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1. INTRODUCAO

A caracteristica chave de modelos de biofilmes de microcosmos € a
complexidade ecoldgica, comparado a consorcios ou biofilmes de espécies Unicas
(FILOCHE et al., 2007). Esses modelos simulam o ambiente oral, fornecendo uma
versao in vitro da placa natural, sob condi¢cdes altamente controladas (TANG et
al., 2003). A modulacdo da composicdo de biofilmes e prevaléncia de espécies
microbianas relacionadas a cérie dental dentro de uma comunidade complexa
como a placa pode ser manipulada pela exposicdo a sacarose e condi¢cdes de
crescimento (FILOCHE et al., 2007; SISSONS et al., 2007). Recursos naturais da
cavidade oral, como a saliva e amostras de placa dental agrupada, tém sido
usadas como in6culo em uma variedade de modelos experimentais (FILOCHE et
al., 2008; RUDNEY et al.,, 2012; SISSONS et al., 2007; van de SANDE et
al.,2011).

A manutencédo, sob condi¢des in vitro, das diferencas de cariogenicidade
da placa dental existentes in vivo, e o potencial cariogénico de biofilmes de
microcosmos derivados da placa dental de sitios distintos da cavidade oral ou da
saliva, sob condi¢cdes controladas, ainda ndo estd bem esclarecida. Nesse
contexto, o presente estudo visou investigar o potencial cariogénico de biofilmes
originados de in6culos de sitios dentais especificos, com lesdes ativas de caries,
e livres de carie, em um modelo de biofilme de microcosmos.

2. METODOLOGIA

Dez voluntarios foram selecionados de cada condicdo de carie (livres de
carie e carie-ativos) para coleta pareada de placa dental e saliva. Biofilmes de
microcosmos foram iniciados, a partir do inéculo, sobre espécimes de esmalte
individualmente dispostos em placas de 24 pocos. Primeiramente, realizou-se a
deposicdo de saliva clarificada sobre os espécimes, com permanéncia por 20
minutos em estufa a 37°C, para formacgéo da pelicula adquirida. Apds, aspiracao
cuidadosa da mesma e inoculacdo com suspensao de placa (260uL) dos
respectivos pares (placa-saliva clarificada) do mesmo individuo, sobre os discos
de esmalte destinados a inoculagdo com placa. Aos discos de esmalte, cuja
inoculacdo seria a partir do fluido salivar, nenhum tratamento prévio para
formacado da pelicula adquirida foi feito. Uma aliquota (260uL) da saliva ajustada
2(mL/saliva):1(mL/RTF) correspondente a cada doador foram dispensados sobre
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os discos de esmalte. Apés 1 hora, em estufa, um meio definido com mucina
(DMM) enriquecido com 1% de sacarose foi adicionado aos pocos.

Os biofilmes cresceram em meio definido enriquecido com mucina, e foram
submetidos a desafio cariogénico diario (meio definido suplementado com
sacarose 1% por 6h/dia). Para o controle do baseline, uma aliquota dos in6culos
originais, saliva ajustada e suspens&o de placa, foi diluida (10'-10") em solucéo
salina, e plagueada nos meio de cultura agar sangue, agar mitis salivarius com
bacitracina e BHI com pH ajustado a 4,8.

Apo6s 10 dias, para a avaliacdo do crescimento dos biofilmes, os discos de
esmalte foram removidos dos po¢os com pingcas estéreis, lavados em solucéo
salina, e tiveram o biofilme coletado com instrumentos plasticos estéreis de toda
superficie de esmalte de cada disco. Os biofilmes foram dispostos em eppendorfs
pré-pesados. Biofilmes foram serialmente diluidos (10* — 10°) e inoculados em
duplicata nos meios de cultura: BHI (Brain Heart Infusion) pH 4.8; agar mitis
salivarius associado a 0.2 unidades de bacitracina/mL, agar rogosa e agar
sangue. Depois as placas foram incubadas em atmosfera de anaerobiose por 96
horas. O numero de unidades formadoras de colénia foi determinado por um
pesquisador treinado, e os resultados expressos em UFC/mg de biofilme (peso
umido). As andlises para perda de dureza de superficie foram realizadas com a
utilizacdo de um microdurémetro (Future-Tech FM) acoplado a um endentador
Knoop. As indentacdes foram feitas com cargas de 50 gramas, durante 5 s.

