BIOFILME DENTAL
Mecanismos de formacao, arquitetura e potencial
patogénico
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The mouth is an open system, rather like a

river, with a continual flow of liquid washing m‘
out particles that do not attach and hold fast to \v 4 » ‘
surfaces.

Nobbs et al. 2011. J. Dent Res 90: 1271-8 ’0 *m‘\

cOlourstalmsd Plague

BIOFILMES: Comunidades de microrganismos altamente
organizadas embebidos em matriz organica acelular,cujos
constituintes tornam-se fenotipicamente diferentes dos
seus pares nao aderidos. (stoodiey et al, 2002)

> 95% das bactérias existentes na natureza estao em biofilmes
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Arquitetura do biofilme dental

@® Microcolonias com aspecto de pilares ou cogumelos

@ Sistema de canais - favorece o fluxo de nutrientes, produtos de

excrecao, enzimas, metabadlitos e oxigénio
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® Matriz funcional formada por polimeros extracelulares
(bacterianos e do hospedeiro)
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colonizacao, protecao das defesas do hospedeiro e dessecacao

Adhesion

2010

Communication
Matrix-enclosed

communities

Disease




Vantagens para 0s microrganismos que vivem em
biofilmes orais

@ Persisténcia em ecossistemas com fluxo

®@ Heterogeidade espacial e ambiental

Ampla variedade de habitats com diversidade nutricional,
de concentracao de oxigénio e de pH

Collagen | m f
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- Damaged epithelium




® Maior tolerancia (fenotipico) € resisténcia (genotipico) bacteriana

A a mecanismos de dEfesa dO /-R/Iatriz— reduz penetracdao do AM
hospedeiro -Taxa de crescimento baixa

i o -Células persistentes
v¢ a formas reativas de oxigénio | -eDNA - quelante de cations e

aumenta a tolerancia a AM com carga
+ (aminoglicosideos por ex)
-Transferéncia de genes

¥< a antimicrobianos —

Y< a proteases




Proximidade, disposicao espacial possibilitam:

(@ Aquisicdo de novos genes, expressdo de novas caracteristicas

¥

Expressao de um conjunto de genes que resulta em fenétipos
distintos de seus pares planctonicos
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(5) metabolismo mais eficiente

-Maior disponibilidade de nutrientes
-Compartilhamento ou complementacao enzimatica

Relacdes metabdlicas entre bactérias orais do biofilme dental

Treponema
denticola

/\ ¢ >
/sobutyric acid

Succinic acid

Treponema

Fusobacterium
nucleatum

Fusobacterium
nucleatum

Veillonella 3
/ ‘ Zh Candida

Lactate( % albicans

Streptococcus |28

Wright et al. Mol Oral Microbiol 28:83-101, 2013




® Sinalizagao célula-célula:

Microrganismos comunicam-se entre si, através

desencadeiam mecanismos de producao de novas proteinas e enzimas

de sinais quimicos que
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Regulation of community development,
EPS production, iron uptake, protease activity
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Interbacterial interactions observed among oral bacteria
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Increased epithelial cell invasion
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cues

—
Ad hesm—

T,

Resistance to
physical stress
Community cohesion

1

EP5

TRENDS in Molecular Medicine

(Lamont e Hajishengallis 2015)
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Rede complexa de moléculas sinalizadoras produzidas por
bactérias orais: moléculas pequenas, difusiveis e efetoras

J

Peptideos estimuladores de competéncia N Al-2 (Quorun Sensing) )
(CSP) Mediada por moléculas auto-indutoras (Al)
-Pequenos peptideos (17 a 21 aa) -Produzidos por Gram + e Gram —
-Produzidos por bactérias Gram + -Sinalizagdo intra especifica
Producdo influenciada pelo pH Y Ci”alizagao interespecifica Y
Competéncia N Mutualismo I
Formacao de biofilme Formacéo de biofilme
Liberagao de DNA (eDNA) Porphyromonas gingivalis
Producéo de bacteriocinas . .
SO Prevotella intermedia
Resisténcia ao stress .
Fusobacterium nucleatum
S. mutans; S. gordonii L -
4 )

