultando em um caldo
de cultura saturado de residuos metabolicos. Tais residuos muitas vezes sdo acidos,
levando os microrganismos presentes a sobreviverem em um entorno acido por horas,
situacdo que difere muito do que acontece na cavidade bucal e gerando uma pressao
seletiva de grupos microbianos especificos (Marsh 3613, 1994, 2003; Takahashi 17,
2015), como ocorreu para M1 e M2. Para contornar este fator, nestes modelos
propostos M3 e M4 foram realizadas trocas do meio de cultura com uma maior
frequéncia deixando intervalos de tempo mais realistas. Estas trocas simulariam a

refeicdo finalizada, etapa na qual a saliva e os movimentos das mucosas orais ajudam
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na remocao de residuos dos alimentos, na neutralizagcdo do pH da cavidade bucal e na

remineralizacdo do esmalte (Hicks et al. 43, 2003, Buzalaf et al.1?3, 2012).

Nos modelos M1 e M2 foi observado que os microrganismos utilizaram os
carboidratos que estavam presentes nos caldos de cultura e tornaram o meio de cultura
acido, favorecendo assim algumas espécies especificas, principalmente aos
correspondem ao grupo mutans (Marsh 36 13, 1994, 2003; Takahashi !/, 2015). J& nos
Modelos M3 e M4 foi observado a progressao de outros grupos microbianos e ndo so de
estreptococos do grupo mutans, provavelmente diversas rotas metabdlicas foram
ativadas quando houve pouca disponibilidade de nutrientes provenientes da dieta do
hospedeiro para obter energia da saliva (Nystrom et al. 8, 1993; Carlsson et al. 154, 1997;
Rudney 1°°, 2000). Os valores de pH apresentados neste estudo representam o
ambiente externo do biofilme, o que é equivalente ao pH da saliva e da cavidade bucal;
desta forma os modelos M1 e M2 geram um entorno hostil que ndo € comum para a
cavidade bucal e resulta na morte de muitas espécies, gerando uma superestimacao

dos dados da populacdo microbiana (Florez Salamanca et al. 12°, 2020).

Outra superestimacao que pode ocorrer é enquanto o perfil da perda de minerais,
a qual pode ser avaliada por ensaios de microdureza. A ma interpretagdo pode ocorrer
em diversos estudos in vitro que apresentam desafios nutricionais semelhantes com M1
e M2. Nestes modelos ndo ha chance para que os biofilmes e os corpos de prova de
esmalte retornem a valores de pH neutro, além de ndo oferecerem os eletrdlitos e as
proteinas necessarias no processo de remineralizacédo (Richardson et al. *?1, 1993; Hicks
et al. 18, 2004; Florez Salamanca et al.'? ,2020). Desta forma estes modelos apresentam
de forma prolongada um entono acido, o que favorece a degradacdo bioquimica do
dente (biocorroséo) afetando de uma forma mais agressiva e indiscriminada quase a
totalidade das estruturas dentarias (Dawes 26, 2003; Grippo et al. 27, 2012). Este perfil
foi observado nos discos utilizados em M1, os quais perderam entorno de 27 % do valor
da dureza inicial ao serem avaliados na idade 24 horas, quando somente tinham sido
expostos uma vez aos carboidratos. Ja para M2 a primeira exposi¢cao aconteceu a idade
29 horas, isto representou uma perda aproximada do 57% da dureza. A perda total de
microdureza apos 72 horas foi de aproximadamente 60% para M1 e M2, enquanto para

M3 e M4 foi de aproximadamente 20% sendo mais sutil e progressiva. Este perfil € mais
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semelhante com o que acontece nas lesGes subclinicas, uma desmineralizacdo de
dimensfes microscopicas causado pela interacdo entre a superficie dos dentes e o

fluido acido interno do biofilme (Gao et al. 56, 2001).

Outro ensaio utilizado para avaliar a influéncia deste entorno na superficie do
dente é a avaliacdo da rugosidade das superficies polidas dos discos de esmalte pela
técnica de microscopia confocal. A utilizacdo desta técnica fornece uma regido de
analise de aproximadamente 17 % da superficie, sendo mais representativa em relacao
a outras técnicas utilizadas. Para isso foram adquiridas imagens com menores
magnificacdes para o0 entendimento dos materiais, pois medicbes com maiores
magnificacdes de pequenas areas podem sugerir a impressado de que a superficie é
plana (Florez Salamanca et al. 1?5, 2020). Na literatura tem sido relatado que a
rugosidade das superficies intraorais € < 0,2 um, porém as metodologias utilizadas
empregavam comprimentos curtos e aparelhos pouco sensiveis (Bollen et al. 17, 1997).
No presente estudo a média obtida para a rugosidade aritmética dos corpos de prova foi
de 1,3 pum sendo inferior aos valores encontrados em procedimentos clinicos
odontoldégicos de rotina, como cimentacdes, ajustes e polimentos, 0os quais atingem uma
escala superior a 15 pm (Janiszewska-olszowska et al. 158, 2020; Incesu et al. 1%°, 2020).
Desta forma consideramos que ap0s a padronizagdo, este material era apto para ser
utilizado no estudo. Além disso, consideramos que a etapa da formacao da pelicula
salivar foi de extrema importancia, pois as proteinas presentes na saliva fornecem locais
de clivagem para que os microrganismos colonizem as superficies (Hannig e Joiner 42,
2006).

De modo geral, os valores de rugosidade apresentaram uma alta variabilidade ao
longo do experimento, porém ndo foram observadas diferencas estatisticas entre as
idades. Para este resultado, uma hipotese € que a a¢do mecéanica para a remoc¢ao do
biofiime dos discos (homogeneizacdo com voértex e banho ultrassénico) resulta na
normalizacdo das irregularidades que conferem a rugosidade. Em modelos in vivo de
lesé@o ativa do esmalte existe a dissolugcéo dos cristais mais externos, porém a exposicao
a forgcas mecéanicas orais (incluindo escovacgao dos dentes) sao gerados micro-desgaste
gue normalizam as irregularidades da superficie (Thylstrup et al.33, 1994). Outra hipétese

sugerida é que ocorreu uma desmineralizacdo subsuperficial, a qual ndo gerou
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alteracOes na integridade dos dentes, algo semelhante com as lesbes manchas brancas
(Kleter 4%, 1998).

Algumas caracteristicas dos modelos M3 e M4 foram mais semelhantes com o que
acontece in vivo. A constante troca de meios de caldo de cultura manteve um pH
préximo ao do ambiente oral (Anderson et al. 0, 2001). Esta dinamica favoreceu a
formacdo e o acumulo de biofilme sem gerar uma pressao seletiva que superestimasse
a proporcdo de estreptococos do grupo mutans, ou seja, possivelmente em estes
modelos ndo foi gerado uma selecdo de um Unico grupo microbiano e ao mesmo tempo

permitiu uma desmineralizacéo sutil e progressiva do esmalte (Marsh 3613, 1994, 2003).

