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RESUMO

Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus pertencem ao grupo Lactobacillus
casei e estdo fortemente associadas a progressdo da carie, especialmente na dentina e
considerando que o consumo de alimentos/probidticos ¢ um importante fonte de
Lactobacillus. Este estudo teve como objetivo analisar a expressdo de genes
cariogénicos relacionados a adesdo (spaC e spaFE), biossintese de substancias
poliméricas extracelulares (wzb) e oxidagdo de piruvato (spxB) bem como, detectar e
quantificar L. paracasei, L. rhamnosus e o grupo L. casei em lesdes de caries dentinarias
ativas e inativas de criangas com carie da primeira infancia (CPI). Amostras de dentina
(25 lesdes ativas e 13 inativas) de criangas com CPI ¢ idade entre 3-5 anos foram
utilizadas no estudo. O RNA das amostras foi extraido e convertido em cDNA para a
quantificagdo bacteriana e analise de expressdo génica por qPCR. Os teste ¢ de Student
ou U de Mann-Whitney foram aplicados para as comparacdes das médias dos grupos. Os
resultados mostraram que as espécies do grupo L. casei fazem parte da comunidade
microbiana viavel das lesdes de carie dentinaria, sendo o grupo L. casei (p = 0,004)
assim como as espécies L. paracasei (p = 0,001) e L. rhamnosus (p = 0,022) mais
abundantes nas lesoes de dentina ativa em comparagdo com as lesdes inativas. Os dados
de expressdo génica revelaram que spaC, spxB e spaE foram igualmente expressos
independente da atividade de lesdo de carie (p> 0,05), enquanto o gene wzb (p = 0,006)
apresentou maior expressdo nas lesdes de dentina ativa. Este estudo fornece novos
conhecimentos sobre a microbiota bucal relacionada ao estado da atividade da carie
dentinaria, indicando que o grupo L. casei e as espécies L. paracasei € L. rhamnosus
apresentam comportamentos diferentes em lesdes ativas e inativas podendo estar

relacionadas a progressao e atividade da lesdo de cérie dentinaria.

Palavras-chave: Crianca, cérie dentaria, probidtico, Lactobacillus, RNA



ABSTRACT

Lactobacillus paracasei and Lactobacillus rhamnosus belong to the group Lactobacillus
casei and are strongly associated with the progression of caries, especially in dentin,

and considering that food/probiotic consumption is an important source of
Lactobacillus. This study aimed to analyse the expression profile of genes related to
adhesion (spaC and spaFE), extracellular polymeric substance regulation (wzb) and
pyruvate oxidation (spxB) of the L. paracasei and L. rhamnosus as well as to detect and
quantify the L. casei group, L. paracasei and L. rhamnosus bacteria in active and
arrested dentin caries lesions of children with early childhood caries (ECC). Total RNA
was extracted from dentin samples (25 active and 13 arrested lesions) of pre-school
children with ECC aged 3-5 years. The samples were converted to cDNA and qPCR
analyses were performed for bacterial quantification and gene expression analyses.
Student’s t-test or Mann-Whitney U test were used for mean comparisons of the groups.
The L. casei group species were found to be part of the viable microbial community in
dentin caries lesions, with the L. casei group (p= 0.004), L. paracasei (p=0.001), and L.
rhamnosus (p= 0.022) being more abundant in active dentin lesions compared to the
arrested ones. Gene expression data revealed spaC, spxB and spaE were equally
expressed regardless of the caries lesion activity (p>0.05), while the wzb gene (p=
0.006) showed higher expression in active dentin lesions. This study provides insights
about oral microbiota related to dentin caries activity status, indicating that the L. casei
group, and the species L. paracasei and L. rhamnosus can have different behavior in

active and inactive lesions and may be linked to dentin lesion progression and activity.

Keywords- Child, dental caries, probiotic, Lactobacillus, RNA
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1 INTRODUCAO

A carie dentdria ¢ uma doenga polimicrobiana, mediada por biofilme (Fejerskov,
2004; Philip et al., 2018). E resultante do consumo frequente de agucares e/ou
carboidratos associado a disbiose de bactérias acidogénicas/acidiricas e que pode
acarretar na perda dos dentes (Mira, 2018; Solbiati e Frias-Lopez, 2018; Zhan, 2018). A
carie dentaria ¢ uma das doengas crOnicas mais comuns em criangas, com prevaléncia
cinco vezes maior que a asma (Jiang et al., 2014; Simon Soro e Mira, 2015), atingindo
uma grande propor¢ado da populacdo mundial (Gao et al., 2016; Tanner et al., 2016).

A cérie que acomete criangas menores de seis anos de idade ¢ denominada cérie
da primeira infancia (CPI) e ¢ caracterizada pela existéncia de um ou mais dentes
deciduos cariados (lesdes cavitadas ou ndo), perdidos (devido a carie) ou restaurados
(AAPD, 2014). A CPI ¢ um grave problema de saude publica devido ao seu inicio
precoce, rapida progressdo clinica, alto custo do tratamento e impacto negativo na
qualidade de vida de criancas em idade pré-escolar (Li et al., 2015; Colombo et al.,
2017).

Diversos micro-organismos estdo associados a carie, sendo o Streptococcus
mutans um dos mais estudados. Contudo, pesquisas mostram uma baixa incidéncia deste
micro-organismo em lesdes de cérie dentindria em criangas com CPI (Aas et al., 2008;
Simon Soro et al., 2014). Mais recentemente, Bezerra ef al. (2016) ndo observaram
diferengas na prevaléncia de S. mutans entre lesdes de cérie de dentina ativas e inativas
em criancas com CPI. Estes resultados sugerem que o S. mutans pode deter um papel
apenas secundario na progressdo da carie em dentina, quando comparado a outros
micro-organismos, como os Lactobacillus spp.

Lactobacillus spp. sao apontados como colonizadores tardios, ndo sendo
necessarios para a iniciagdo da carie (Young e Featherstone, 2013; Obata et al., 2014;
Takahashi e Nyvad, 2016); sendo frequentemente detectado em CPI, principalmente em
carie dentinaria (Badet e Thebaud, 2008; Li ef al., 2015; Shimada et al., 2015; Mitrakul
et al., 2017). Um importante determinador ecologico para a manutengdo da colonizagdo
de Lactobacillus na boca parece ser a presenca de lesdes de carie (Caufield et al., 2015).

A contagem de Lactobacillus ¢ significativamente maior em criangas com CPI e
a tendéncia oposta € observada para criangas livres de carie (Ledder ef al., 2018). Vale
destacar que o consumo de alimentos/probidticos ¢ um importante fonte de

Lactobacillus (Caufield et al., 2015). Dentre as espécies de Lactobacillus, o L.
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rhamnosus e o L. paracasei estao fortemente associadas a progressao da carie (Kneist et
al., 2010) e juntamente com L. casei, constituem o grupo Lactobacillus casei (Tindall,
2008). O grupo L. casei ¢ grupo predominante em biofilmes de criancas com CPI (Badet
e Thebaud, 2008; Neves et al., 2017) e as espécies L. paracasei e L. rhamnosus, sao
espécies bacterianas amplamente utilizadas na industria de alimentos/probiodticos e
apresentam a capacidade de sobreviver na cavidade bucal (Smokvina ef al., 2013; Toh et
al.,2013; Surachat et al., 2017 ).

Pesquisas mostram que o L. rhamnosus ¢ o probidtico mais utilizado e
clinicamente pesquisado do grupo L. casei para a prevencao da cdrie, seguido por L.
paracasei (Lebeer et al., 2007; Twetman e Keller, 2012; Cagetti et al., 2013; Seminério-
Amez et al., 2017; Coqueiro et al., 2018; Pahumunto et al., 2019). No entanto, tem sido
sugerido que a colonizagdo da cavidade bucal por estes micro-organismos probioticos
pode contribuir para a progressdo da cérie (Maltz e Beighton, 2012), induzindo a perda
mineral, especialmente nas lesdes cavitadas dentinarias (Schwendicke et al., 2014). Isso
indica que, sob condicdes especificas de crescimento, como baixo pH, as espécies
probidticas também podem ser cariogénicas (Vuotto et al., 2014).

Durante a progressao, a carie atinge a dentina, que ¢ composta principalmente
por matéria organica, como coldgeno, e possui um pH mais acido (Hojo et al., 1994,
Takahashi e Nyvad, 2016). As lesdes de dentina ativa apresentam uma progressao ao
longo do tempo, que indica uma maior possibilidade de severidade da doencga, enquanto
as lesdes inativas exibem uma auséncia ou escassez de progressao (Nyvad e Fejerskov,
1997; Filstrup et al., 2003). Atualmente, apenas o uso do diagndstico clinico para a
atividade de carie permite a analise da natureza dinamica da doenga, embora diferengas
da microbiota entre lesdes ativas e inativas possam elucidar o papel de cada micro-
organismo (Takahashi e Nyvad, 2016).

L. paracasei e L. rhamnosus sdo anaerdbios facultativos, Gram-positivos, ndo-
formadores de esporos, geralmente catalase-negativos e imoveis (Salvetti et al., 2012;
Goldstein et al., 2015). Sao também capazes de fermentar glicose, por meio da
fermentagdo heterolatica, produzindo assim acido latico. Dependendo do pH do meio,
estas bactérias podem produzir etanol, acido acético e CO, (Sharpe, 1979; Salvetti et al.,
2012).