A sinalizagcao célula-célula capacita os micro-organismos a sentir e
adaptar-se a varias situacoes de stress ambiental e,
consequentemente, regular a expressao de genes que influenciam

\_ a capacidade de patégenos de causarem doencas )
Jabukovics e Kolenbrander 2010; Guo et al. 2014; Marsh e Zaura 2017 11




Quorum sensing

- A formacao de biofilmes requer a expressao coordenada de genes
de células individuais regulados por quorum sensing

-Células bacterianas individuais produzem um ou mais compostos de
baixo peso molecular que sao transportados para fora da célula; se
varias células produzem o mesmo composto (Al), sua concentracao
torna-se significante;

- Quando a concentracao atinge certo nivel, uma castata de
sinalizacao celular é iniciada, levando a inducao de varios genes;

- Algumas moléculas auto-indutoras funcionam como comunicacao
entre diferentes espécies e sao importantes na formacao de
biofilmes;

- A comunicacao entre células é essencial para a formacao de
biofilme, e a interferéncia nesse processo pode ser importante no

controle dos biofilmes.
Abraham WR. Antibiotics 5 (3) 2016



Pelicula adquirida do esmalte

Camada acelular de proteinas que se ligam avida e rapidamente a
hidroxiapatita quando exposta a cavidade oral (0,1-1,0 um)

Base para o subsequente desenvolvimento da placa dental

Composicao quimica e receptores

1. Glicoproteinas (mucinas e aglutininas; ex gp340)
2. Proteinas ricas em prolina (PRPs); estaterina
3. Amilase, lisozima, IgA-S, lactoferrina

4. Glicosiltransferases (Gtfs), glucanos



Funcoes biologicas

Lubrificacao da superficie do esmalte
(mucinas, proteinas ricas em prolina)

Protecao contra a desmineralizacao
(permeabilidade seletiva)

Atividade antimicrobiana
(lisozima, lactoferrina, lactoperoxidase, IgA-S)

Oferece receptores para os microrganismos colonizarem
a superficie dental

(glicoproteinas, PRPs, estaterinas, Gtfs, etc)
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Placa dental:

Biofilme complexo que se desenvolve na
superficie dos dentes e € um precursor direto
de carie e doencas periodontais

Colour stalnéd Plaque
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http://www.asmusa.org/edusrc/biofilms/infopage/009i.html

Etapas e formacao do biofilme dental

A. Fase de colonizacao inicial

Adesao de bactérias a superficie

B. Fase de acumulacao ou estruturacao

Crescimento bacteriano em microcolonias sésseis

C. Maturacao do biofilme

D. Fase de dispersao




Etapas e formacao do biofilme dental

A. Fase de colonizac¢ao inicial

1. Células planctonicas ligam-se a
superficie dental por ligacdes de

baixa afinidade e baixa eficiéncia
(forcas de Van der Waals e hidrofobicas)

.".Reversivel Pelicula Adquirida
2. Células adsorvidas ligam-se a S

superficie através de interacdes de
maior afinidade e eficiéncia,
usando adesinas especificas e
seus respectivos receptores

.. lrreversivel substratum




A. Fase inicial de colonizacao

COLONIZADORES INICIAIS
Streptococcus spp(> 60%)

S. gordonii

S. sanguinis

S. oralis

5. mitis T © Streptococcus -

S. cristatus il l
m Porphyromonas

N\ S. mutans = Fusobacterium

W' Treponema

@ Candida

Actinomyces spp
Veillonella spp

Gemella spp

TRENDS in Microtiology

Granulicatella spp
Jenkinson & Lamont . Trends in Microbiology, 2005.