Consideramos que os dois modelos propostos podem ser melhores alternativas
laboratoriais para compreender os biofilmes orais e as patologias que eles geram.
Contudo, o modelo M3 ‘Trés refeigdes diarias’ apresentou uma menor dificuldade
metodoldgica, uma vez que envolve menos trocas de meios por dia, o que reduz a
possibilidade de contaminacdo, além de utilizar um menor volume de saliva (Florez
Salamanca et al. 1%, 2020). A saliva é um recurso escasso ao ser comparado com um
meio de cultura fornecido por um fabricante, pois depende da participacdo de voluntarios
gue doam pequenos volumes, adicionalmente este fluido pode ser um veiculo de

transmissao de patégenos incluindo o SAR-CoV-2.

Posteriormente, o0 modelo M3 foi utilizado para os ensaios de comparacao entre
duas estratégias de inoculagdo. Estes ensaios tiveram como objetivo verificar se a
introducédo de novos microrganismos em momentos diferentes do biofilme, resultaria na
colonizagcdo secundaria e tardia de microrganismos. Para isso foi utilizado um inéculo
saliva constituido do pool de precipitados microbiano de 57 voluntarios. Este inéculo se
apresentou satisfatério uma vez que apresentou uma diversidade microbiana semelhante
ao relatado outros estudos da microbiota salivar (Ortiz et al. 161, 2019; Hurley et al. 162,
2019). No presente estudo, foi observado que os valores de UFC.mL* dos inéculos
utilizados para comparar os 4 modelos e as duas estratégias foram semelhantes tanto
para a microbiota total como para o0s estreptococos do grupo mutans, apresentando uma
boa reprodutibilidade ja que teve uma baixa variabilidade entre as diferentes ocasifes de
coleta de saliva. Adicionalmente os valores de pH detectados na estratégia UNI e em M3

apresentaram um perfil idéntico. Podemos concluir que existiu uma reprodutibilidade na
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técnica desenvolvida para formacédo de biofilme, para M3 em diferentes abordagens

experimentais.

Os valores de pH dos meios de cultura registrados nas duas estratégias de
inoculacdo apresentaram um perfil semelhante, mantendo na maioria do tempo um
ambiente neutro, algo semelhante ao que acontece em cavidade bucal (Anderson et al.
160 2001). Os periodos de ‘abundancia’ tiveram uma curta duracdo e consequentemente a
exposicdo a um entorno acido foi mais restrito. Existiu uma desmineralizacdo do esmalte
dentario sendo independente a exposi¢cdo prolongada a valores de pH inferiores a 5,5 ja
gue estes foram registrados apds 62 horas para UNI e 127 horas para MULTI. Assim, é
confirmado que ndo € o ambiente externo do biofiilme como a saliva presente na
cavidade bucal ou o caldo de cultura utilizado laboratorialmente o que deve estar acido,
€ sim o ‘fluido da placa’ (os produtos metabdlicos dento do biofilme, ndo avaliados no
presente estudo). Tais fluidos e a dinAmica dos mesmos configuram os nichos acidos na
interface biofilme/superficie dentaria e ajudam na formacao de lesdes de cérie (Bowen
86, 2013). Da mesma forma foi observada que ndo é unicamente na presenca de
carboidratos que existe uma diminuicdo de pH, na estratégia MULTI apoOs de cultivo em
‘caldo saliva’ e inoculacado foram detectados menores valores do que 0s observados
para estratégia UNI e conforme passava o tempo foram se aproximando a 5,5,

principalmente a partir das 96 horas de idade (Figura 23C).

Ao avaliar a dinamica populacional observou-se que os valores de UFC.mL !
aumentaram tanto para a microbiota total como para os demais microrganismos,
conforme o amadurecimento do biofilme. Ao comparar as duas estratégias na idade 24
horas, observou-se uma diminuicdo na contagem de alguns grupos de microrganismos
para MULTI. Estes dados podem sugerir que alguns microrganismos conseguiram
realizar a colonizac¢do inicial, porém o fato de realizar novas inoculacdes (4; 7,7 e 14,3
horas) resultou na introdugcdo de novas espécies gerando uma concorréncia aos
colonizadores iniciais (Marsh %3, 2003; Takahashi e Nyvad !4, 2011; Bowen et al. 163,
2018).

Para UNI na mesma idade o numero de microrganismos que conformaram o
biofilme foi maior, isso sugere que nesta estratégia temos um biofilme de colonizadores

iniciais que vai envelhecendo com o passar do tempo, mas em nenhum momento
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permitimos o ingresso de novas espécies no sistema como colonizadores secundarios
ou tardios (Rickard et al. 6, 2003; Mark Welch et al. 4%, 2016). A ndo introdugdo de novos
microrganismos pode ocasionar uma selecdo de algumas espécies, de preferéncia
aguelas que tem facilidade com o metabolismo da sacarose e na hidrélise de amido. Ou
ainda na selecdo daquela que tem tolerancia ao estrese acido, pois desde idades iniciais
(7 horas) conseguiram sobreviver a este tipo de desafios. Embora sejam realizadas
multiplas inoculagdes muitos microrganismos ndo conseguem ganhar um espago Nno
biofilme pré-existente, e terminam perdendo a viabilidade. Estas mortes disponibilizam
componentes estruturais das células transformando-se em recursos nutricionais para

outros microrganismos (Bayles %4, 2007) ou mesmo arcabou¢os na matriz extracelular.

No presente estudo, a espécie de Veillonella parvula foi encontrada em uma
proporcéo aproximada de 5 % no inicio dos biofilmes e conforme seu amadurecimento
esta proporcao foi diminuindo até ser < 1 %, isto aconteceu para as duas estratégias de
inoculacdo. A literatura apresenta que esta espécie tem sido detectada em baixas
proporcdes (< 0,1 %) em amostras de céries ativa (Ortiz et al. 161, 2019; Qudeimat et al.
165 2021). Adicionalmente tem sido relatado que a espécie V. dispar constitui
aproximadamente 3 % da microbiota de adultos jovens, os quais apresentam um
consumo de acucar livre 2 5 % do consumo total de energia diario (Keller et al. ¢,
2017). Sua proporcdo em pacientes com lesdes de caries ativas representa entre um
2,6 a5 %, porém ha estudo que demostram uma representatividade de 19 % da
microbiota total (Agnello et al. 167, 2017; Hurley et al. 162, 2019; Qudeimat et al. %5,
2021). Embora que V. dispar nao seja considerada um colonizador inicial, a espécie foi
detectada desde a idade 24 horas nos biofiimes e manteve uma abundancia relativa >
15 % ao longo das idades avaliadas, isto aconteceu de forma independente a

estratégia de inoculacao utilizada.