Além da producdo de acido, as espécies do grupo L. casei apresentam alta
tolerdncia a pH muito baixo (Obata et al., 2014). Outra caracteristica importante dos

membros do grupo L. casei ¢ a producdo de H,O, resultante da expressdo do gene spxB

13



(Zotta et al., 2014; Savo Sardaro et al., 2016; Li et al., 2017). Além disso, L. paracasei e
L. rhamnosus t€m genes relacionados a adesdo, como os genes spaC e spaE, que
codificam a proteina pilina (Toh et al., 2013; Ceapa et al., 2016) e o gene wzb,
envolvido na sintese de substancia polimérica extracelular (EPS) (Nadkarni ef al., 2014).
No entanto, sabe-se poucos detalhes sobre a expressdo de genes de L. paracasei e L.
rhamnosus presentes na carie dentaria (Nadkarni ef al., 2014; Ciandrini et al., 2017).
Neste contexto, pressupde-se que L. paracasei e L. rhamnosus estejam
associadas a carie dentindria, especialmente na CPI e possuam elementos genéticos mais
ativos especificos para adesdo, formacdo de biofilme e produgdo de agentes biocidas,

nas lesdes dentinarias que apresentam atividade de carie.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microbiota bucal

O desenvolvimento e a expansdo da biologia molecular proporcionou uma maior
compreensdo do universo microbiano, revelando que o microbioma bucal maduro ¢
composto por aproximadamente 700 espécies microbianas (bactérias e em menor
propor¢do fungos, protozodrios e virus) contudo, 50% destes micro-organismos sio
incultivaveis (Aas et al., 2005; Simon Soro e Mira, 2015; Zhang et al., 2018). Estes
micro-organismos podem viver em suspensdo (células planctonicas) ou sésseis
(biofilmes), sendo a maioria comensais e alguns potencialmente patogénicos tornando-se
capaz de causar doengas bucais, como a carie dental (Simon Soro e Mira, 2015; Bowen
et al., 2018; Hanque et al., 2019).

A cavidade bucal ¢ um ecossistema microbiano aberto e complexo, exposto a
varios fatores exdgenos (como a dieta), favorecendo a colonizagdo por uma variedade de
micro-organismos (Svec et al., 2009). Sua colonizac¢do ocorre logo apds o nascimento e
¢ baseada em interagcdes bactéria-hospedeiro e inter-bactéria (Kriebel et al., 2018).
Staphylococcus epidermidis e Streptococcus spp. sdo detectadas horas apods o
nascimento, sendo Streptococcus salivarius relatado como a espécie pioneira (Cortelli et
al., 2008; Nelson-Filho et al., 2013).

Bactérias presentes na cavidade bucal geralmente formam uma complexa
comunidade ecoldgica reconhecida como biofilme (Zhang et al., 2018; Hanque et al.,

2019) que se deposita na superficie dos elementos dentarios.

2.2 Biofilme

O biofilme representa um fendtipo predominante de quase todas as bactérias em
seu habitat natural (Zhang et al., 2018; Hanque et al., 2019). Para atingir esta condi¢do,
os micro-organismos devem possuir quatro caracteristicas bioldgicas fundamentais:
auto-organizacdo (autopoiese), resisténcia as perturbacdes ambientais (homeostase),
cooperagdo e capacidade de resposta as mudancas ambientais (Gutmann e Manjarrés,
2018).

A formacdo do biofilme ¢ um processo dindmico e transcorre em trés etapas

(Figura 1). Primeiramente, ocorre a adsor¢do de moléculas organicas e inorganicas em
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uma superficie sélida levando a formagdo de uma camada condicionadora e o inicio da
adesdo de células microbianas, mediada por fimbrias, pili, flagelos e polissacarideos
extracelulares. A segunda etapa ¢ a fase de colonizagdo do biofilme, com a formacao de
microcoldnias, sendo esta fixacdo influenciada pelo pH, temperatura, disponibilidade
nutricional, hidrofobicidade da superficie, entre outros. E na tultima fase, dé-se o
desenvolvimento e expansdo do biofilme, que inevitavelmente, ocorrerd desde que ndo
haja interrupcdo ativa em seu ciclo de vida. Nesse estagio, as microcolonias podem
atrair colonizadores secunddrios formando uma comunidade coesa que originard a
estrutura final do biofilme. Eventualmente, o biofilme pode apresentar uma fase de
dispersdo, estagio no qual as células virulentas se desprendem do biofilme regressando

ao fendtipo planctonico (Gutmann e Manjarrés, 2018).

e B oSSR XENTo | oS

Figura 1. Formacao do biofilme em trés etapas: A- adesdo de células planctonicas; B-
colonizagdo; C- formacdo de microcolonias e desenvolvimento/expansdo do biofilme.
Fonte: Usada com permissdo do Centro Engenharia de Biofilme da Universidade

Estadual de Montana, Bozeman, MT 59717-3980.

O biofilme da cavidade bucal apresenta caracteristicas de um biofilme classico
(Figura 2), possui uma estrutura complexa, tridimensional (formato de cogumelo),
altamente organizada e hidratada por canais de 4gua que permitem a difusdo interna de
nutrientes e oxigénio. E composto por espécies microbianas envolvidas pela substincia
polimérica extracelular (EPS) e ancoradas a superficies sélidas, tais como o esmalte

dentario (Struzycka, 2014; Ciandrini et al., 2017).
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Figura 2. Desenho conceitual da estrutura do biofilme, representando os aglomerados
microbianos fixos a superficie e os canais através dos quais a agua pode fluir
(transportando nutrientes através do biofilme). Fonte: Usada com permissdo do Centro
de Engenharia de Biofilme da Universidade Estadual de Montana, Bozeman, MT 59717-
3980.

2.2.1 Biofilme dental

Em 1683 Anton van Leeuwenhoek, o primeiro pesquisador a observar
microscopicamente o biofilme dental, examinou sua propria placa dental e concluiu que
naquele material existiam “animaliculos vivos™ inertes (Huang ef al., 2011).

A placa dental ¢ um biofilme polimicrobiano presente na superficie do dente que
pode causar problemas de satde, como a carie dentdria (Simon Soro e Mira 2015;
Nadkarni et al., 2014; Ciandrini et al., 2017; Berger et al., 2018).

A primeira fase para o desenvolvimento do biofilme dental ¢ a formacdo de uma
fina pelicula chamada de pelicula adquirida constituida por glicoproteinas salivares,
como as proteinas ricas em prolina, amilase, estatina, mucinas e aglutinina. A pelicula
adquirida auxilia na adesdo bacteriana (Heller et al., 2017). Apos a formagao da pelicula
adquirida, os colonizadores iniciais dos dentes sdo cocos e bastonetes Gram positivos,
anaerobios facultativos, incluindo os géneros Streptococcus e Actinomyces (Li et al.,
2004; Jiao et al., 2014).

Tais colonizadores iniciais fornecem uma base para o desenvolvimento
de biofilme dental. Streptococcus spp. reconhecem os componentes na pelicula, através
de uma interagdo especifica entre uma proteina presente no pili de S. sanguinis e amilase

salivar (Okahashi et al., 2011). Actinomyces spp. ligam-se as proteinas ricas em prolina
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e estatina (Li ef al., 2001). Uma vez que os colonizadores iniciais se fixam a superficie,
a matriz do biofilme se desenvolve continuamente, ocorrendo a adsor¢do e co-agregagao
de espécies bacterianas (Kriebel et al., 2018).

As adesinas desses primeiros colonizadores permitem co-agregacdo de bactérias
Gram-negativas com menor nivel de aderéncia a pelicula, incluindo membros dos
géneros Veillonella e Fusobacterium. Bactérias pertencentes ao género Fusobacterium,
como Fusobacterium nucleatum, sdo capazes de se co-agregar com colonizadores
iniciais e tardios (Figura 3). Sendo denominadas de espécies “pontes”, promovendo o

sucesso do desenvolvimento do biofilme dental (Kriebel et al., 2018).

Aih

Pellcula

Figura 3. Esquema de desenvolvimento do biofilme dental (placa dental). Os
colonizadores iniciais (A) sdo a base para o biofilme dental, ap6s a fixacdo destes micro-
organismos ocorre a co-agregacdo de outras espécies bacterianas, incluindo F.

nucleatum (B) que se liga aos colonizadores iniciais e tardios (C). Fonte: Adaptada.

O biofilme dental ¢ uma estrutura metabolicamente dindmica e constantemente
ativa. Os processos alternados de diminui¢do e aumento do pH do biofilme ocasionam a
desmineralizagdo e remineralizagdo das estruturas dentarias, respectivamente. Em
condi¢des saudaveis, esse processo esta em equilibrio e ndo ¢ danoso a superficie do
esmalte dentdrio (Badet e Thebaud, 2008; Struzycka, 2014). No entanto, quando o
biofilme dental ¢ superexposto aos acucares da dieta do hospedeiro, a estrutura e
composicdo do biofilme ¢ alterada e a comunidade microbiana residente torna-se apta a
metabolizar carboidratos e produzir acidos que levam a carie dentaria (Bowen et al.,

2018) (Figura 4). A carie ¢ uma doenca classica induzida por biofilme e que, se nada for
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feito, pode resultar na destrui¢do da estrutura dentaria (Berger et al., 2018; Bowen et al.,

2018).

Biofilme

X .'. 28 a¥s

Acidificacdo do biofilme (30 -, Esmalte =98
Z/ 2\ RO\
: SR

Figura 4. Esquema da formagado do biofilme dental. A fase inicial para desenvolvimento
do biofilme ¢ formacdo da pelicula, seguida da adesdo de micro-organismos (1) e
expansdo do biofilme (2). O aumento da acidificagio do biofilme, pela exposi¢cdo
frequente aos acucares da dieta, leva a alteracdo da diversidade microbiana e a cérie

dentaria (3). Fonte: Adaptada.

2.3 Carie dentaria

As doengas bucais constituem um grande problema de satde publica em todo o
mundo, sendo a cérie dentaria considerada a doenga humana mais prevalente, afetando
80-90% da populacdo, tanto nos paises em desenvolvimento quanto nos desenvolvidos,
sendo a principal razdo da perda dentaria (Gao et al., 2016; Mier et al., 2017; Zhan,
2018).

Os custos do tratamento de carie dentaria e suas complicagdes impdem pesadas
cargas financeiras sobre individuos, familias e sociedade como um todo. As despesas

com tratamento odontologico em paises de alta renda aumentam, em média, em US$
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100 (75 €) por pessoa por ano. Visto em nivel global, o gasto do estd em torno de US$
172 bilhdes (Gao et al., 2016; Mier et al., 2017).

