Biofilmes Orais

Objetivos gerals da aula:

*  Avguitetura dos blofilmes
* Mecanismos de formaghio
* Potencial patogénico dos biofilmes orais

* Profa. Dra. Maria Regina Simionato
 Depto. de Microbiologia ICB/USP
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BIOFILMES: Comunidades de microrganismos altamente
organizadas embebidos em matriz organica acelular, cujos
constituintes tornam-se fenotipicamente diferentes dos seus

pares nao aderidos. (Stoodley et al, 2002)
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Arquitetura do biofilme dental

@® Microcolonias com aspecto de pilares

@ Sistema de canais - favorece o fluxo de nutrientes, produtos de
excrecao, enzimas, metabolitos e oxigénio
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® Matriz funcional formada por polimeros extracelulares
(bacterianos e do hospedeiro) - colonizacao, protecao das defesas do
hospedeiro e dessecacao



Vantagens para 0s microrganismos que vivem em
biofilmes orais

@ Persisténcia em ecossistemas com fluxo

®@ Heterogeneidade espacial e ambiental

Diversidade de superficies para adesao
Diversidade nutricional

Diversidade de Eh (concentracao de oxigénio)
Diversidade de pH



® Maior tolerancia (fenotipico) @ resisténcia (genotipico) bacteriana
a agentes com atividade antimicrobiana

—

Y * Penetragao reduzida dos agentes antimicrobianos

— dissolucao do agente na parte superficial do biofilme

]
— a matriz do biofilme funciona como uma barreira %

. ~ \ . . e -

— ligacao do agente a matriz do biofilme - g>

1 - Qo

 Menor taxa de crescimento das bactérias o

* Presenca de células persistentes ou dormentes

| * Presenca de eDNA (quelante da cations)

* Transferéncia horizontal de gene%

BIDU]SISAY

(Marsh 2012; Olsen 2015)



Proximidade das bactérias e a arquitetura e disposicao
espacial do biofilme possibilitam:

(4) Expressdo de um conjunto de genes que resulta em fenétipos distintos de seus pares planctonicos

(5) metabolismo mais eficiente
- Compartilhamento ou complementacao enzimatica

- Maior disponibilidade de nutrientes (ex. cadeia alimentar) Marsh et al. 2011

® Sinalizagao célula-célula:

Microrganismos comunicam-se entre si, através de sinais quimicos que desencadeiam mecanismos de producao
de novas proteinas e enzimas

A sinalizacdo célula-célula capacita os micro-organismos a sentir e adaptar-se a varias condicoes
ambientais e, consequentemente, regular a expressao de genes que permitem: formar
biofilmes, resistir a situacoes de stress ambiental e influenciar a capacidade de patogenos de
causarem doencas e de sobreviverem em células do hospedeiro.

7
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Pelicula adquirida do esmalte (PA)

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)

2. Proteinas ricas em prolina (PRPs); estaterina

!
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3. Amilase, lisozima, IgA-S, lactoferrina
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4. Glicosiltransferases (Gtfs), glucano% o
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Funcoes biologicas

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

2. Regulacao da homeostase mineral

(retarda a passagem de substancias com carga elétrica — acidos e
produtos da desmineralizacao)

6. Atividade antimicrobiana )

(lisozima, lactoferrina, lactoperoxidase, IgA-S)
e A
4. Determina a colonizacao bacteriana

& (adesinas bacterianas reconhecem de receptoresy




Placa dental:

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

Colour stalnéd Dlaque

Calculo dental
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Etapas e formacgao do biofilme dental

A. Fase de colonizacao inicial
Adesao de microrganismos a superficie da PA

B. Fase de acumulacao e de maturacao do biofilme
Crescimento bacteriano em microcolonias sésseis e sucessao microbiana

C. Fase de dispersao
Bactérias sao liberadas e podem colonizar outras superficies

@ Streptococcus
= Actinomyces
= Veillonella )

® Porphyromonas
= Fusobacterium
W' Treponema

@ Candida

Jenkinson & Lamont.
Trends in Microbiology, 2005.