A presenca de Veillonella na cavidade bucal € considerada como normal, pois
este género de microrganismos esta entre os principais anaerobios da cavidade bucal
(Aas et al. %8 2005). Estes microrganismos possuem a capacidade de utilizar o acido
lactico convertendo-o em acidos mais fracos, adicionalmente converter nitrato (NO3s-)
em nitrito (NOz2-). Estas duas caracteristicas provavelmente favorecem a manutencao

de um pH mais neutro e termina beneficiando inUmeras espécies de bactérias,



120

provavelmente outros produtores de acidos fracos que séo intolerantes a condi¢cdes de
baixo pH (Stephen e Hamilton 1 1971; Wicaksono et al.l’%, 2020). Inclusive a
alimentacdo cruzada poderia estar beneficiando indiretamente espécies consideradas
cariogénica (Miller et al. °4, 2019; Noorda et al. 1’1, 1988). Em amostras de saliva de
pacientes com e sem lesdes de carie foi detectada a presenca deste género (Jiang et
al. 172, 2016). Adicionalmente em amostras provenientes de lesdes de carie de mancha
branca, de camada profunda de cavidades com comprometimento dentinario e de
cavidades dentinarias ocultas, tem sido identificado o género Veillonella em grande
propor¢do (Simon-Soro e Mira 7, 2015). No entanto ainda ndo estd bem

compreendida a contribuicdo deste género no processo de carie.

No presente estudo foi identificada a P. nanceiensise na saliva e nas primeiras
idades do biofilme MULTI, tendo uma abundéancia relativa inferior a 3 % na idade 24
horas e diminuindo até ser < 1 % na idade 72 horas. Ja a espécie P. melaninogenica foi
detectada em todas as idades do biofilme e nas duas estratégias de inoculacdo, com
uma proporcéo aproximada de 5 %. Esta proporcao foi considerada um pouco superior
ao encontrado em amostras de biofilme coletado de lesGes de carie, nas quais foi
encontrado uma proporcdo de aproximadamente 3 % (Hurley et al. 162, 2019; Qudeimat
et al. 165 2021). Adicionalmente a espécie P. melaninogenica teve uma maior
abundancia relativa em adultos jovens que apresentavam elevado consumo de acgucar
livre ao ser comprados com aqueles que tinham menor consumo (Keller et al. 16°,
2017).

As espécies pertencentes ao género Prevotella sdo bactérias Gram negativas,
anaerdbias estritas, sacarolitica e proteoliticas comumente detectadas em diversos
locais da cavidade bucal (Aas et al. 188, 2005). S&o considerados como microbiota
normal da saliva em paciente com ou sem carie (Jiang et al. 1’2, 2016). Embora néo
sejam considerados agentes etiolégicos da carie, este género bacteriano tem a
facilidade de produzir acidos pela fermentacdo de carboidratos como a celobiose, D-
frutose, Inulina, D-maltose, D-manose, D-rafinose, D-ribose, melibiose, amido, entre
outros (Wu et al. *73, 1992). Sua presenca foi detectada na metade das amostras de
lesbes de carie com exposicdo de dentina, e sua abundancia relativa foi de

aproximadamente 5 % e 10 %, (Simon-Soro e Mira 117, 2015; Hurley et al. 162, 2019).
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Além disso, foram detectados nas amostras de saliva e biofilme dos pacientes com
carie na primeira infancia (Hurley et al. 62, 2019; Tanner et al. 1’4, 2011). Embora que
os biofilmes foram cultivados em ambiente com 5 % COz, houve presenca de espécies
Gram negativas anaerdbias. Isso demostra que houve colaboracdo entre espécies
durante a colonizacéo da superficie de esmalte e o desenvolvimento do biofilme pode
gerar areas dentro do mesmo com menor tensédo de oxigénio e favorecer o crescimento

de espécies com menor tolerancia a ele.

Outro género detectado foi o Streptococcus, o qual € considerado como um dos
mais abundante na cavidade bucal. Este pode ser encontrado tanto na saliva, como em
amostras de biofilme coletados em diferentes nichos de cavidades orais com e sem
carie. No entanto, a abundancia relativa apresenta uma altissima variabilidade (de 5 a
70%) que depende do paciente, do tipo de coleta, da localizacdo, entre outros (Simon-
Soro e Mira %7, 2015; Jiang et al. 1’2, 2016; Agnello et al. 187, 2017; Hurley et al. 152,
2019; Ortiz et al. *61, 2019; Qudeimat et al. 165, 2021). No presente estudo a abundancia
relativa determinada deste género foi alta em todas as idades do biofilme e nas duas
estratégias. Conforme o biofilme se tornou maduro alguns microrganismos perderam
representatividade, enquanto outros ganharam espaco. O caso pontual de S.
anginosus foi um achado interessante. Embora este microrganismo nao seja
amplamente relacionado com a cérie, em 1991 foi realizado o primeiro relato onde se
associava ele como um potencial microrganismo preditor de céries, pois foi possivel
isola-lo em meio de cultura MSB modificado (Kimmel e Tinanoff 15, 1991). A presenca
deste microrganismo também foi verificada em amostras clinicas de dentina cariada. S.
anginosus foi descrito como pertencente a uma flora mais diversa associada a regioes
de pH neutro de lesGes cariosas (Kianoush et al. 76, 2014). Finalmente este
microrganismo foi identificado em biofilmes dentarios de paciente que tinham historia
de céarie e foi considerado como um microrganismo potencialmente patogénico
associado a céarie dentaria (Xiuquin et al. 1’7, 2020). Entretanto, a andlise da regido 16S
rRNA v1-v3 pode dificultar a diferenciacdo entre espécies de estreptococos e pode ter

superestimado esta espécie.

As técnicas microbiolégicas convencionais baseadas na identificacdo de

microrganismos em meios de cultura seletivos ou presuntivos carecem da sensibilidade
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necessaria para afirmar que estamos quantificando uma espécie de microrganismo.
Entretanto, as técnicas de sequenciamento também tém limitagdes como: alinhamento
em regides repetitivas no genoma de referéncia; alto grau de variabilidade na cobertura
e representatividade; software limitados que tém informacGes incompletas dos
genomas microbianos; identificacdo de bactérias até o nivel de espécie (ndo é possivel
identificar bactérias no nivel de subespécies); dificuldade para evidenciar
simultaneamente os componentes ndo bacterianos do microbioma oral tais como

fungos, protozoarios e virus (Metzker 2°, 2009; Caselli et al. 13, 2020).

Diversos estudos que utilizaram técnicas mais especificas tém demostrado
proporcdes baixissimas de S. mutans em amostras clinicas de lesdes de cérie
(Kressier et al. 178, 2017, Agnello et al. 67, 2017; Qudeimat et al. 1%, 2021). No entanto,
S. mutans € o0 microrganismo cariogénico aceito unanimemente. Porém, diferentes
estudos tém demonstrado que a céarie ndo € causada por um microrganismo e sim por
desbalancos nas complexas comunidades polimicrobianas (Marsh 13, 2003;
Samaranayake e Matsaruba 1°, 2017; Rosier et al. 1!, 2018). Estes resultados clinicos
contradizem uma vasta literatura desenvolvida sobre modelos laboratoriais, diminuindo
0 protagonismo de uma Unica espécie no desenvolvimento da doenca carie. No
presente estudo a espécie S. mutans ndo foi detectado pelo sequenciamento,
adicionalmente ao ser avaliada a sua presenca via qPCR as proporcdes detectadas
foram inferiores a 0,01 %, provavelmente este achado laboratorial seja mais

semelhante ao que acontece na cavidade bucal.