A cérie dentdria ¢ uma doenca biofilme-agucar dependente, associada a uma
etiologia complexa, incluindo fatores genéticos, ambientais e comportamentais
(Fejerskov, 2004; Tanner et al., 2016). A desmineralizagdo do esmalte dentario e da
dentina ¢ resultante da metabolizacdao de agucares e da consequente produ¢do de acidos
organicos por micro-organismos presentes na placa dentaria (Haque et al., 2019). Assim,
o aparecimento de uma lesdo de cérie ¢ determinado pela coexisténcia de trés fatores
principais: micro-organismos cariogénicos, carboidratos derivados da dieta e fatores do
hospedeiro. A exposicao insuficiente ao fluor, higiene bucal ineficaz e fluxo salivar
inadequado podem contribuir para a aceleragdo da doenga (Struzycka, 2014; Yildiz et
al., 2016).

Embora alguns fatores estejam associados a cérie, a frequéncia e a quantidade de
acucares consumidos desempenham um papel critico no desenvolvimento da doenca
(Takahashy e Nyvad 2011; Tanner et al., 2016). Estudos mostram que individuos que
consomem uma dieta rica em agucar possuem um biofilme dental com um maior
espectro de bactérias acidogénicas e tolerantes a acidos (Tanner et al., 2016; Mitrakul et
al., 2017). Desta forma, o consumo frequente de carboidratos fermentdveis tém
mostrado uma forte influéncia na ecologia do biofilme dental e no desenvolvimento de
carie (Anderson et al., 2018). Historicamente, a dieta estd correlacionada com a cérie, o
inicio do cultivo e consumo de cereais (cerca de 12.000 anos atras) e a disponibilidade
de graos e acucar refinados (revolucdo industrial) afetaram a microbiota bucal para uma
configuragdo associada a carie (Adler et al., 2013). Esta influéncia ocorre porque a
fermentagdo dos hidratos de carbono pelas bactérias, resulta na producdo de &cidos
(lactico, acético, propidnico e formico), gerando um pH 4cido abaixo do “valor critico”
de dissolugdo de substratos dentérios (5,5 para hidroxiapatita, 4,5 para fluoroapatita e
6,7 para cemento) pelo aumento da concentracdo de ions de hidrogénio. A consequente
subsaturacao de calcio e fosfato (hidroxiapatita) do biofilme oral ocasiona um processo
de desmineralizagdo dos tecidos dentarios. Se os ataques acidos forem muito frequentes
ou tiverem maior duragdo em relacdo aos periodos de pH neutro, a céarie poderd se

desenvolver (Struzycka, 2014; Yildiz et al., 2016).

A estrutura dentaria desmineralizada (des) pode ser remineralizada (re) quando a

producdo de acidos diminui (substratos esgotados) ou através da neutralizagdo dos
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acidos, por meio de agentes tamponantes extrinsecos a placa dentdria como, o célcio,
fosfato e fluoretos. A saliva tem grande importancia neste processo, pelo seu fluxo,
composi¢do (mineral) e reservatério de fluoretos protegendo a estrutura dentaria
(Fejerskov, 2004; Gao et al., 2018; Zhan, 2018)

O equilibrio des-re ¢ a chave para iniciagdo, progressdo ou reversdo da carie
dentaria. Ocorrendo um desequilibrio no precesso des-re (des>re) uma lesdo irreversivel
podera surgir. Em nivel clinico, a cérie inicia-se com a mancha branca no esmalte
(desmineralizagdo), podendo avancar e levar a cavitagdo do esmalte (carie de esmalte),
que podera progredir e atingir a dentina (carie de dentina) (Takahashi e Nyvad, 2011;
Takahashi e Nyvad, 2016) (Figura 5).

Figura 5. Estagios do desenvolvimento da cérie dental. A cérie inicia-se com uma
mancha branca (1), podendo evoluir levando a cavitacdo no esmalte dental (2) e
posteriormente atingir a dentina, caracterizando uma lesdo dentinaria (3 e 4). Fonte:

Proépria.

A carie dentaria pode ser diagnosticada clinicamente em seus estagios iniciais
(lesdes em esmalte) ou em estagios mais avancados (cavitacdo na dentina). Entretanto,
tdo importante quanto a deteccdo da doenga ¢ a avalia¢do da atividade da carie (Chole et
al., 2019), pois permite identificar quando o processo estd em progressdo, ou seja a

doenga esta em curso.

2.3.1 Carie de dentina

A dentina ¢ um substrato de origem conjuntiva, mineralizado e que constitui a
maior parte da estrutura do dente, sendo recoberta pelo esmalte na por¢do corondria

(Figura 6). E composta aproximadamente de 70% de hidroxiapatita, 18% de material
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organico e 12% de agua. A matriz organica da dentina ¢ formada de fibrilas coldgenas e

substancia fundamental interfibrilar (Katchburian e Arana, 1999).

Figura 6. Esquema simplificado da estrutura dentaria. Fonte: Propria

A cérie dentindria envolve tanto a desmineralizagdo quanto a degradacdo do
colageno e, como a cérie de esmalte, pode ser classificada em lesdo ativa ou inativa, que
correspondem a um processo de progressdo ou paralisacdo, respectivamente (Takahashi
e Nyvad, 2016). Nas lesdes ativas as cavidades dentindrias apresentam uma consisténcia
amolecida de cor branca/amarela, aspecto umido, com pH acido, enquanto nas cavidades
cariosas dentindrias inativas a dentina ¢ dura, pigmentada/escura, aspecto seco € com um

pH fracamente acido, o que indica uma tendéncia a remineralizagdo (Takahashi e

Nyvad, 2016) (Figura 7).

Figura 7. Aspecto clinico de lesdes de dentina inativa (A) e ativa (B). Fonte:

Proépria.
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A avaliacdo da atividade ¢ essencial para a escolha do tratamento correto, pois as
lesdes ativas podem ser paralisadas quando o fator etioldgico ¢ removido. Para isso, a
dieta com baixa exposicdo a carbioidratos fermentdveis, o controle do biofilme e
presenca de flor na cavidade bucal apresentam grande importancia no controle da
doenca, principalmente a manuten¢do do pH do biofilme acima de um nivel critico (4,5
ou 5,5). No entanto, a andlise da gravidade da lesdo ¢ fundamental para decidir quando
intervir cirurgicamente com uma restauracao dentaria (Slayton ef al., 2016).

Com risco reduzido e controle efetivo da doenga, algumas lesdes de cérie ndo
progridem ou podem ser detidas pelo processo de remineralizagcdo. Na carie inativa, as
lesdes remineralizadas apresentam superficies altamente mineralizadas com coloragdes
escuras e muitas vezes indesejaveis. Tal coloragdo ocorre devido a incorporagdo de
pigmentos durante o processo de remineralizacdo e ndo requer tratamento restaurador, a
menos que afete a forma, a fung@o ou a estética do dente (Chole et al., 2019).

Apesar de os aspectos clinicos que distinguem as lesdes dentindrias ativas e
inativas, as diferencas nas microbiotas entre essas cavidades ainda ndo foram

completamente elucidadas (Takahashi e Nyvad, 2016).

2.3.2 Aspectos microbiologicos da carie

A carie dentaria ndo pode ser considerada uma doencga infecciosa em termos
classicos, mas sim consequéncia de uma microbiota carcateristica (Mira, 2018). O
conceito de microbiota associada a cérie dentaria tem recebido significativa atencdo nos
ultimos anos (Obata et al., 2014). Portanto, entender a microbiologia da carie dentéria
ndo ¢ um mero exercicio académico; também fornece a base para a prevengdo, o
diagnostico e as estratégias de tratamento (Mira, 2018).

Os micro-organismos cariogénicos tém como caracteristicas: metabolizar
acUcares (sacarose, glicose, frutose lactose e amido), produzir &4cidos organicos
(acidogénicos), sobreviver em condi¢des de baixo pH (aciduricos) bem como produzir
polissacarideos extracelulares (PEC) e intracelulares (PIC) (Selwitz et al., 2007; Gao et
al., 2016).

Durante a progressdo, a diversidade microbiana da cérie sofre alteragdes. A
frequéncia do consumo de aglcares resulta no aumento da acidificagdo do biofilme
dental, levando a prolifera¢do de cepas acidogénicas e aciduricas de forma adaptativa e a

supressdo de espécies sensiveis ao acido, ou seja, a medida que a carie progride, o
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ambiente acido € estabelecido e bactérias inicialmente cultivadas em pH 7 sdo mortas
por estresse acido (Simon Soro et al., 2014; Jiango et al., 2014). Portanto, a cérie
dentaria transcorre quando membros acidogénicos da microbiota bucal obtém uma
vantagem ecoldgica e seletiva sobre outras espécies, perturbando o equilibrio
homeostatico do biofilme e iniciando o processo da doenca (Fejerskov, 2004; Philip et
al., 2018). As bactérias relacionadas a carie aumentam, e bactérias benéficas sao
reduzidas, transformando uma placa bacteriana ndo cariogénica em cariogénica (Lin et
al., 2017; Philip et al., 2018).

A composicdo bacteriana varia entre lesdes de esmalte e dentina. Calcula-se que
as lesdes cariosas contenham de 100 a 200 filotipos diferentes. Estudos de
metatranscriptdmica revelaram que Streptococcus spp. Veillonella spp., Rothia spp. e
Leptotrichia spp. estdo em niveis mais altos em carie de esmalte e Streptococcus
sanguinis, Atopobium spp., Schlegelella spp., Pseudoramibacter spp. e Lactobacillus
spp. estdo associados a carie de dentina (Gross et al., 2012; Simon Soro et al., 2014;
Simon Soro e Mira, 2015).

Fungos como Candida albicans também fazem parte do microbioma da carie e
podem aumentar a viruléncia cariogénica dos biofilmes. Com relagdo aos virus, sua
presenga ainda precisa ser elucidada (Simon Soro e Mira, 2015; Tanner et al., 2016).