TRENDS in Microtiology

11



l Etapas e formacao do biofilme dental

A. Fase de colonizagao inicial - predominam ligacdes de bactérias a PA

1. Repulsdo inicial entre a bactéria e a PA (cargas negativas)

Y

— Bac eria_

Bactérias da saliva chocam-se inUmeras vezes com a superficie da PA

3. Quando a bactéria choca-se com a superficie em determinado angulo e
com determinada velocidade =) equilibrio é estabelecido =) bactéria
permanece préxima a superficie por curto periodo de tempo (estagio B)

Tl S. sanguinis

Pelicula Adquirida (PA)

élulas planctonicas ligam-se a superficie dental por ligacdes de baixa
afinidade e baixa eficiéncia (forcas de Van der Waals e hidrofdbicas)

v e § St e U

Nem todas as bactérias ligadas Células adsorvidas ligam-se a superficie da PA através de interacdes de maior
reversivelmente vao definitivamente afinidade e eficiéncia. usando adesinas especificas e seus respectivos receptores

~

colonizar a superficie dental Mecanismos:
* Adesinas (proteinas tipo lectinas) e receptores oligossacaridicos

- O|* Adesinas (proteinas) e receptores protéicos

Somente aquela que possuirem adesinas

” . ¥
especificas a receptores da PA progridem para 5 ,\ys“ . Irreversivel

,/

a colonizacao (Fase C)

Dai a razao dessa fase ser restrita a tao

poucas espécies e géner‘os HD Schroeder, University of Zurich
In Lamont et al. Oral Microbiology and Immunology 2006
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A. Fase de coloniza¢ao inicial

COLONIZADORES INICIAIS

Streptococcus spp(> 60%)

S. gordonii
S. sanguinis
S. oralis

S. mitis

S. cristatus
N S. mutans

Actinomyces spp
Veillonella spp

Gemella spp
Granulicatella spp
Kingella spp

HD Schroeder, University of Zurich
In Lamont et al. Oral Microbiology and Immunology 2006

Dentina

Esmalte —

Pelicula
Adquirida do

Esmalte

Modificado de Cross e Ruhl. Cell Immunol 2018
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B. Fase de acumulac¢ao e maturac¢ao do biofilme

DESENVOLVIMENTO DE MICROCOLONIAS

A A« A

-~ )
Dentina ! fos
&
2 o '
Esmalte —— | D = ’ @
a8 8 ;
Waie
Pelicula ©, 5 O\
Adquirida do N op
Esmalte ~ " TN
Modificado de Cross e Ruhl. Cell Immunol 2018 P 2
A {53 ¥ =
Divisdo celul L L) A
|V|Sao ce u ar HDSchroeder, Usr;iversityrof'Zurich

In Lamont et al. Oral Microbiology and Immunology 2006

Aderéncia interbacteriana (co-ades3o de novas bactérias)

Crescimento rapido

! ]
Aumento da diversidade (sucessio)

Maturagao = comunidade em equilibrio
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Mecanismos de co-adesao

4 N
@ Através de Polissacarideos Extracelulares (PEC)
S. mutans + S. mutans
Actinomyces + Actinomyces
\_ %

%, Glicosiltransferase (GTFs)

‘téPEC

4 Glucan Binding Protein (GBPs)

O S. mutans

\ 4

(Co-adesao intra-especifica)

Strep.mutans

Glucan

15



Sucrose Sugar Molecule

T oo
O, (W)
OH H

OH Q CH,OH
OH OH

Glucosea Fruciose

Sao produzidos apenas a partir de sacarose por enzimas Glicosiltransferases (GTFs)
extracelulares (presentes na superficie de SM)

Sao constituidos por moléculas de glicose polimerizadas

Ligam-se a Glucan Binding Proteins (GBPs) (presentes na superficie de SM)

Dextrano

Glucano soluvel N e N oy S
Liga(;c")es a-16 7 W Glicosiltransferase (GTFs)
i - ‘ %é
PEC

Gl . lavel CH?OHO CH?O% CHZO"C') 1 Glucan Binding Protein (GBPs)
ucano Insoiuve
Ligagdes a-1,3 QO/QO‘QO/ O s mutans

Koo et al, J. Dent. Res 2013



¥

(Co-adesao intra-especifica)

IgA-S

Strept. sanguis Strept., sanguis
+ Saliva + Buffer

Lamont et al. Oral Microbiology and Immunology 2006
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(Co-adesao inter-especifica e inter-genérica)

\ 4

Espécies ou géneros

\ 4

Aumento da diversidade

Espigas de milho, rosetas, cepilhos

Mecanismos:

* Adesinas (proteinas tipo lectinas) e receptores oligossacaridicos
* Adesinas (proteinas) e receptores protéicos

HD Schroeder, University of Zurich
In Lamont et al. Oral Microbiology and Immunology 2006

diferentes
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Porphyromonas
gingivalis

Streptococcus
gordonii

Lamont e Hajishengallis 2015

Colonizador Tardio

/ (importante na periodontite cronica)

Colonizador Inicial
(bactéria comensal)?