No presente estudo também foram detectados em menores proporcdes outros
géneros bacterianos como Rothia, Haemophilus e Neisseria principalmente no inéculo,
este dado é semelhante ao encontrado em amostras de saliva de pacientes com e sem
carie (Jiang et al. 12, 2016; Hurley et al. 162, 2019; Ortiz et al. 161, 2019). Rothia é um
género de cocos Gram positivas, porém apresentam morfologias variadas, sdo bactéria
nao esporuladas e ndo moveis. Estes microrganismos fermentam carboidratos e séo
amplamente detectados em cavidade bucal e trato respiratério superior (Kim et al. 17°,
2014; Maraki et al. 18, 2015). Haemophilus sdo cocobacilos Gram negativos, no
entanto sdo considerados pleomorficos. Sao aerdbios e anaerébio facultativos

detectados em membranas mucosas do trato respiratorio superior e boca (Musher et al.
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181 1996). Neisseria € um género de cocoides Gram negativos, podem fermentar
carboidratos como glucose e maltose produzindo &cido como metabdlicos. Por
exemplo, N. gonorrhoeae produz acido apenas a partir da glicose, mas N. meningitidis
produz &cido a partir da glicose e da maltose. A maioria destes microrganismos sao

considerados comensais da nasofaringe humana (Liu et al. 182, 2015).

Na estratégia MULTI foi observada uma maior diversidade, pois nas primeiras
idades do biofilme (de 24 até 72 horas) espécies como R. aeiria, R. mucilaginosa, H.
pareinfluenzae e N. subflava foram detectadas. A maioria destes microrganismos tem
sido detectados em baixas propor¢cées em amostras clinicas. No caso do género Rothia
sua proporc¢do foi maior nos grupos livres de carie (Kressier et al.1’8, 2017; Agnello et
al. 187, 2017; Ortiz et al. 161, 2019; Hurley et al. 162, 2019). Algo semelhante aconteceu
com as espécies H. pareinfluenzae e N. subflava, pois estdo mais associadas a
pacientes livres de cérie (Ortiz et al. 181, 2019; Hurley et al. 162, 2019). Na idade de 168
horas foi detectado no biofilme MULTI a presenca de Shuttleworthia satelles, no
entanto a relagdo deste microrganismo com a carie ndo esta esclarecida, uma vez que
0s Unicos dois relatos encontrados na literatura trazem informacdes opostas (ElSalhy et
al. 183, 2016; Wang et al. 184, 2019). Este género bacteriano é Gram positivo, anaerébias
estrito, ndo formador de esporos, ndo moével, com uma morfologia ligeiramente curvas
conformando cadeias curtas. Tem a facilidade de fermentar diversos carboidratos e tem

sido isolado da cavidade bucal (Downes et al. 185, 2002).

O rapido crescimento da bioinformatica tem fornecido informagbes da
diversidade e abundancia de microrganismos presentes em biofilmes orais, mas ainda
€ necessario a compreensdo de como estes estdo dispostos dentro destas
comunidades complexas. A organizacdo estrutural no nivel micrométrico apresenta
limitacdes na marcagdo dos microrganismos e aquisicdo de imagens (Valm et al. 48,
2010). Baseado em andlises de amostras de biofilmes dentarios humanos foi proposto
um consorcio que ilustra a complexa organizacado biogeografica e como ela pode estar
associada com as lesdes de carie (Mark Welch et al. 4°, 2016). No presente estudo as
imagens adquiridas foram de menor complexidade metodolégica e ndo fornecem

informacédo suficiente para a identificacdo dos microrganismos presentes, mostrando
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somente a morfologia das células dos microrganismos presente, assim como estrutura

e configuracdo do biofilme.

De forma geral a partir da idade de 120 horas foram visualizadas formacoes
semelhantes a corncobs e hedgehogs. Em estudo anterior foi proposto que
microrganismos  filamentosos pertencentes aos géneros Corynobacterium,
Fusobacterium e Leptotrichia teriam um papel fundamental na configuragdo espacial
dos biofilmes, principalmente o Corynebacterium, o qual forneceria um link fisico para
0S outros microrganismos que conformam os ouri¢os (hedgehogs) e seriam o filamento
central sobre o qual se conformam as espigas de milho (corncobs) (Mark Welch et al.
49, 2016). No entanto Corynebacterium néo foi detectado no presente estudo, e em
sequenciamentos de amostras de carie esse género foi detectado em algumas
amostras, tendo pequenas proporcdes entre 0 e 5 % (Simon-Soro e Mira 7, 2015;
Kressier et al. 178, 2017, Agnello et al. 157, 2017).

Embora o sequenciamento néo tenha detectado microrganismos do género
Corynobacterium e tenha detectado baixas quantidades de Fusobacterium;
provavelmente as estruturas semelhantes a filamentos sdo formadas por cadeias de
bacilos ou de cocos embebidas de matriz extracelular. Futuros estudos que utilizem a
metodologia de hibridizacdo fluorescente in situ (Fluorescence In Situ Hybridization -
FISH) poderiam ser direcionados para comparar a organizagédo espacial dos biofilmes
provenientes de amostras clinica com biofilmes polimicrobianos crescidos em

ambientes laboratoriais.

Adicionalmente também poderiam ser utilizadas técnicas de microscopia onde o
foco seja a marcacdo dos componentes estruturais da matriz extracelular do biofilme,
principalmente dos exopolissacarideos. No presente estudo, como citado
anteriormente, o género Streptococcus foi 0 mais predominante. Esta informacéo
sugere que estes tiveram uma alta influéncia na construcdo do biofilme mediante a
producdo de exopolissacarideos, assim como citado na literatura. Espécies como S.
sanguinis, S. gordoni e S. mutans secretam as enzimas glucosiltransferases (Gtfs) que
servem como reserva de energia e ajudam as células no processo de adesdo as
superficies, e assim de forma geral a construir a matriz extracelular do biofilme (Lemos

et al. 18, 2005). No presente estudo foi observado um aumento gradativo nas
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guantidades de exopolissacarideos conforme o desenvolvimento do biofilme. No
entanto, ndo é possivel diferenciar quais microrganismos estdo relacionados com a sua
producdo. Na literatura ndo ha relatos de ensaios que utilizem a microbiota oral como
in6culo e realizem a quantificacdo dos exopolissacarideos presente na matriz
extracelular do biofilme. Em um ensaio in situ foi demonstrado que a quantidade de
exopolissacarideos no biofilme era maior frente a exposi¢cdo a sacarose varias vezes
por dia, do que quando comparado a exposicoes de glucose e frutose ou controle
negativo (Tenuta et al. 87, 2006). No entanto, ndo foi determinado como acontece o

acumulo o longo do tempo.