Kingella spp
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Mecanismos de adesao inicial

Adesinas Receptores
Lectinas Oligossacarideos
Proteina Proteina

Interacoes idnicas ou hidrofobicas

Locais preferenciais de colonizacao

Espécies

Locais de colonizacao

S. sanguinis

Superficies lisas (V ou L/P)

Actinomyces spp

Margem gengival

S. mutans

Superficies lisas IP

19




B. Fase de acumulac¢ao ou estruturacao

DESENVOLVIMENTO DE MICROCOLONIAS

1. Divisao celular
+
2. Aderéncia interbacteriana (co-adesao)

agregacao de novas bactérias
recrutamento de células planctonicas adicionais

¥

Crescimento rapido

¥

Aumento da diversidade |F2%as



http://microbewiki.kenyon.edu/images/9/9b/Corncob.gif

Mecanismos de co-adesao

-

a. Atraveés de PEC

\_ Actinomyces + Actinomyces )

~

S. mutans + S. mutans

(Co-adesao intra-especifica)

Strep.mutans

Glucan

21




b. Através de componentes de saliva e do fluido gengival
S. sanguinis + S. sanguinis
S. gordonii + S. gordonii
S. oralis + S. oralis
Actinomyces spp + Actinomyces spp -

(Co-adesao intra-especifica)

c. Através de constituintes de superficie de bactérias de A
diferentes espécies associados a fimbrias ou a fibrilas
Ex: S. gordonii + P. gingivalis
Fusobacterium nucleatum + S. sanguinis y

(Co-adesao inter-especifica e inter-genérica)

A 4

<Aumento da diversidade>
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Lamont e Hajishengallis 2015
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Fusobacterium nucleatum como ponte entre
colonizadores iniciais e tardios

A

Subgingival
crevice

Nobbs et al. 2011. J. Dent Res 90: 1271-8 24



C. Maturacao do biofilme

Sucessao ecoldgica =2 Formacao da placa dental madura

ARQUITETURA DA PLACA DENTAL MADURA
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Mark Welch et al. 2016 PNAS




PLACA DENTAL SUPRAGENGIVAL

Estruturas de espiga de milho formadas por Corynebacterium
matruchotii (magenta) e cocos (verde) na placa

ir rrF

Welch et al. 2016 PNAS 26




PLACA DENTAL SUPRAGENGIVAL

Corynebacterium B Fusobacterium
B Streptococcus B Leptotrichia

Porphyromonas Capnocytophaga

Haemophilus/Aggregatibacter Neisseriaceae

Welch et al. 2016 PNAS
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PLACA DENTAL SUPRAGENGIVAL

Filamentos e bacilos de varios géneros formando estrutura na forma de ourico

Corynebacterium B Fusobacterium
B Streptococcus B Leptotrichia

Porphyromonas Capnocytophaga
B Haemophilus/Aggregatibacter Neisseriaceae 28

Welch et al. 2016 PNAS




ARQUITETURA DA PLACA DENTAL MADURA

CFB-clus‘;“e.r (red)

A ‘.
Fusobacterium sp. (green)

CFB-cluster Tannerella sp. (yellow) Lactobacillus sp. (central red rods)

Streptococcus sp.

) Streptococcus sp. (green cocci)
Bacteria ' Synergistes group A Candida albicans (green hyphae)

Zijnge etal. PLOS One 5:9321e, 2010.



PLACA DENTAL SUPRAGENGIVAL
Espigas de milho

Figura 7: SEM of maiure human dental plague demonstrating corn cob
farmation. Bar = 10 microns af an anginal magnification of 2,020.

Couriesy of Dr. Charles Cobb. University of Missouri-Kansas City

Jakubovics e Kolenbrander, 2010 30
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D. Fase de dispersao

Liberacao de células bacterianas
Bactérias associadas ao biofilme retornam a existéncia plancténica

/

Transport
(active/passive) and
adherence to a
substratum

Lazar V. Anaerobe 17: 280-5, 2011
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S. mutans: Proteina P1 é proteina formadora de amiloides

-

~

Incorporacao de D- Aminoacidos na parede celular

-

(D-tirosina; D-leucina; D-triptofano; D-metionina)

J

.

Liberacao de fibras amildides bacterianas
ancoradas pela matriz extracelular

.

{ Dispersao do biofilme de S. mutans ]

Kolodkin-Gal et al. Science, 2010



Biofilme sobre epitélio gengival

)
ot

Thurnheer et al 2014
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Biofilme sobre epitélio gengival
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Curtis et al 2011 34