19



Fusobacterium nucleatum como ponte entre

Col

colonizadores iniciais e tardios

onlzadores
tardios ’%

Colonizadores
iniciais

Subgingival
crevice

Nobbs et al. 2011. J. Dent Res 90: 1271-8
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MATURACAO DO BIOFILME

Sucessao ecoldgica =2 Formacao da placa dental madura

ARQUITETURA DA PLACA DENTAL MADURA
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~ 0,, saliva, sugars

< ¥ CO, lactate, ™
/ N acetate, H,0,
~ D ®

na estrutura da placa dental madura

Streptococcus
' Haemophilus/Aggr.

B Neisseriaceae
B Capnocytophaga

Leptotrichia
[] Actinomyces
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Mark Welch et al. 2016 PNAS



Muitos outros fatores estao envolvidos na formacao de
biofilmes ....

/Quorum Sensing

< eDNA
Proteinas tipo amilodides
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PLACA DENTAL SUPRAGENGIVAL

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

ir rrF

Biogeography of a human oral microbiome at the micron scale Welch et al. 2016 PNAS
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PLACA DENTAL SUPRAGENGIVAL

Corynebacterium B Fusobacterium
B Streptococcus B Leptotrichia

Porphyromonas Capnocytophaga

Haemophilus/Aggregatibacter Neisseriaceae

Hibridizacdo do DNA com sondas especificas marcados cpm

corantes fluorescentes - FISH Welch et al. 2016 PNAS

24



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

Welch et al. 2016 PNAS
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ARQUITETURA DA PLACA DENTAL MADURA

CFB-cluster

Bacteria

H

Tannerella sp. (yellow)

Streptococcus sp.

Synergistes group A

:‘ .
CFEB-cluster (red)
Fusobacterium sp. (green)
Lactobacillus sp. (central red rods)

Streptococcus sp. }green cocci)

Candida albicans (green hyphae)

Zijnge etal. PLOS One 5:9321e, 2010.
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PLACA DENTAL SUPRAGENGIVAL
Espigas de milho

” ,?
g .
: h - ‘%

.

b |

»
’

:» ,J 5

2.5
“3

Sy

’

- Jakubovics e Kolenbrander, 2010
Jones SJ. Dent Practit. 1972
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Transport

(active/passive) and
adhucn?::o a ——————+ Gobrizaton —— i matwratin
substratum wirk syoess

Lazar V. Anaerobe 17: 280-5, 2011

Mecanismos de dispersao dependem dos mecanismos da formacao:

Fatores envolvidos na formacao de biofilmes ....

" Quorum Sensing
eDNA
Proteinas tipo amildides
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Potencial Patogénico dos Biofilmes Orais

Objetivos gerats da aula:

* Placa dental assoclada o savde
* Placa dental carlogénica
* Placa dental assoclada a genglvite

e Placa dental assoclada 0s p@rlodomﬁclt@s

Profa. Dra. Maria Regina Simionato
Depto. de Microbiologia ICB?USP



Estruturas do periodonto de protecao e sustentacao

Crista da papila interdental
interproximal

Papila interdental vestibular
Epitélio juncional

Gengiva livre

Gengiva inserida

Linha de unido muco-gengival

Mucosa alveolar

| Cemento radicular
Ligamento periodontal
Osso alveolar

Osso compacto

0Osso esponjoso




J Potencial patogénico da placa dental

Placa dental associada a saude

Controle mecanico efetivo da placa dental
Caracteristicas microbiolégicas:
* placa supragengival
* placa esparsa (20 a 40 células de espessura)
* predominam células cocéides Gram + (~85%)

* predominam colonizadores iniciais:

Streptococcus sanguinis, S. oralis, S. mitis, S. gordonii, Actinomyces
spp, Veillonella spp, Gemella spp,Granulicatella spp, Kingella spp

» predominam anaerobios facultativos

* rateio Mével/Imédvel: 1/50

Dente

Fluido gengival Saude:
Fatores da resposta imune inata: limpeza
@ Streptococcus

) Actinomyces mecanica decorrente do fluxo, fatores de defesa
O Haemophillus/Aggr. soluveis (IgG, IgM, sistema complemento)

Modificado de Welch et al. 2016



Ingestao frequente OO. gg
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pH baixo NO BIOFILME

DENTAL por longos
periodos de tempo

Microbiota
cariogénica

Microbiota na
saude

Caracteristicas microbiolégicas:

* placa supragengival

» espessura ou localizacao suficientes para retardar a
acao do tampao salivar

* poucos colonizadores iniciais

* microbiota acidogénica e acidurica fortemente
associada a doenca

* matriz rica em polissacarideo extracelular (glucanos)