Outro componente relacionado a matriz extracelular € o eDNA (DNA
extracelular), o qual no presente estudo foi observado um aumento gradativo no
decorrer das idades. Quando os exopolissacarideos interagem com eDNA, formam
estruturas que fornecem mais estabilidade e viscosidade a matriz extracelular do
biofilme, configurando biofilmes mais coesos. Em estudo in situ foi demonstrada a
importancia do eDNA na formacédo do biofilme, com reducéo significativa do biovolume
guando o eDNA foi removido (Schlafer et al. 188, 2017). Adicionalmente em modelos de
biofilme microcosmo e em amostras provenientes de biofilmes orais (coletados em
superficies coronal, subgengival, resina composta provisoria e abutments de implantes)
foi detectada a presenca de eDNA, postulando que € um componente onipresente em
toda a cavidade bucal (Rostami et al. 18, 2016). O eDNA pode ser liberado por células
microbianas de diversos géneros como Streptococcus, Pseudomonas, Porphyromonas,
Enterococcus por meio de vesiculas de membrana e por lise celular (Allesen-Holm et
al. 1%, 2006; Perry et al. 1°1, 2009; Liao et al. 23, 2014; Rostami et al. 18°, 2016; Turnbull
et al. 12, 2016). Outra evidencia indireta que demonstra a liberacdo de DNA no
ambiente extracelular é o fato de que muitas sequéncias do genoma tém sido
transferidas horizontalmente entre diferentes microrganismos orais (Juhas et al. %,
2009; Bedoya et al. 1°4, 2018). Assim, o aumento gradativo de eDNA observado neste
estudo pode ser consequéncia de muitos microrganismos utilizando as duas vias

conhecidas de liberac&o por vesiculas e lise.

Os &cidos lipoteicoicos também s&o constituintes da matriz extracelular do

biofilme, no entanto sdo pouco estudados. Na literatura ndo ha referéncia da sua
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guantificacdo em biofilmes in vivo, in situ ou microcosmo. Neste estudo, a quantificacéo
demostrou que desde a primeira idade avaliada os valores eram altos, representando
um dos maiores componentes da matriz extracelular, o que refletiu na morte celular ou
remodelagem da parede celular de espécies Gram positivas. No entanto, este
componente se manteve estavel e ndo apresentou nenhuma diferenca entre idades ou
estratégias. Em estudo anterior, foi verificado que em biofilmes mistos com S. mutans,
o operon IrgAB, associado a remodelagem da membrana celular e autdlise, apresentou
uma alta expressdo em idades inferiores a 29 horas. Posteriormente sua expressao
permaneceu em niveis baixos, na presenca ou auséncia de estimulo nutricional (Florez
Salamanca et al. 1%, 2018).

Adicionalmente, os operons cidAB e IrgAB de S. mutans estéo associados com a
resposta ao estresse oxidativo, autélise e desenvolvimento de biofiime (Ahn et al. 1%
19 2010, 2016). Provavelmente existam genes homdlogos que realizem fungbes
semelhantes em outros microrganismos Gram positivos. Uma hip6tese é que nas
primeiras 48 horas microrganismos do género Streptococcus (que foram os mais
abundantes no biofilme) apresentaram um comportamento altruista e realizaram
autdlise para contribuir na adesdo, desenvolvimento e maturacdo do biofilme,
aumentando a chance de sobrevivéncia de populacbes de microrganismos pois
disponibilizavam outros recursos que podiam ser utilizadas pelas células “famintas”
(Nystrom et al., 1993 &; Bayles %4, 2007). Baseado nessa hipétese e em achados
prévios, postula-se que apds terem conseguido o estabelecimento inicial do biofilme as
espécies do género Streptococcus ndo precisaram que mais células expressassem
genes relacionados com autdlise e desta forma a concentracdo de acidos lipoteicbicos
permanecesse constante (Florez Salamanca et al. 1%, 2018). No entanto serdo
necessarios mais estudos com biofilmes polimicrobianos para esclarecer a importancia
de acidos lipoteicoicos em idades inferiores a 48 horas. Também, houve proporcéo
consideravel de espécies Gram negativas que n&do possuem este componente na

parede celular.

Os dados de microdureza das duas estratégias de inoculagdo foram muito
semelhantes ao encontrado em M3 ao avaliar os diferentes desafios nutricionais, o que

sustenta a hipétese que estamos conseguindo gerar desmineralizacdo pela interacéo
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entre dos acidos no interior do biofilme com a superficie dos dentes, tendo mais
semelhanca com o que acontece nas lesdes subclinicas (Gao et al. 156, 2001). Para
comparar as duas estratégias de inoculacdo foram adquiridas trés imagens de
microscopia confocal e tiveram uma area de 1,64 mm?, a somatérias das trés areas
forneceram uma regido de analise de aproximadamente 12% da superficie total do
disco. Embora tenha sido utilizada a mesma técnica para confec¢cdo dos discos de
esmalte, os valores de rugosidade foram aproximadamente 4 vezes inferiores ao
observado com a magnificacdo de 5x, medicdes com maior magnificacdo dao a
impressao de que a superficie é plana, semelhante perceber que Terra é plana desde
do ponto de vista da escala humana (Florez Salamanca et al. 1?5, 2020). Ndo foram
detectadas diferencas entre as idades avaliadas e as estratégias de inoculacao,
provavelmente as magnificacbes utilizadas séo insuficientes para fornecer uma
resposta clara, adicionalmente a remocdo mecanica do biofilme pode estar interferindo

nos resultados.

O presente estudo oferece suporte para a hipotese que ndo existe um
microrganismo protagonista no desenvolvimento da cérie dental, e deixa o convite para
que os pesquisadores comecem a mudar o paradigma. E fundamental pesquisar outras
espécies que participam na construcdo dos biofilmes e principalmente € necessario
realizar analises funcionais que ajudem a desvelar o comportamento destas complexas
comunidades polimicrobianas. As pesquisas clinicas e laboratoriais estdo cada vez
mais proximas da utilizacdo correta das recentes ferramentas tecnoldgicas,
complementando assim dados ja existentes. Apesar dos modelos de biofilmes in vitro
apresentarem diversas limitacdes, com baixa representatividade da céarie dentaria,
consideramos que esta nova abordagem pode aproximar um pouco ao entendimento
da fisiopatologia da doenca. Acredita-se que a utilizacdo do conjunto: discos de
esmalte bovino, in6culo de microbiota humana, exposicéo intermitente a combinacao
de carboidratos, saliva como meio de cultura e mdaltiplas inoculacdes, aproxima um
pouco mais as pesquisas laboratoriais da realidade que pode ser encontrada na clinica.
Futuros estudos em ambientes controlados podem ser de utilidade para o

entendimento do complexo processo fisiopatoldgico que origina as lesdes de carie.
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Simular a cavidade bucal € um desafio consideravel da bioengenharia porque
requer a integracdo de sistemas bioldgicos muito complexos e heterogéneos (0
hospedeiro e o microbioma oral). Na atualidade pode parecer uma utopia, mas o ideal
seria realizar a juncéo entre tecnologia ja existentes, como sistemas de perfusédo (Tang
et al. 197, 2003), equipamentos rotativos para controle de tensdo de cisalhamento
(Rickard et al. *°8 2004), mucosas orais e biofiimes microcosmos (Basso et al. 1%,
2017), com os modelos de biofilme microcosmo que simulem uma dieta cariogénica
(Florez Salamanca et al. 2%, 2020). Desta forma a unido de tecnologias, conceitos e
realizacdo de trabalhos interdisciplinares entre as mais diversas areas do
conhecimento possam tornar realidade o estudo da cérie em ambientes laboratoriais,
conseguindo quase mimetizar o entorno clinico onde este complexo processo acontece
(Figura 27).