Técnicas de sequenciamento e metagendmica demonstraram que S. mutans €
responsavel por apenas 0,02% dos micro-organismos vidveis na carie de dentina (Gross
et al., 2012; Simon Soro et al., 2013; Simon Soro e Mira, 2015). Os Lactobacillus spp.
tém sido apontados como bom indicador de risco de carie dentinaria (Young e
Featherstone, 2013; Obata et al., 2014). Apds o estabelecimento da lesdo, eles
contribuem para progressao da doenca, sendo detectados com maior frequéncia em
lesdes de cérie de dentina (Obata et al., 2014; Li et al., 2015), quando h4d um aumento
da gravidade da doenga e frequéncia da acidificacdo do biofilme (Takahashi e Nyvad,

2008; Obata et al., 2014).

2.3.3 Prevencao da carie dentaria

A natureza polimicrobiana da carie dentaria deve ser lembrada ao se projetar

diagndsticos, estratégias preventivas e abordagens terapéuticas contra a doenca (Mira et

al., 2018). Terapias antimicrobianas sdo ineficinetes no tratamento da cérie e outras
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doengas polimicrobianas que ndo seguem os postulados classicos de Koch (Simom Soro
e Mira, 2015).

O controle da carie dentaria permanece dependente em grande parte da higiene
oral mecanica, duas vezes por dia sob a forma de escovagdo com dentifricios
fluoretados, abordagem preventiva que estd em vigor hd mais de 50 anos. O uso de
produtos a base de fliior foi responsavel pelas reducgdes significativas na prevaléncia de
caries em paises desenvolvidos na segunda metade do século XX. No entanto, a cérie
ndo tratada ainda continua a ser a doenga humana mais comum no mundo (Fejerskov,
2004; Philip et al., 2018).

A alta prevaléncia da carie mesmo em populagdes conscientes onde os
individuos geralmente escovam seus dentes com dentifricios fluoretados ¢ preocupante e
ressalta a necessidade de desenvolver novas medidas preventivas sinérgicas ou
complementares ao flaor (Philip et al., 2018).

O metabolismo do agucar foi identificado como um elemento central, que
distingue saude e doenca cérie. A diminui¢do da exposi¢ao a sacarose € outros substratos
fermentaveis ¢ particularmente dificil de alcangar na sociedade atual, onde os alimentos
cariogénicos estdo amplamente disponiveis. Além disso, a restricdo da ingestdo de
sacarose por si s0 ¢ improvavel prevenir completamente a carie dentaria se, a ingestao
frequente de amidos persistir. Portanto, minimizar os fatores etioldgicos que contribuem
para a doenca ainda ¢ um grande desafio (Philip et al., 2018; Solbiati e Frias-Lopez,
2018).

O enfoque historico na prevencdo e gestdo oral da carie estd na eliminagdo da
placa dentaria dos dentes. Contudo, a evolucdo contemporanea estd cada vez mais
destacando os aspectos benéficos do microbioma bucal saudavel. A microbiota de placa
comensal tem uma relagcdo simbidtica com o hospedeiro, ndo apenas agindo como uma
barreira para patogenos oportunistas, mas também realizando processos metabolicos
benéficos (Kilian et al., 2016).Uma abordagem ecologica na prevencdo da carie, pode
potencialmente preservar os efeitos favordveis do microbioma bucal residente,
reduzindo os fatores de viruléncia de micro-organismos cariogénicos que sao
responsaveis pela disbiose do biofilme dental (Philip ef al., 2018).

Um alternativa para tratar ou prevenir a disbiose microbiana relacionada a cérie
poderia ser através do aumento do crescimento e sobrevivéncia da microbiota bucal
associada a saude (Twetman e Keller, 2012). Neste contexto, o uso de bactérias

probiodticas como moduladores do ecossistema bucal ganhou interesse nas ultimas

25



décadas (Zaura et al., 2018). No entanto, o emprego de probidticos ndo tem sido eficaz
na reducdo de taxas de carie (Cagetti et al., 2013) e os dados ainda sdo insuficientes e
inconsistentes para recomendar o uso de probidticos no controle da doenga (Vuotto et
al., 2014; Gruner et al., 2016). Ademais, a confianca efetiva deste tratamento ¢é limitada,
sendo necessarios estudos clinicos de longo prazo e pesquisas que investiguem o efeito
dos probioticos sobre a composi¢cdo do microbioma bucal com métodos baseados em
DNA/RNA (Zaura et al., 2018).

Futuras estratégias preventivas podem incluir a inibicdo de sinais de
comunicacdo intercelular, de compostos de adesdo e da reducdo do pH. A perturbagdo
de moléculas de adesdo pode ser uma estratégia para prevenir ou modular a ligagdo de
micro-organismos cariogénicos ao dente (Simén Soro e Mira, 2015).

Cabe destacar que a restauracdo dentdria, procedimento mais comumente
utilizado para a recuperacdo de dentes cariados cavitados, ndo altera a disbiose do
microbioma bucal, o que pode levar ao desenvolvimento de caries continuas, adjacentes
as resturagdes existentes, em populagdes de alto risco como as criangas (Simon Soro e

Mira, 2015; Zhan, 2018).

2.4 Ciarie da primeira infancia (CPI)

A CPI ¢ um sério problema de satde publica (Li et al., 2105), sendo uma das
doengas mais prevalentes do mundo com um incidéncia de 1,76 bilhdo, em criangas com
dentes deciduos (Vos et al., 2016). No Brasil, a prevaléncia de carie em criangas entre
18 ¢ 36 meses ¢ de 27% (Brasil, 2004) e aos 5 anos de idade, uma crianca brasileira
possui, em média 2,43 dentes cariados e destes, menos de 20% estdo restaurados. Na
regido Nordeste, este indice ainda € maior, 2,89 dentes apresentam carie (Brasil, 2010).

Curiosamente, a CPI ndo se limita a paises subdesenvolvidos (Colak et al., 2013;
Meyer e Enax, 2018). Nos EUA, aproximadamente 23% das criangas de 2 a 5 anos
apresentam carie dentaria em dentes deciduos (Dye ef al., 2015), a Australia mostra uma
prevaléncia de carie acima de 50% (Chrisopoulos et al., 2016) e na Grécia a prevaléncia
chega a 36% (Oulis et al., 2012).

A CPI ¢ difundida mundialmente pelo termo “Early Childhood Caries’’ (ECC) e
o seu sinal clinico inicia-se com manchas brancas e opacas nos dentes ao longo da
margem gengival, seguindo pelos primeiros molares. Nesta fase, somente o esmalte

dentario ¢ afetado e o tratamento consiste na mudanca de habitos alimentares, refor¢o da

26



higiene bucal e aplicacdo topica de fluor. A evolugdo desta doenga ¢ répida e
progressiva e consistird no aparecimento de cavidades com perda de estrutura dentéria
que, se ndo for tratada, atinge a dentina e posteriormente a polpa do dente (Jayakumar et
al.,2011; AAPD, 2014; Mitrakul et al., 2017).

O esmalte dos dentes deciduos ¢ formado em um periodo significativamente
mais curto (24 meses) do que os dentes permanentes (até 16 anos). A consequéncia do
menor tempo de desenvolvimento do esmalte dental ¢ a formagdo de um esmalte muito
fino (metade da espessura do que o dos dentes permanentes) € uma microestrutura
menos organizada. Como consequéncia, os acidos sdo capazes de desmineralizar o
esmalte de dentes deciduos mais rapidamente que o esmalte de dentes permanentes

(Guedes et al., 2014; Meyer e Enax, 2018).

Vale ressaltar que a progressao da cérie em criangas € preocupante, pois a carie €
o fator de risco mais importante para o desenvolvimento de novas lesdes de carie.
Assim, criangas com lesdo ativa de carie em sua denticdo decidua também podem
apresentar lesdes de céarie em sua denticdo permanente (Guedes et al., 2014).

E embora ndo seja uma doenga potencialmente fatal, a CPI pode afetar a
qualidade de vida das criancas, resultando ndo apenas em dor localizada, mas também
pode reduzir o crescimento e desenvolvimento, devido ao consumo insuficiente de
alimentos e ao desconforto alimentar causado pelos dentes cariados (Colombo et al.,
2017).

Ademais, dentes deciduos cariados ndo tratados podem afetar as criancas
fisicamente e psicologicamente, influenciando na comunicagdo, nutri¢do, sono, bem
como na socializacdo, aprendizado, concentragdo e redugdo da auto-estima (Colak et al.,
2013).

Fatores socioecondmicos e comportamentais como o nivel de escolaridade dos
responsaveis, renda familiar, tabagismo passivo, alimentacdo noturna (mamadeira ou
leite materno), frequéncia alimentar noturna (2x por mais de 15 min) e desmame tardio
(1 a 3 anos) podem influenciar a CPI (Jayakumar et al., 2011; Colak et al., 2013;
Colombo et al., 2017; Mitrakul et al., 2017). Além dos fatores socioecondmicos ¢
comportamentais, a presenca de micro-organismos acidogénicos/aciduricos contribuem
para o risco da ocorréncia e gravidade do quadro clinico da CPI. Criangas com CPI sdo
colonizadas prematuramente por micro-organismos cariogénicos que sao responsaveis

pela mudanca bioquimica, particularmente pela produgdo de 4cido na superficie do dente
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e consequentemente, sdo essenciais para o desenvolvimento da CPI (Selwitz et al., 2007;
Colombo et al., 2017).

A placa dental presente no esmalte dental clinicamente sadio de criangas
consiste, principalmente, de Streptococcus spp. € Actinomyces spp. Com uma dieta
pobre em agucar, estes micro-organismos vivem como comensais em um ambiente de
homeostase controlando um ao outro. Assim que os agucares, especialmente alimentos e
bebidas acucarados, sdo consumidos, a microbiota da placa comensal absorvera esses
sacarideos e os metabolizarda em 4&cidos, principalmente acido latico (Takahashi e
Nyvad, 2011; Meyer e Enax, 2018).

Criangas com CPI apresentam um alto nivel de Lactobacillus spp. (Mitrakul et
al., 2017). Dentre os Lactobacillus spp., o grupo L. casei ¢ preponderante em biofilmes
de criangas com CPI (Badet e Thebaud 2008; Neves et al., 2017).