EPS-microcolony

W Glicosiltransferase (GTFs)

%é PEC

% Glucan Binding Protein (GBPs)

O S. mutans

y '

- Mecanismos de resposta
. e ~ . 7 .
- de tolerancia ao stress acido

Koo et al, J. Dent. Res 2013
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Placa associada a saude
Alta diversidade

—

Streptococcus sanqguinis
S. oralis
S. mitis
S. gordonii
Actinomyces spp
Veillonella spp
Gemella spp
Granulicatella spp
L Kingella spp

e.g. colonizadores iniciais
)

Mira et al. 2017

~S

Lesdo de carie de esmalte

Microbiota acidogénica e aciddrica
fortemente associada a doenca

S. mutans
S. sobrinus
Bifidobacterium spp
Lactobacillus spp
Scardovia wiggsiae
Atopobium spp
Prevotella spp
Corynebacterium sp
Propionibacterium spp

34



Periodontal health

Host-microbe
homeostasis

p

Intact bone

Modest

inflammation

Periodontitis

Periodontal
pocket / GCF

: / Subgingival

dysbiotic biofilm

Severe
inflammation

Hajishengallis G. Nat Rev Immunol. 2015



Gengivite induzida pelo biofilme

Gingivitis Caracteristicas microbiolégicas:

* aumento da quantidade total de placa

* anaerobios estritos: 45%

e aumento de Actinomyces

* reducao de Streptococcus

* aumento de Gram-, proteoliticos,
assacaroliticos, alcalinoéfilos:

* Prevotella

* Fusobacterium

* Peptococcus

 Peptostreptococcus

Caracteristicas clinicas:

* aumento da quantidade total de placa
* inflamacao da gengiva marginal

* evidéncias da inflamacao:

edema
sangramento (> 10% dos sitios)

induzido ou Flui .
A uido gengival =
{es pontaneo g g
* profundidade de sondagem: <3 mm
p g W Corynebacterium M Porphyromonas _ Fusobacterium B other
-4 74 : - W Streptococcus B Neisseriaceae || Leptotrichia
* hao ha perda de lnsergao " Haemophilus/Aggr. [l Capnocytophaga [ Actinomyces

* ndo ha perda dssea radlograflca Modificado de Welch et al. 2016

* gengivite é reversivel



o Periodontite Estagio Il Grau Aou B
oy, (Progressao lenta ou moderada)
-, - Periodontite crénica -

Severe
inflammation

Caracteristicas microbioldgicas:
* placa espessa subgengival

e anaerodbios estritos: 90%

* proteoliticos

* rateio Movel/Imoével: 1/1

» 20 x mais espiroquetas que na saude

* Porphyromonas gingivalis
» Tannerela forsythia
» Treponema denticola

Dente

Caracteristicas clinicas:
- acumulo > de placa dental

-acumulo de calculo dental : E resultado de desequilibrio da microbiota

- sinais clinicos de inflamacao . s
. ¢ , periodontal (disbiose).
- sangramento a sondagem, Fluido ¥ Tannerela

N . % | a
supuracdo &% gengwalf‘f W Treponeme

- perda de insercao clinica
- aumento da profundidade I a

de sondagem
. W Corynebacterium W Porphyromonas _ Fusobacterium B cother
- bOISa pe r|0d0nta| W Streptococcus W Neisseriaceae I Leptotrichia

_ p er d a é ssea a |V eo I ar | Haemophilus/Aggr. [ Capnocytophaga [ Actinomyces

Modificado de Welch et al. 2016



Periodontite Agressiva - Padrao Molar Incisivo -

—-—----

-~
5‘

* Progressdo rapida (razdo % perda d6ssea/idade > 1 mm)
* Destruicao incompativel com a quantidade de placa

* Estabelecimento precoce

* Agregacao familiar

0 02, saliva, dieta

- dagh

Placa esparsa
supragengival, mas
gue se estende para a
regiao
subgengival

Generalizada
(>30% dos dentes sao afetados)

Padrao Molar Incisivo (Localizada)
(<30 % dos dentes sdo afetados, molares e incisivos)
* perda de insercdo rapida e precoce (inicio aos 11 anos)

Placa esparsa
Muita destruicao

Fluido gengival

8 Corynebacterium Y Prevotella Fusobacterium 'Porphyromona
Streptococcus B Neisseriaceae Leptotrichia ' Yannerella
Haemophilus/Aggr. | Capnocytophaga | | Actinomyces Treponema

Aggregatibacter
actinomycetemcomitans
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