Figura 27 - Esquema de como poderiam ser integradas tecnologias atualmente existentes para o
desenvolvimento de modelos de bocas artificiais para o estudo de doencas orais.
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7 CONCLUSAO

Foram desenvolvidos modelos de biofilme in vitro que se aproximam um pouco
mais a realidade encontrada na clinica, sendo um deles com melhores caracteristicas
(M3 - “Trés refeigbes diarias’). Este modelo foi testado com duas estratégias de
inoculacdo. O uso de multiplas inoculagbes durante o desenvolvimento dos biofilmes
parece mimetizar melhor o que ocorre na cavidade bucal. Ao avaliar a influéncia de S.
mutans na constru¢cdo do biofilme, esta espécie parece ndo ser o protagonista em
comunidades polimicrobianas nas estratégias de inoculacdo desenvolvidas. Assim,
outras espécies ou 0 conjunto de espécies podem ser mais influentes do que uma Unica

espécie. Especificamente:

e A utilizagdo de saliva humana e dos discos de esmalte bovino aumentaram as
semelhangas do sistema in vitro com o0 que acontece na cavidade bucal,
permitindo um ambiente neutro que ajuda na manutencdo da integridade do
dente.

e A utilizacdo de in6culo de microbiota humana proveniente da saliva permitiu uma
maior aproximagao ao que acontece na cavidade bucal e foi demostrado que o
microrganismo S. mutans representa menos do 0,01% da microbiota salivar.

e A exposi¢ao intermitente da combinagdo de carboidratos e retorno a meio de
cultura com saliva, conseguiu recriar flutuacbes de pH sem gerar um ambiente
hostil (i.e., drasticamente acido, o qual favoreceria alguma espécie especifica). Ao
mesmo tempo foi possivel recriar a diminui¢cdo progressiva e sutil da microdureza,
algo mais proximo ao que acontece na cavidade bucal.

e As duas estratégias de inoculagdo apresentaram caracteristicas semelhante aos
achados reportados em amostras clinicas de biofilme. Houve uma predominancia
do género Streptococcus e espécies anaerébias como Prevotella e Veillonella
apresentaram abundancia relativa de entre 5 e 10%, mesmo sendo cultivado em
ambientes de microaerofilia. No entanto a estratégia de multiplas inoculagbes
permitiu um ambiente competitivo entre 0s microrganismos, e algumas espécies
minoritarias conseguiram garantir um espaco no biofilme em diferentes idades,

apresentando assim uma maior diversidade.
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e O biofilme foi aumentando sua biomassa insolivel conforme envelheceu e foi
configurando uma estrutura mais coesa pois 0S componentes da matriz
extracelular (exopolissacarideos e eDNA) foram aumentando com o tempo.
Embora que o principal contribuinte para a biomassa seja desconhecido,
acreditamos que podem ser as células microbianas, pois a proporcdo de
exopolissacarideos insolUveis representou entorno de 1 a 2 % da biomassa.

e O amadurecimento do biofilme foi independente das baixas proporcdes de S.
mutans nos biofilmes oriundos das duas estratégias. Assim, a utilizacdo de
metodologias adicionas como a analise de transcriptoma (proteoma, metaboloma)

poderia esclarecer quais espécies contribuem na construcao do biofilme.
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APENDICE A

SEGUNDA ETAPA DOS ENSAIO PARA SIMULAR A COLONIZACAO SECUNDARIA E
TARDIA DURANTE A FORMACAO DOS BIOFILMES.

Proposta estdgio pesquisa no exterior: University of Florida College of Dentistry.
Orientagdo Professora Dra. Jacqueline Abranches. FAPESP com ndmero de processo

2020/04351-6 (estagio nao realizado devido a pandemia).

Objetivo: Avaliar por transcriptoma via RNA-seq as principais espécies detectadas por
sequenciamento do DNA pela empresa BGI Co., Ltd. Dependendo destes resultados,
ainda seria avaliado a expressao génica das amostras utilizando como metodologia RT-
gPCR e primers especificos para genes de S. mutans, e assim corroborar os resultados
em uma tentativa de entender o papel da espécie S. mutans na construcao do biofilme.
Para isso seriam avaliados a expressdo de trés grupos de genes associados com

componentes estruturais da matriz (Tabela Al):
e |ytST /IrgAB: associados com o a disponibilizacdo de DNA extracelular na matriz

e dItABCD: associado com o metabolismo e disponibilizagéo de acidos lipoteicoicos

na matriz
e (tfBCD: associado a sintese de exopolissacarideos,
dexA: associado com a remodelagao da matriz do biofilme

gbpB: associado a ligacdo de glicanos.
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Tabela Al- Relagdo dos genes selecionados para o estudo com a proteina sintetizada e sua fungdo em
relacdo a alguns componentes da matriz extracelular do biofilme cariogénico.

Associados

Gene Proteina Funcéao
com

-Sintese de exopolissacarideos

Glucosiltranferases B, C e D _Configuragéo 3D dos

gtf, gtiC, gtid Proteina de ligacao de

Exopolissacarid

gbpB exopolissacarideos
€os dexA glucanos -Remodelagéo dos
Dextranase A . .
exopolissacarideos
IrgAB Proteinas associada a -Autdlise
DNA membrana LrgA/B
extracelular IytTS Sensor de estimulo / resposta -Regulador da transcricéo
TCS LytT/S
CCpA Proteina de controle catabdlico -Regulador da transcricao
-D-alanizacao de acidos
Acidos dItABCD Proteinas Dcl, DItB, Dcp, DItD l-lggtrﬁleclcr)]:r?tse com enzima de
lipoteicdicos SMU_775¢ Proteina hipotética

sintese de acidos lipoteicoéicos de
S. aureus

Fonte: Elaboragéo propria.