Futura intervencdo e tratamento da CPI serd mais eficaz com a adequada
identificacdo das espécies de Lactobacillus, suas especificacdes genéticas e
caracteristicas fisiopatolégicas associadas a CPI. E importante destacar que a existéncia
de uma ligacdo entre diferentes espécies de Lactobacillus e CPI precisa ainda ser

elucidada (Li et al., 2015).

2.5 Lactobacillus x Carie

Lactobacillus spp. sdo bactérias Gram-positivas, geralmente imoveis, nao
formadoras de esporos e produzem dacido latico como produto principal ou Unico do
metabolismo fermentativo (Ahirwar et al., 2017). A classificagdo das bactérias acido-
laticas em diferentes géneros baseia-se largamente na morfologia, fermentacdo da
glicose, capacidade de produzir acido latico e tolerancia ao acido. No entanto, a
classificagdo do género Lactobacillus ainda permanece incerta devido a dificuldade de
classifica-los por testes bioquimicos (Ahirwar ef al., 2017).

Embora mais de 150 espécies de Lactobacillus tenham sido isoladas de varios
locais do corpo humano, plantas, alimentos e meio ambiente, apenas cerca de uma dizia
de espécies foram encontradas na cavidade bucal humana (Li et al., 2015).

A boca de recém-nascidos pode abrigar espécies de Lactobacillus desde o
nascimento, logo apds passar pelo canal vaginal. Os Lactobacillus spp. também sao
encontrados em recém-nascidos alimentados com leite materno, sendo esporadicamente

identificados em bebés alimentados com formulas. Apés o desmame e antes da erupgao
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dos dentes, os Lactobacillus spp. sdo raramente encontrados na cavidade bucal. O leite
materno pode ser a principal fonte de Lactobacillus spp. de bebés, pelo menos até os
dentes emergirem. Apos a erupcdo dos dentes, a aquisi¢ao destes micro-organismos esta
relacionada a alimentagdo e a transmissdo pela saliva de seres humanos infectados
(Holgerson et al., 2013; Vestman et al., 2013; Caufield et al., 2015).

O surgimento dos dentes e das fissuras oclusais originam um ambiente retentivo
para a colonizacdo dos Lactobacillus spp. presentes nos alimentos. No entanto, o
mecanismo determinante para a colonizagdo dos Lactobacillus spp na cavidade bucal
parece ser a presenga de carie. Criangas livres de carie geralmente ndo abrigam niveis
notaveis de Lactobacillus spp., diferindo das criangas com cérie (Caufield et al., 2015).

A associacdo entre Lactobacillus spp. e carie dentéria remota para o século XX.
Os Lactobacillus spp. foram relatados como o principal agente etiologico da carie
dentaria antes dos anos 50, quando o S. mutans comegou a dominar a literatura (Badet e
Thebaud 2008; Svec et al., 2009; Caufield et al., 2015).

As espécies de Lactobacillus encontradas em lesdes de carie apresentam
caracteristicas especificas quando comparadas as caracteristicas de outros lactobacilos;
sdo mais cariogénicas, produtoras de acidos fortes, tolerantes ao fluoreto e podem
metabolizar o xilitol, manitol e sorbitol (Almstéhl ez al., 2013; Piwat et al., 2015). Além
disso, estas bactérias geralmente estdo associadas com a carie mais avangada e sdo mais
relatadas em criancas do que em adultos (Anderson et al., 2018).

Lactobacillus spp. também tem sido estudado como agente benéfico a satde
bucal atuando como probiotico na prevengao da carie dental. Pela Organizacdo Mundial
de Saude, os probidticos sdo: 'micro-organismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, sdo benéficos para a satide do hospedeiro' (Svec et al., 2009;
O'Sullivan et al., 2009; Toh et al., 2013). Pesquisas mostraram que L. rhamnosus e L.
paracasei estdo entre as espécies probidticas mais utilizadas e clinicamente pesquisadas
na profilaxia da carie (Lebeer et al., 2007; Cageti et al., 2013; Seminar ¢ Amez et al.,
2017; Twetman e Keller 2012; Coqueiro et al., 2018).

A maioria das pesquisas ja realizadas avaliam a capacidade destes micro-
organismos de se co-agregar com cepas associadas a carie e reduzir o nimero de
bactérias cariogénicas, especialmente S. mutans (Lebeer et al., 2007; Cageti et al., 2013;
Seminar e Amez et al., 2017; Twetman e Keller 2012; Coqueiro et al., 2018). A terapia
probidtica como prevencdo ou combate a doenga bucal estd apenas comecando a evoluir,

sendo necessaria a consideracdo de outros fatores que afetam a cérie, como o tipo de
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lesdo, disponibilidade de carboidratos fermentaveis e a composicdo bacteriana da
cavidade bucal (Vuotto et al., 2014). Desta forma, o uso de probidticos como o0s
Lactobacillus spp. para prevenir a céarie dentdria ainda é controverso (Vuotto et al.,
2014). A colonizagdo por micro-organismos acidogé€nicos e aciduricos na cavidade
bucal pode contribuir para a progressao da carie. Estudos in vitro demonstraram que os
Lactobacillus spp. diminuem o pH do biofilme e possuem mais atributos cariogénicos
que o S. mutans (Maltz e Beighton, 2012; Gruner et al., 2016; Schwendicke et al.,
2017).

Durante a progressao a carie pode atingir a dentina, a dentina além de minerais,
possui uma por¢io organica de matriz de coliageno do tipo I. Acidos bacterianos
sozinhos ndo sdo capazes de desestabilizar a dentina (Hedenbjork-Lager et al., 2015).
Uma vez que o coldgeno da dentina ¢ exposto, torna-se alvo para bactérias com
atividade colagenolitica que se aderem a proteina colageno. Vérias espécies de
Lactobacillus mostraram ligagdo ao colageno tipo I (McGrady et al., 1995). Caufield et
al. (2015) encontraram proteinas putativas de ligacdo ao colageno no genoma de L.
casei/paracasei, L. gasseri, L. rhamnosus, L. fermentum, L. salivarius, L. orales e L.
vaginalis isolados de criangas com CPI.

Pesquisas relatam uma coexisténcia entre Lactobacillus spp. e carie em criangas
entre 3-4 anos de idade (Badet e Thebaud 2008; Parisotto et al., 2011; Gao et al., 2016).
Apesar de numerosas pesquisas relacionando o género Lactobacillus a cérie em criangas,
a compreensao sobre o seu papel nesta doenga ainda permanece incompleta. No entanto,
L. rhamnosus e L. paracasei estdo entre as espécies mais abundantes de Lactobacillus
que habitam criangas com CPI parecendo desempenhar um papel importante na
progressdo da cérie dentaria (Badet e Thebaud 2008; Svec et al., 2009; Caufield et al.,
2015; Ahirwar et al., 2017).

2.6 O grupo Lactobacillus casei

L. rhamnosus, L. casei e L. paracasei sdo espécies intimamente relacionadas,
tanto filogeneticamente quanto fenotipicamente e sdo considerados em conjunto como o
grupo L. casei (Stefanovic et al., 2017).

O grupo L. casei faz parte do género Lactobacillus, que ¢ o maior género da
familia Lactobacillaceae, composto por mais de 170 espécies e 17 subespécies (Toh et

al., 2013; Huang et al., 2018). A diferenciacdo fenotipica das espécies do género
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Lactobacillus ¢ dificil e geralmente ndo € confidvel, muitas vezes sendo necessaria a
identificacdo por meio da biologia molecular (Goldstein ef al., 2015).

Este grupo ocupa um conjunto diversificado de nichos ecologicos, sendo
comercialmente, encontrados em produtos lacteos (especialmente queijo), vegetais
(picles, vinho e etc.) e como probidticos.

Os principais sitios de colonizagdo das espécies do grupo L. casei sdo o intestino,
a boca e a vagina. Micro-organismos lacteos introduzidos ao ambiente bucal e
intestinal, através de alimentos funcionais, sdo capazes de evoluir e sobreviver nestes
ambientes. A diversidade de nicho entre estas espécies intimamente relacionadas, sugere
uma adaptagdo genética consideravel durante sua evolugao (Svec et al., 2009; O'Sullivan
et al.. 2009). A ampla distribuicdo ecologica das espécies do grupo L. casei refletem sua

flexibilidade metabolica e aplicacdo generalizada (Smokvina et al., 2013).

2.6.1 Fisiologia e morfologia

Na cavidade bucal, o grupo L. casei esta associado a progressdo da carie
dentéria, ele fermenta a glicose usando fermentagdo heteroldtica, produzindo éacido
latico. Na pratica, os perfis de fermentagdo a partir da glicose sdo utilizados para a
distingdo das espécies do género Lactobacillus (Sharpe, 1979). No entanto, ndo ¢
possivel identificar as espécies do grupo L. casei através deste método.

Esses micro-organismos sd3o Gram-positivos, anaerobios facultativos e possuem
faixas de contetido de GC entre 45 e 47 mol%. Contudo, a sua morfologia pode oscilar
entre os membros do grupo, incluindo células em forma de bacilos, podendo apresentar
extremidades quadradas, isoladas ou em cadeias e com tamanho variando de 0,7 - 1,1
por 2,0 - 4,0 um (Salvetti et al., 2012; Goldstein et al., 2015).

O Brain Heart Infusion (BHI) Agar suplementado com sangue ¢ o Rogosa Agar
sd0 os meios mais utilizados na cultura dos Lactobacillus spp., vale ressaltar que o
segundo ¢ um meio seletivo. Nestes meios, espécies do grupo L. casei podem formar
coldnias brancas leitosas com cerca de | mm de didmetro. A morfologia das coldnias ¢é
arredondada, lisa, ndo transparente e mucoide (Goldstein et al., 2015).

Os membros do grupo L. casei sdo acidogénicos/aciduricos, produzem o H,O; e
bacteriocinas (Li et al., 2017; Ciandrini et al., 2017). A produgdo do H,O, ¢ mediada

pelo gene spxB, através da catalisagdo e oxidacdo do piruvato (Zotta et al., 2014).
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Ciandrini et al. (2017) observaram que cepas de L. rhamnosus € L. paracasei sao
capazes de inibir a formagdo de biofilme de S. mutans e S. oralis, evidenciando uma
diminui¢do de UFC/mL, bem como a produc¢do de biomassa. Esta atividade inibitoria
pode estar relacionada com a produgado e liberagdo do H,O, (Reis et al., 2012).