Andlise estatistica foi realizada com testes T-pareado (contagem UFCs
para o baseline — saliva versus placa), Modelo de Andlise Multivariada Linear,
para comparacdes estatisticas independentes de acordo com tipo de indculo,
fonte e interacdes, e Coeficiente de correlacdo de Pearson, para verificar
correlagcdo entre variaveis. Para a andlise foi considerado o nivel de significancia
de 5%, utilizando o software IBM SPSS Statistics para Windows verséo 22.0 (IBM
Corp. Armonk, NY).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A composi¢cdo microbiana dos biofilmes de microcosmos derivados da
saliva e da placa dental mostrou niveis similares de bactérias acido-tolerantes (p =
0.699; p = 0.525), lactobacilos(p = 0.084; p = 0.100), estreptococos do grupo
mutans (p = 0.399; p = 0.267) e microrganismos anaerodbicos totais (p = 0.275; p =
0.596), apods 10 dias de crescimento sob desafio cariogénico, considerando o tipo
de in6culo e status de carie dos individuos, respectivamente. Ao se analisar os
resultados do baseline, ou seja da amostra inicial que originou os biofilmes,
diferencas foram observadas quanto ao tipo e fonte do in6culo. A placa dental
coletada de sitios com lesGes ativas de céarie demonstrou maiores nivels de
bactérias acido-tolerantes e estreptococos do grupo mutans se comparado a
superficies saudaveis, o que vai de encontro a um estudo prévio que relatou a
diferenca entre sitios (SVENSATER et al., 2003).

Embora diferengas tenham sido encontradas no baseline, as mesmas
desapareceram quando submetidas a condigbes padronizadas. O alto desafio
cariogénico do modelo favoreceu o crescimento de bactérias capazes de
sobreviver em ambientes acidos, confirmando a Hipdtese da Placa Ecoldgica
(MARSH, 2005). A exposicao sucessiva a sacarose, ao provocar a queda no pH,
promovendo a desmineralizacdo da superficie dental (LEE et al, 2013), reflete a
acidogenicidade do biofilme resultando na perda mineral (van de SANDE et al.,
2011), como vista no presente estudo, onde se obteve uma perda mineral de
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superficie de 92% e 90% quando a placa dental foi usada como in6culo, e de 90%
e 92% quando a saliva foi usada como in6culo, de amostras de individuos cérie-
ativos e livres de céries, respectivamente.

Nesse estudo, foi visualizado um aumento nos niveis de bactérias &acido-
tolerantes ao se comparar o baseline com o biofiime desenvolvido, sendo
encontrada correlacdo positiva entre a contagem de bactérias acido-tolerantes e
desmineralizacdo dental. Nao foram encontradas diferencas no potencial
cariogénico dos biofilmes, apesar da fonte ou tipo de indculo. Sob condi¢des
padronizadas in vitro, a composicdo da comunidade microbiana estara associada
as caracteristicas do “novo ambiente”, onde fatores como a natureza do substrato,
meio nutritivo, e disponibilidade de oxigénio irdo promover mudancas bacterianas
ao longo do tempo (TANG et al., 2003).

Assim, mesmo que a placa dental seja retirada de superficies especificas,
uma vez que sera inoculada sobre superficies similares e receba iguais
condicles, as pressdes ecologicas presentes no sitio original ndo estardo mais
presentes. Futuros estudos ainda se fazem necesséarios para esclarecer a
influéncia da fonte do in6culo na resposta cariogénica de biofilmes desenvolvidos
em sistemas de fluxo continuo, ja que esses sistemas conseguem se aproximar
mais de situacdes reais, devido ao controle da taxa de fluxo e da disponibilidade
de sacarose.

4. CONCLUSOES

Dentro das limitacBes do presente estudo, pode-se concluir que o potencial
cariogénico dos biofilmes desenvolvidos em um modelo de biofiime de
microcosmos, sob condicBes padronizadas (exposicdo a sacarose), € similar,
independentemente do tipo e fonte do inoculo.

No entanto, futuros estudos devem ser conduzidos com o objetivo de
avaliar a influéncia da fonte do in6culo na resposta cariogénica em sistemas de
fluxo continuo, os quais permitem o controle da taxa de fluxo e disponibilidade de
sacarose, mimetizando assim, de forma mais préxima, o ambiente oral.
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