Etapas realizadas no Brasil (Laboratorio de Biologia Molecular — Faculdade de
Odontologia — UNESP)

Metodologia e Resultados

Biofilmes cariogénicos: desenvolvimento e processamento

Os biofilmes cariogénicos foram desenvolvidos de acordo com o item 4.4.
(Materiais e Métodos). Assim, vinte discos de esmalte bovino devidamente moldados,
higienizados, caracterizados, acoplados aos dispositivos metalicos apropriados e
esterilizados. Os biofilmes formados sob estes discos (aleatorizados) seguiram o desafio
nutricional Modelo 3 - “Trés refeigbes diarias’, sob comparativo das duas estratégias de
inoculacdo (UNI e MULTI). Foi preconizado que a analise da expressdo de genes de
interesse seria na fase inicial do desenvolvimento e na fase madura do biofilme, antes e
apos a exposicao aos carboidratos. Para isso foi estabelecido que as idades de 48 e 48,7
horas representariam um biofilme inicial, com 10h de incubacdo em um caldo com

poucos recursos nutricionais e com 40 min com um meio com abundancia de recursos,
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respectivamente. Ja as idades de 120 e 120,7 h, representam um biofilme maduro, nos
mesmos moldes de exposi¢cao de recursos nutricionais.

Para as idades iniciais (48 e 48,7 h) foram utilizados 3 discos-biofilme para obter
material suficiente e para as idades maduras (120 e 120,7 h) foram utilizados 2 discos-
biofilmes. Trés ocasides experimentais independentes foram realizadas, totalizando n=3
por idade por grupo. Adicionalmente em todas as ocasides experimentais uma dupla de
discos néo foi inoculada e seguiu toda a sequéncia das trocas do meio de cultura para o
controle de qualidade e descartar possiveis contaminacoes.

A formacdo da pelicula salivar, os in6culos com a solucdo dos pellets (57
voluntérios) e a quantificacdo de microrganismo no tempo inicial (0 h) foi realizando como
descrito anteriormente (item 4.4.1).

Os valores de pH do meio de cultura fresco (sem indculo) e experimental (com
indculos resultantes das incubacdes com biofilmes) foram coletados nos tempos das
substituicbes de meio como controle de qualidade do experimento. O perfil observado
durante todo experimento foi igual ao observado nos ensaios da avaliacdo das
estratégias de inoculagdo, garantindo assim que o experimento foi conduzido de maneira

padronizada.
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Figura A1 - Perfil do pH dos meios de cultura (fresco e experimental) frente a diferentes estratégias de
inoculacao.
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Em ambas as estratégias foi realizado alternancia entre dois meios de cultura diferentes, de acordo com
M3-‘Trés refeicdes diarias’. A cada alternancia de meio, o pH do meio de cultura do biofilme (experimental)
e do meio a ser reposto (fresco) foram coletados e registrados. No eixo Y estdo representados os valores
das médias e desvio padrdo do pH em relacéo a cada idade do biofilme (eixo x). (A) Representacao grafica
de todos os valores de pH (pH total). (B) Representagéo grafica dos valores de pH do meio apés “Periodo
Saliva”. (C) Representagdo grafica dos valores de pH do meio apds “Periodo Abundéancia”. A linha
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pontilhada vermelha ressalta o valor de pH 5,5, ponto critico para a desmineralizagcdo dentaria (Bowen 1,
2013).

Fonte: Elaboragéo propria

Os biofilmes foram removidos dos discos como explicado anteriormente (item
4.3.4), porém as pingas e tubos estéreis estavam livres de material genético. Para
eliminacdo do material genético das pingas e tubos foram realizadas lavagens com
RNaseZAP (Ambion™, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e lavados 3 vezes com agua
destilada e deionizada. A solucdo de estabilizacdo - RNAlater (Ambion™, Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) foi utilizada para a remocao do biofilme do disco, obtendo-se um
volume final de 1,5 mL de suspensdo de biofilme. A suspensdo de cada biofilme foi
coletada em tubos cbnicos 15 ml e mantidas constantemente em gelo durante todo o
processo, o material foi armazenado a -80 °C até o isolamento de RNA.

Os discos foram descartados uma vez que microdureza dos discos de esmalte
poderia ser afetada devido a solugdo acida de RNAlater, levando a possivel perda de

minerais.

Isolamento e verificacdo da integridade e do rendimento de RNA

O RNA foi extraido usando o método de separacdo fenol-cloroférmio (usando a
capela de exaustdo de gases), e purificado via tratamento com DNAse em coluna
(RNeasy Micro Kit, Qiagen, Hilden, NW, Alemanha) e em solucdo (TURBO DNase;
Ambion™, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) (Cury e Koo 2, 2007). A DNAse foi removida
usando o RNeasy MinElute clean-up kit (Qiagen, Hilden, NW, Alemanha).

A integridade do RNA purificado dos biofilmes foi determinada por eletroforese em
gel de agarose 2 % com a presenca de duas bandas (superior a 23S RNA e a inferior a
16S RNA) observadas em imagens adquiridas por fotodocumentacdo no equipamento
Bio-Rad Chemi XRS Gel Documentation system. Para as corridas dos géis os acidos
nucleicos (1 ug RNA/canaleta) foram corados com brometo de etidio e foi utilizado um

padrao de peso molecular de 1 K pb DNA (Invitrogen).
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Figura A2 - Integridade do RNA purificado.

Ladder

Imagem de eletroforese do gel de agarose 2% com amostras de RNA purificados dos biofilmes Ladder:
peso padrdo. U: UNI; M: MULTIL. I, Il e lll: referente a cada ocasido experimental. 48 e 48,7: idades em
horas do biofilme em fase inicial. 120 e 120,7: idades em horas do biofilme em fase madura.

Fonte: Elaboragéo propria.

Foi utilizada espectrofotometria para avaliar a quantidade (densidade Optica a 260
nm) e pureza (proporcdo de densidades Opticas a 260 e 280 nm) do RNA total
(NanoDrop DS-11 DS-11; Denovix, Wilmington, DE). As concentracfes de RNA de cada
uma das amostras foram apresentadas na Tabela A2, também se apresenta o célculo

dos valores necessérios para realizar o pool de RNA e o rendimento.
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Tabela A2 - Rendimento do RNA de amostras de biofilme dos dois grupos e calculo para pool.

Volumes (uL) utilizados para pool de RNA -

Idade Rendimento concentracao final 200 ng/pL
Amostra ng/uL
(horas) (Hg)

RNAI RNAI  RNAII Ho Yolume
final
Ul 648,0 10,4 207
48 Uil 9476 152 1,41 1459 20
Ul 6958 111 1,93
U 1456,0 23,3 0,92
48,7 Ul 7134 11,4 1,88 1535 20
U 7242 11,6 1,85
ul 655,8 10,5 2,04
120 Ul 7830 125 1,71 1403 20
Ul 6052 9.7 2.21
Ul 865,2 138 1,55
120,7 Ul 8944 143 1,50 1516 20
U 7478 12,0 1,79
M 6840 10,9 1,96
48 M 730,2 11,7 1,84 1461 20
Ml 837,2 13.4 1,60
M 11715 18,7 1,14
48,7 M 814,0 13,0 1,65 1580 20
Ml 951,6 15,2 1,41
Ml 10185 16,3 1,32
120 Ml 807, 12,9 1,66 1550 20
Ml 8772 14,0 1,53
Ml 1023,0 16,4 1,31
1207 Ml 1125,0 18,0 1,19 16,18 20
Ml 1017,0 16,3 1,32

Ndmeros romanos representam cada ocasido experimental, Letra U representa a estratégia de indculo Gnico,
letra M representa multiplas inoculagdes.