A produgdo de H,O, pode ser um mecanismo de competi¢do interespecifica no
biofilme bucal (Zhu ef al., 2014). Ser capaz de lidar com a presenca de espécies reativas
de oxigénio ¢ uma importante adaptacao de nicho (Wuyts et al., 2017). A produgdo de
H,0, pode inibir a sintese de DNA, levando a morte celular, favorecendo a
sobrevivéncia de micro-organismos nao adaptados a essas condigdes ambientais
(Teanpaisa et al., 2011; Li et al., 2017). Zhu et al. (2014) observaram a expressao de
spxB em biofilme bucal, sugerindo um papel ativo desse gene na fisiologia do biofilme.

A adesdo bacteriana as superficies representa a primeira etapa para o
desenvolvimento do biofilme. O grupo L. casei possui um bom grau de adesdo, mas uma
capacidade limitada de produzir biomassa (Badet e Thebaud 2008; Piwat et al., 2015;
Ciandrini et al., 2017). A adesdo também ¢ o primeiro passo para a colonizagdo, levando
ao comensalismo ou doengas infecciosas aos tecidos do hospedeiro. A adesdo bacteriana
depende de interacdes reversiveis ou irreversiveis. O estdgio inicial e reversivel ¢
mediado por um complexo de interagdes fisico-quimicas, incluindo hidrofobicidade. A
hidrofobicidade da superficie celular microbiana, apesar de ser uma interagdo
inespecifica, ¢ um dos fatores determinantes da adesdo bacteriana em superficies.
Algumas cepas de L. paracasei e L. rhamnosus mostram um alto nivel de
hidrofobicidade na placa dentéria (Badet e Thebaud 2008; Toh et al., 2013; Rintahaka et
al., 2014; Nadkarni et al., 2014).

O L. paracasei e L. rhamnosus tém boa capacidade de adesdo ao coldgeno e
podem formar biofilmes (Lebeer et al., 2012; Smokvina et al., 2013, Toh et al., 2013,
Miljkovic et al., 2015). Nota-se que a adesdo a mucosa ¢ mediada por fimbrias ou pili
(von Ossowski et al., 2010). Pili sdo apéndices protéicos superficiais (pilina), delgados,
alongados e heteroméricos (Rintahaka et al., 2014). O papel funcional do pili ¢é
essencialmente facilitar a adesdo celular ao “primeiro contato” e estruturalmente o pili
de L. rhamnsosus e L. paracasei ¢ semelhante aos de patégenos Gram-positivos (Toh et
al., 2013; Rintahaka et al., 2014).

Estudos mostraram uma correlacdo entre adesdo, caracteristicas superficiais e

agregacdo de cepas de L. paracasei da cavidade bucal. Porém, ndo esta claro o
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mecanismo de adesdo dessas bactérias na estrutura dentaria (Piwat et al., 2015;
Ciandrini et al., 2017).

Nas espécies L. rhamnsosus € L. paracasei, a proteina pilina € codificada por
diferentes genes, incluindo spaC e spaFE (Kankainen et al., 2009; von Ossowski et al.,
2010; Lebeer et al., 2012; Smokvina et al., 2013, Toh et al., 2013; Rintahaka et al.,
2014; Nadkarni et al., 2014). Vale ressaltar, que algumas cepas de L. casei ndo possuem
os genes que codificam a proteina pilina (Toh et al., 2013).

A adesdo bacteriana também associada ¢ a formagdo do biofilme (Ciandrini et
al., 2017). O desenvolvimento do biofilme no L. rhamnosus ¢ fortemente modulado por
fatores ambientais, como baixo pH e provavelmente mediado por vias genéticas (Lebber
et al.,2007). Em L. rhamnosus, trés proteinas podem desempenhar um papel no controle
da producdo de PEC, entre elas proteina-tirosina fosfatase (gene wzb) responsavel pela
regulacdo da biossintese da substincia polimérica extracelular (EPS) (Lebeer et al.,
2007; Nadkarni et al. 2014). A produ¢do de EPS influencia nas propriedades de adesao
do biofilme dental (Badet e Thebaud, 2008). Assim, ¢ plausivel que espécies de
Lactobacillus associados a carie dentinaria, em especial a CPI, possuam elementos

genéticos especificos para a adesdo, formacao de biofilme e produgdo de agente biocida.
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3 HIPOTESES

1. As espécies L. paracasei e L. rhamnosus e o grupo L. casei fazem parte da
comunidade bacteriana metabolicamente ativa de carie dentindria de criangas
com CPL.

2. L. paracasei e L. rhamnosus estdo associados a atividade de cérie dentinaria.

3. Uma menor expressdo dos genes wzb, spxB, spaC e spaE serd observada em

lesOes dentinarias inativas.

4 OBJETIVOS GERAIS

Analisar a expressdo de genes, bem como detectar e quantificar células
metabolicamente ativas de Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus presentes

em lesdes dentindrias ativa e inativa de criangas com CPIL.

4.1 Objetivos especificos

* Verificar e mensurar a presenga de células do grupo L. casei metabolicamente
ativas em cdrie ativa e inativa de dentina de criangas com CPI;

* Analisar a expressdo dos genes spaC e spxB na espécie L. paracasei € spaE ¢
wzb em L. rhamnosus presentes em lesdes de carie dentindria ativa e inativa de
criangas com CPI;

* Examinar a propor¢do de colonizagdo pelas espécies L. paracasei, L. rhamnosus
e o grupo L. casei, em relagdo as bactérias totais existentes em lesdes de carie

dentinaria ativa e inativa de criangas com CPI.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Desenho experimental e locais de estudo

Este trabalho foi organizado em trés etapas (Figura 8) realizadas em locais
distintos. A primeira etapa da pesquisa foi a selecdo e exame clinico das criangas com
CPI em trés escolas publicas localizadas na cidade de Fortaleza/CE, seguida da coleta do
substrato dentinario cariado que ocorreu na Clinica de Dentistica Restauradora da
Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem (FFOE/UFC). A etapa de biologia
molecular (extracdo e purificagdo do RNA e a sintese do cDNA) foi executada no
Laboratorio de Biologia Molecular do Programa de Pés Graduagdo em Odontologia
(PPGO/UFC). Os desenhos dos primers, extragdo de DNA, PCR e qPCR foram
realizadas do Laboratdrio de Biologia Celular e Molecular da Faculdade de Odontologia

de Piracicaba (FOP) da Universidade estadual de campinas (UNICAMP).

1* Etapa 38 amostras

(25 de lesGes ativas
e 13 inativas)

|

Extracao e

32 Criangas com
CPI

purificacdo do Sintese do cDNA Desenhce dos primers,
RNA obtencdo do DNA

lactobacillys spp. e PCR

gqPCR

16S rRNA do L rhamngsys, L
paracasel, grupo L. caseie
bactérias totais

Genes snal, snaf, snxBe

Figura 8. Organograma experimental deste estudo
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5.2 Coleta das amostras

As amostras de dentina utilizadas neste estudo foram resultantes de estudo
anterior aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa (CEP) da UFC/PROPESQ
(protocolo No. 548.405, Ceard, Brasil/Anexo 1) (Bezerra et al., 2016). Vale ressaltar,
que a ultilizacdo das amostras armazenadas foi aprovada pelo CEP da UFC/PROPESQ
(protocolo n°® 3.227.777, Ceara, Brasil/Anexo 2).

Em resumo, 32 criancas (menores de 6 anos de idade) de trés escolas publicas de
Fortaleza (Ceard, Brasil), diagnosticadas com CPI participaram da pesquisa. A atividade
de carie foi avaliada e classificada sob condi¢des padronizadas por dois examinadores
calibrados. As amostras de dentina cariada foram coletadas com auxilio de curetas
esterilizadas e livres de RNAse (SS White Duflex, Rio de Janeiro, RJ). As amostras
foram imediatamente transferidas para microtubos estéreis livres de RNAse (Axygen,
Union City, CA, EUA), contendo solugio estabilizadora de RNA (RNAlater'™ Ambion
Inc., Austin, TX, EUA) e armazenadas a 4 °C por 18h, conforme recomendado pelo
fabricante. Apos esse periodo, os tubos foram armazenados a -80 °C até a extra¢do do

RNA (Bezerra et al., 2016).

5.3 Extracio e purificacio do RNA

As amostras de dentina foram processadas de acordo com Bezerra et al. 2016.
Inicialmente foram descongeladas, centrifugadas (11.000 x g/1 min/4 °C) e
cuidadosamente transferidas para tubos criogénicos contendo 0,16 g de esferas de
zirconia de 0,1 mm de didmetro (Biospec Products, Bartlesville, OK, EUA). Os tubos
foram acomodados em Mini-Beadbeater (Biospec Products Inc., Bartlesville, OK, EUA)
para a ruptura mecanica das células bacterianas. Apds a lise, 850 pul de tampao RLT
(Qiagen, Valencia, CA, EUA) com 10% de B-mercaptoetanol (f-ME) foram adicionados
e a suspensao foi centrifugada. Apds centrifugacao (11.000 x g/ 2 min /4 °C), aliquotas
de 350 pl do sobrenadante foram submetidas a extragdo de RNA utilizando o RNeasy
Mini Kit™ (Qiagen, Valencia, CA, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante.
As amostras foram entdio tratadas com Turbo™ DNAse (Applied Biosystems, Ambiom,
Austin, TX, EUA) para remo¢do do DNA gendmico. A solugdo de RNA foi purificada
novamente usando o kit RNeasy Minielute™ CleanUp (Qiagen, Dus, Bundesland,

Alemanha) de acordo com as instru¢des do fabricante. A concentragdo de RNA ¢ a
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pureza (razdes de absorbancia: Azsp/Az2s0 € Aze0/A230) foram medidas usando um

espectrofotometro Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA).

5.4 Sintese do DNA complementar (¢cDNA)

Para a sintese, utilizou-se o kit de sintese de cDNA iScript™ (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA, EUA), de acordo com o fabricante. A fim de se obter
35 ul de cDNA, 12 pl de agua livre de nucleases, 7 pul de Mix 5x iScript, 1 pl da
transcriptase reversa iScript e, aproximadamente, 15 pl de RNA (de acordo com a
concentragdo do RNA) foram misturados e aquecidos. Posteriormente, as amostras de

cDNA foram normalizadas a uma concentragdo de 10 ng/ul e armazenadas em -20° C.

5.6 Desenho e especificidade dos iniciadores (primers)

Dois primers especificos para a detec¢do de genes de Lactobacillus paracasei
foram projetados utilizando Primer3
(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3 www.cgi) e BLAST®

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), e as sequéncias genéticas (Tabela 1) foram

depositadas no GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Os outros dois genes
utilizados nesse estudo (spaE e wzb) foram previamente descritos por Nadkarni et al.
(2014). Todos os oligonucleotideos utilizados nesta pesquisa (Tabela 2) foram
sintetizados pela Exxtend (Campinas, SP, Brasil) e as sequéncias analisadas em PCR in
silico através das ferramentas BLAST® e Netprimer®

(https://www.premierbiosoft.com/netprimer/) e testadas experimentalmente com PCR

em tempo real com a analise da curva de diluigdo, coeficiente de correlagio (R?),
eficiéncia e curva de dissociagdo (especificidade). A especificidade também foi
confirmada experimentalmente com reacdes de PCR convencional. As reagdes foram
padronizadas para cada primer ¢ o DNA genomico (obtido de cepas de colegdo) foi
utilizado como controle positivo (L. paracasei: primers da Tabela 1 e L. rhamnosus:
para spaE e wzb). As amplificagdes do PCR foram realizadas em um termociclador
Veriti™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) utilizando 200 uM de dNTPs, 2,5
mM de MgCl,, 0,3 uM de cada primer, 1,25 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA , EUA) e, aproximadamente, 10 ng de DNA gendmico, alcangando um

volume de 25 pl. As condi¢des térmicas de cada primer foram testadas seguindo o
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padrdo inicial: desnaturagdo do DNA a 95 °C por 5 min, 35 ciclos a 95 °C por 30 s,

anelamento dos primers a 55 °C (para primers da Tabela 1), 58 °C ( para spaE e wzb) e

60 °C (para o grupo L. casei, L. paracasei e L. rhamnosus) por 30 s, extensdo a 72 °C

por 30 s, e finalizagdo da reacdo a 72 °C por 5 min. Os produtos de PCR foram

separados por eletroforese em gel de agarose a 2% e tampao Tris-borato-EDTA. O DNA

foi corado e visualizado sob iluminagdo UV (Gel Logic 100 Imaging System, Kodak,

Tokyo, Japan).

Tabela 1. Primers projetados nesse estudo.

Produto
Gene Locus Descricao Primer Sequencia 5°- 3"
(pb)
spxB LBPG 02063  Piruvato oxidase spxBLbp For = GTGCCGACGTTATTTCTTG 200
spxBLbp Rev ~  ATCACAACAATCGCAGCTC
spaC  LBPG 02639  Proteina pilina spaCLbp For GGTCAGGGAGAAGCGTACT 202
spaCLbp Rev. = CGGTGTGACGACTTACCAT
Tabela 2. Lista de primers utilizados.
Genes Sequéncia (5'3’) Referencias

Bactéria Total*

Grupo L. casei*

L. paracasei*

L. rhamnosus*

F: TCCTACGGGAGGCAGCAGT

(Nadkarni ef al., 2010)

R: GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT

F: GCGGACGGGTGAGTAACACG
R: GCTTACGCCATCTTTCAGCCAA

(Furet et al., 2004)

F: GTGCTTGCACCGAGATTCAACATG (Furet et al., 2004)

R: TGCGGTTCTTGGATCTATGCG

F: GTGCTTGCATCTTGATTTAATTTT (Furet et al., 2004)

R: TGCGGTTCTTGGATCTATGCG

spxB F: GTGCCGACGTTATTTCTTG (Este estudo)
R: ATCACAACAATCGCAGCTC

spaC F: GGTCAGGGAGAAGCGTACT (Este estudo)
R: CGGTGTGACGACTTACCAT

wzb F: CTTGAACGCTGCACTCATCTC (Nadkarni et al., 2014)
R: CGGATTAACGGTCAGTTGTTAGA

spakE F: TGGCCGTCAATTAACACAAA (Nadkarni et al., 2014)
R: TATGACGCGTAAGCAAGCAC

*16S rDNA
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5.5 qPCR

Os primers utilizados para a detec¢do e quantificagdio do L. rhamnosus, L.
paracasei e do grupo L. casei foram desenhados por Furet ef al. (2004). Os ensaios de
qPCR foram realizados para quantificar o gene 16S rRNA do L. rhamnosus, L.
paracasei e do grupo L. casei, bem como avaliar o nivel de expressdo dos genes spaC,
spaE, spxB e wzb. As curvas padrdo foram preparadas utilizando diluigdes seriadas de
400 ng a 0,0004 ng (limite de deteccdo) de DNA gendomico extraido a partir de L.
paracasei (ATCC 335) e L. rhamnosus (ATCC 53103). Uma curva do padrido da
amplificacdo (standard amplification curve) e uma curva de ponto de fusdo (melting-
point curve) foram obtidas para cada par de primers. As condigdes térmicas do qPCR
sdo especificadas na Tabela 3. As reagdes foram realizadas com o sistema de PCR em
tempo real StepOne™ (Applied Biosystems), usando uma placa de 48 pogos
MicroAmpFast Optical (Applied Biosystems) coberta com filme adesivo (Applied
Biosystems). A Cada pogo eram adicionados 5 ul de Power SYBR™ Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems), 3,4 ul de agua isenta de nuclease, 0,3 ul de cada primer
direto/inverso (forward/reverse) e 1 ul de cDNA (10 ng/ul) ou 1 pul de DNA genomico.
Os ensaios foram realizados em duplicata e as analises finais foram baseadas na média
das duas reacdes. O controle negativo consistiu de reagdo sem cDNA. Apos o ciclo final
de qPCR, foram realizadas anélises do limiar do ciclo (cycle threshold/CT), os valores
da temperatura de fusdo (melting temperature/Tm), curva de fusdo (melting curve) e
curva padrio (coeficiente de correlagio (R?) e % de eficiéncia) de todas as amostras
amplificadas. A quantificagdo bacteriana foi considerada negativa, quando seus valores
de CT e Tm estavam abaixo do nivel de detecg¢@o das curvas padrao de DNA (Colombo
et al., 2017). As curvas padrao foram usadas para transformar os valores do ciclo de

quantificagdo (quantification cycle/Cq) em massa de cDNA amplificado.
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Tabela 3. Condigdes térmicas ideais para qPCR

Condicdes térmicas
Espécies ou genes

pré-aquecimento desnaturacdo anelamento  extengdo  ciclos

L. rhamnosus*
50°C, 2 min/ 95°C, 10 min ~ 95°C, 15 s 60°C,30s 60°C,30s 40
L. paracasei*

Grupo L. casei * 95°C, 10 min 95°C, 15s 60°C,30s 60°C,30s 40
spaC

95°C, 15 min 95°C, 15 s 55°C,30s 60°C,60s 40
spxB
spak

95°C, 15 min 95°C, 15s 58°C,30s 60°C,60s 40
wzb

* Furet et al., 2004

5.6 Analise estatistica

Todas as andlises foram realizadas por intermédio do programa BioEstat 5.3
(Ayres et al., 2007), considerando um nivel de confiangca de 95%. Apds examinar o
padrdo de distribuicdo da amostra (teste de normalidade D'Agostino & Pearson), os
dados foram expressos como média e desvio padrdo e comparados entre os grupos pelo
teste ¢ de Student ou teste U de Mann-Whitney, para dados paramétricos ou ndo
paramétricos, respectivamente. Entre os dois tipos de lesdes de cérie, quantificagdo do
grupo L. casei e expressdao do wzb foram comparadas com o teste ¢ de Student, enquanto
o teste U de Mann-Whitney foi utilizado para a dosagem de L. paracasei, L. rhamnosus
e os genes spxB, spaC e spaE. O teste U de Mann-Whitney também foi aplicado para
analisar a propor¢do das espécies L. paracasei, L. rhamnosus € o grupo L. casei em

relacdo as bactérias totais.
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6 RESULTADOS

Os resultados mostraram que o grupo L. casei € as espécies L. paracasei e L.
rhamnosus fazem parte da comunidade metabolicamente ativa em lesdes de carie
dentinaria de criancas com CPI, uma vez que esses micro-organismos foram detectados
nas 38 amostras (25 de lesdes ativas e 13 de inativas) de tecido dentinario,
independentemente do tipo de lesdo (ativa ou inativa). A propor¢do do grupo L. casei
(p=0,018), L. paracasei (p=0,022) e L. rhamnosus (p= 0,009) em relagdo a dosagem de
bactérias totais (TB) foi significativamente maior nas lesdes de dentina ativa e ¢
ilustrada na Figura 9.

Além disso, o grupo L. casei (p= 0,004) e as espécies L. paracasei (p= 0,001) e

L. rhamnosus (p= 0,022) foram mais abundantes nas lesdes dentina ativa (Figura 10).
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Figura 9. Propor¢do do grupo L. casei e das espécies L. paracasei € L. rhamnosus em
relacdo ao total de bactérias (TB). Os dados sdo expressos em barras (média + desvio

padrdo). *Diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos de acordo com o teste de Mann-

Whitney.
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acordo com o teste t de Student ou Mann-Whitney.