Fonte: Elaboracéo propria

Um pool do RNA por estratégia e idade, na mesma quantidade de material
genético de cada uma das ocasides sera utilizado. A concentracao final foi de 200 ng/uL,
em um volume de 20 pL totalizando 4 ug de material. As amostras foram armazenadas a

-80 °C para posterior realizacdo das analises de RNA seq.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INFLUENCIA DE Streptococcus mutans NA CONSTRUGAO DA MATRIZ DURANTE O
DESENVOLVIMENTO DE BIOFILMES MICROCOSMOS EXPOSTOS A DESAFIO
NUTRICIONAL

Pesquisador: MARLISE INEZ KLEIN
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.531.480

Apresentacgao do Projeto:

O projeto “Influéncia de Streptococcus mutans na construgdo da matriz durante o desenvolvimento de
biofilmes microcosmos expostos a desafio nutricional” foi devidamente apresentado. O estudo propéem
investigar o desenvolvimento, a padronizagdo e a caracterizagédo de dois modelos de biofilmes microcosmos
formados por constantes re-inoculagdes de saliva e inéculo Unico de saliva submetidos a desafios
nutricionais definidos como “fartura e miséria” que sdo semelhantes a ingestdo de carboidratos (sacarose e
amido) na dieta de humanos, além de avaliar a importancia do microrganismo Streptococcus mutans na
construgdo da matriz extracelular e na estruturagédo do biofilme cariogénico. Para realizagdo dessa pesquisa
sera coletado amostras de saliva de 60 voluntarios saudaveis que aceitem nao realizar procedimentos de
higienizacao bucal por 24 horas. Para isso sera necessaria a assinatura dos voluntarios no TCLE elaborado
pela pesquisadora. Além disso, essa pesquisa contara com a utilizagdo de incisivos bovinos e para tanto,
sera enviado o projeto ao comité de ética no uso de animais (CEUA). A responsavel pelo projeto possui
autorizagdo de outros laboratérios da faculdade para utilizacdo das dependéncias destes laboratérios,
necessarios para realizagdo da pesquisa. O projeto aguarda aprovacado de agéncia de fomento para
financiamento do projeto proposto bem como dos materiais que serdo utilizados na pesquisa.
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Continuagdo do Parecer: 2.531.480

Objetivo da Pesquisa:
Os objetivos estdo descritos corretamente.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Beneficios:

Os voluntarios da pesquisa ndo terdo beneficios diretos com o estudo, entretanto, o estudo visa o
entendimento da importancia do microrganismo S. mutans na construgdo da matriz extracelular e
estruturacdo do biofilme cariogénico em modelo microcosmo. Esse conhecimento podera gerar diretrizes
para a concepg¢ao e implementagdo de medidas preventivas e terapéuticas na area que se aplica.

Riscos:

O projeto possui riscos minimos aos voluntarios da pesquisa, uma vez que, esses voluntarios doardo a
saliva formada apés a mastigagdo de pedaco de filme de parafina que induz a formagédo da saliva. Caso
esse filme seja engolido pelo voluntario, este se desintegra quando em contato com o contetido gastrico do

estébmago.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
O projeto trara contribuicdo para a area ao qual se aplica.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos os termos foram apresentados.

Recomendagoées:

- TCLE:

E necessario modificar no TCLE no item RISCOS DA PARTICIPACAO que os riscos associados a pesquisa
sdo minimos. Sugiro que a frase seja construida da seguinte maneira “Os riscos sociais ou fisicos sdo
minimos para a doagédo de saliva. O Unico risco & que vocé podera engolir o pedaco de filme de parafina. Se
isso acontecer, o filme se dissolvera no estétmago do mesmo modo como uma goma de mascar se
dissolve”.

N&o ficou claro no TCLE (e no préprio projeto também ndo) em que momento esses voluntarios irdo coletar
a amostra de saliva, uma vez que eles necessitam ficar 24 horas sem higienizar a boca. A pesquisadora
informou que serao recrutados voluntarios que estejam nas dependéncias da faculdade, entretanto, caso
esses voluntarios optem por participar da pesquisa, estes terdo que retornar em outro dia para fazer a coleta
ja que precisam ficar 24 horas sem higienizar a boca?
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Caso eles retornem em um dia que nao havera outro tratamento clinico agendado para este voluntario ele
podera pedir ressarcimento de valores como o valor gasto em transporte? Caso isso ocorra, sera
necessario informar no TCLE que “as despesas referentes a sua participacdo serdo ressarcidas quando
solicitadas”.

- Informagdes basicas do projeto

Orgamento Financeiro:

O apoio financeiro nas informac¢des basicas do projeto esta constando como financiamento préprio,
entretanto, a pesquisadora informou um termo de ciéncia onde diz que os recursos necessarios para
desenvolver essa pesquisa serdo provenientes da reserva técnica da bolsa FAPESP solicitada. A pergunta
que surge &, caso a bolsa ndo seja aprovada, qual sera a fonte de verba para a pesquisa, uma vez que o
valor do orgamento da pesquisa é alto para ser considerado como financiamento préprio?

Riscos:

Como solicitado no TCLE, por favor, dizer que os riscos sdo minimos associados a pesquisa pois, sempre
ha riscos, entretanto estes podem ser minimos e caso ocorra, a pesquisadora tem a solugao para tais riscos.

Cronograma:
Sugiro alterar a data de inicio do projeto para 01/04/2018 uma vez que, o projeto ainda se encontra em
anadlise pelo comité de ética de humanos.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

O projeto encontra-se bem estruturado com uma proposta de pesquisa clara. Entretanto ainda necessitada
da aprovacdo de agéncia de fomento para financiar o projeto. O Orgamento financeiro precisa ser
esclarecido quanto ao fato de ocorrer a ndo aprovagéo da bolsa pela FAPESP. O TCLE precisa ser ajustado
conforme descrito acima. O item riscos precisar ser reescrito. Solicito o esclarecimento sobre o momento
que sera feita a coleta de saliva uma vez que serao utilizados voluntarios que estejam em tratamento em
outras clinicas da faculdade. A adequacao do cronograma nas informagdes basicas do projeto apresentados
na plataforma Brasil se faz necessaria.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Encaminhe-se ao pesquisador para atender recomendagdes do relator.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Justificativa de
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Declaragao de Termo_de_cumprimento_das_normas_d| 01/02/2018 |MARLISE INEZ Aceito
| Pesquisadores o CEP.pdf 18:25:19 |KLEIN
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