Os primers desenhados neste estudo para avaliar a expressdo dos genes spaC e
spxB em L. paracasei foram igualmente expressos em lesdes ativas e inativas (p>0,05).
Para os genes em L. rhamnosus, também observa-se uma equivaléncia do spaE em
ambas as lesdes (p>0,05), no entanto o gene wzb apresentou maior expressao em lesdes

ativas, quando comprada as lesdes inativas (p= 0,006) (Figura 11).
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Figura 11. Expressdo dos genes spaC, spxB (L. paracasei) spaE e wzb (L. rhamnosus)
em lesdes de carie dentinarias ativas (n= 25) e inativas (n= 13). Os dados sdo expressos
em barras (média + desvio padrdo). *Diferenca estatistica (p <0,05) entre os grupos de

acordo com o teste ¢ de Student.
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7. DISCUSSAO

Os resultados obtidos corroboram com estudos prévios que mostraram que L.
rhamnosus, L. paracasei e o grupo L. casei sdo frequentemente isolados de lesdes
dentindrias de criancas com CPI (Nancy e Dorignac, 1992; Marchant er al., 2001; Svec
et al., 2009; Caufield et al., 2015; Takahashi, 2015), constituindo-se como um grupo
bacteriano metabolicamente ativo na carie dentinaria e provavelmente relacionado a
progressdo da carie (Kneist et al., 2010). A progressdao da cdrie estd associada a
acidificacdo (redug@o do pH) do biofilme dental o que leva ao aumento da gravidade da
doenca (Obata et al., 2014; Takahashi e Nyvad, 2016). Esta acidificacdo resulta na
proliferacdo de cepas acidogénicas e aciduricas (como os membros do grupo L. casei) de
forma adaptativa e na supressdo de espécies sensiveis ao acido (Jiang et al., 2014;
Cautfield et al., 2015).

Nesta pesquisa, foi observada uma maior abundancia do L. rhamnosus, L.
paracasei € o grupo L. casei nas lesOes dentindrias ativas, quando comparadas as
inativas. Ao analisar DNA de biofilmes de criangas com CPI, Neves et al. (2017)
obtiveram resultados similares para o grupo L. casei. Este resultado era esperado, uma
vez que estes micro-organismos possuem um papel crucial na progressao da carie (Obata
et al.,2014; Piwat et al., 2015, Ahirwar et al., 2017). Os Lactobacillus spp. fermentam a
glicose, produzindo 4cido latico (Sharpe, 1979; Salvetti et al., 2012). O 4cido latico € o
acido dominante nas lesdes ativas da dentina, acarretando os baixos niveis de pH
encontrados neste tipo de lesdo (Hojo er al., 1994; Takahashi e Nyvad, 2016). Em
contraste, as lesdes dentindrias inativas apresentam um pH fracamente acido, o que pode
estar relacionado as menores quantidades de L. paracasei, L. rhamnosus € o grupo L.
casei em lesdes inativas (Shimada et al., 2015; Takahashi e Nyvad, 2016 ).

Pesquisas sugerem que o uso de cepas probidticas, especialmente L. rhamnosus €
L. paracasei, pode ser benéfico na manutengdo da saide bucal, desempenhando um
importante papel como agente antagdnico no crescimento de S. mutans (Twetman e
Keller, 2012; Cagetti et al., 2013; Seminario-Amez et al., 2017; Coqueiro et al., 2018;
Pahumunto et al., 2019). No entanto, com o conceito atual da carie como resultado da
disbiose, a reducdo de um unico grupo de bactérias, mesmo sendo considerados

patogénicas, faz pouco sentido (Zaura e Twetman, 2019). Além disso, dados clinicos
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tém sido apontados como insuficientes para demonstrar a efetividade e confianca destes
probidticos no controle da cérie dentdria (Twetman e Keller, 2012; Cagetti et al., 2013;
Semindrio-Amez et al., 2017; Coqueiro et al. 2018). A falta de eficicia desta
bacterioterapia pode estar atrelada ao fato do S. mutans participar da ascensdo da carie,
enquanto os Lactobacillus spp. sdo oportunistas favorecidos pelo ambiente acido criado
no inicio da lesdo, ja que estes sdo mais aciduricos que S. mutans (Takahashi e Nyvad
2011). Assim, estudos in vitro, em que estes micro-organismos sao cultivados juntos,
parecem ndao ser uma forma adequada para se testar os efeitos probidticos dos
Lactobacillus spp. no controle da cédrie dentidria (Twetman e Keller, 2012),
principalmente na carie dentinéria.

Vale ressaltar que embora raras, as infec¢cdes como abscessos, associadas a L.
paracasei e L. rhamnosus tém sido relatadas (Salminen et al., 2004, Burns et al., 2007;
Chan et al., 2010; Sherid et al., 2016, Pararajasingam e Uwagwu, 2017, Harding-
Theobald e Maraj, 2018), demonstrando seu comportamento como patdégenos
oportunistas.

Cepas de Lactobacillus podem produzir e liberar compostos antimicrobianos
como perdxido de hidrogénio (H,0,) que desempenha um papel antagdnico contra os
estreptococos do grupo mutans (Szkaradkiewicz-Karpinska et al., 2018). L. rhamnosus e
L. paracasei ocasionaram uma diminui¢do da formagdo de biofilmes de estreptococos
(S. mutans e S. oralis) formados in vitro (Ciandrini et al., 2017), o H,O, impede o
crescimento de outras espécies bacterianas através da inibicdo da sintese de DNA,
atuando como um mecanismo de competicdo interespecifica em biofilmes orais (Reis et
al., 2012; Zhu et al., 2014). Neste estudo, o gene spxB foi expresso em lesdes
dentindrias, apresentando uma tendéncia numericamente maior em lesdes ativas, no
entanto, ndo foi observada diferenca estatisticamente significante entre as lesdes de
dentina ativas e inativas. Isso pode ser o resultado de uma condi¢do semelhante para os
dois tipos de lesdes, uma vez que esse gene catalisa a conversdo de piruvato em
acetilfosfato, CO, e H,0, (Zotta et al., 2014; Zhu et al., 2014). Além disso, um estudo
recente concluiu que a progressdo da carie dentaria parece estar associada a cepas de
Lactobacillus spp. que ndo produzem H,O, (Szkaradkiewicz-Karpinska et al., 2018).

O gene spaC codifica o pilus, regulando o mecanismo de adesdo de L. paracasei
e L. rhamnosus. Este € o principal fator de ligacdo destas espécies bacterianas, além de

estimular a formacdo de biofilme (Lebeer et al., 2012; Toh et al., 2013; Tripathi et al.,
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2013, von Ossowski et al., 2013). O gene spaC foi igualmente expresso em lesdes ativas
e inativas, o que sugere que este apéndice celular emprega o mesmo mecanismo de
adesdo para ambos os tipos de lesOes dentindrias (ativas e inativas). O spaC esta
posicionado na ponta pilus e tem mais habilidades adesivas que o gene spak, relatado
como uma subunidade secunddria localizada na base do pilus (von Ossowski et al.,
2010). Considerando que os presentes achados mostraram valores de expressdao muito
baixos para o spaE, quando comparados ao gene spaC, é possivel que o primeiro nao
tenha atingido niveis mensuraveis de atividade nos dois tipos de lesdes. Como nao ha
diferencas estatisticamente significativas para os valores de expressdo relacionados a
ambos os genes de adesdo, nenhuma relacdo pode ser sugerida para os genes spaC e
spaE em L. paracasei e L. rhamnosus presentes em lesdes de carie dentindrias.

Por outro lado, o gene wzb, mesmo apresentando valores baixos, mostraram uma
maior expressao em lesdes dentindrias ativas. Desta maneira, pode-se pressupor que a
regulacdo da biossintese de EPS (funcido do wzb) (Lebeer et al., 2007; Nadkarni et al.,
2014) € mais relevante em lesdes ativas. Este resultado era esperado porque a presenca
de biofilmes conciso estd mais associada ao desenvolvimento de cdrie inativa (Cury e
Tenuta, 2009; Maltz et al., 2010). Além disso, € importante notar que o processo inverso
estd relacionado a lesdes ativas, uma vez que a progressdo da carie esta fortemente
associada a presenca de biofilme dental (Wolff e Larson, 2009). Pesquisas utilizando
isolados clinicos de L. rhamnosus provenientes de polpa dentdria, mostraram que o
silenciamento da expressdo de wzb resultou numa maior redu¢do na formacdo de
biofilme e que o biofilme de L. rhamnosus é intensamente modulado por fatores
ambientais, como baixo pH (Lebeer et al., 2007; Lebeer et al., 2012; Nadkarni et al.,
2014) comummente encontrado em lesdes de dentina ativa (Hojo et al., 1994). Até onde
se sabe, o presente estudo é o primeiro que mostrou a expressdo deste gene em carie
dentindria.

As espécies do grupo L. casei ocupam vdarios nichos ecoldgicos, como o trato
gastrointestinal humano, a vagina e a cavidade oral (O'Sullivan et al., 2009; Salvetti et
al., 2012; Caufield et al., 2015; Goldstein et al., 2015). Este estudo demonstrou que
genes descritos em cepas probidticas (Lebeer et al., 2007; von Ossowski et al., 2010;
Rintahaka et al., 2014; Savo Sardaro et al., 2016) sdo expressos em isolados clinicos de

L. paracasei. e L. rhamnosus. Assim, € possivel que micro-organismos de produtos
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lacteos/probidticos sejam capazes de sobreviver na boca (Marchant et al., 2001; Wolff e

Larson, 2009) e estar associados a progressao da carie.
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8. CONCLUSOES

O grupo L. casei e as espécies L. paracasei e L. rhamnosus fazem parte da
comunidade metabolicamente ativa da cérie dentindria de criangas com CPI.

L. paracasei e L. rhamnosus e o grupo L. casei sao mais abundantes na cdrie
dentindria ativa.

A maior expressao do gene wzb nas lesdes ativas pode estar associada a maior
viruléncia dos micro-organismos presentes nas lesdes com processos progressivos de
carie.

Este € um estudo pioneiro, utizando cDNA para a detec¢do e quatificdo do gene

wzb em amostras clinicas.
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ANEXO 4

Pégina do site da Universidade Estadual de Montana usada para a solicitacdo do uso das
imagens (figura 1 e 2):
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