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RESUMO

Microbiota da cavidade bucal associada a saude e a carie dentaria: uma revisao
sistematica da literatura e analise in silico de estudos clinicos

O objetivo geral dessa Tese de Doutorado é comparar o Microbiota da cavidade bucal
de individuos livres de cdrie com individuos com doenga cdrie, tanto em nivel
taxondmico, quanto em nivel funcional, na tentativa de identificar possiveis
biomarcadores associados a salide e/ou a carie dentdria. Essa Tese estd dividida em dois
Capitulos. O Capitulo 1 descreve uma revisao sistematica realizada de acordo com o
guideline PRISMA com busca em sete diferentes bases de dados (MEDLINE/PUBMED,
Web of Science, EMBASE, LILACS, SciELO, Scopus e Google Scholar) no ano de 2023
gue incluiu ao final 54 estudos observacionais (43 estudos transversais e 11 estudos de
coorte). Esses estudos avaliaram a composicdo do Microbiota da cavidade bucal (saliva
e/ou placa dentaria) por meio de métodos de sequenciamento de segunda geragao (de
forma direcionada ou ndo-direcionada) correspondendo a um total de 3.486
participantes (1.666 livres de carie e 1.820 com carie). O bacterioma da cavidade bucal
foi avaliado em 51 estudos e o micobioma da cavidade bucal foi avaliado em 3 estudos.
Apesar dos estudos serem bem distintos no que diz respeito as suas caracteristicas
metodoldgicas, a abundancia de 87 géneros bacterianos e 44 géneros fungicos foi
reportada como sendo estatisticamente diferente entre individuos livres de cdrie e
individuos com cdrie. Atopobium spp., Bifidobacterium spp., Capnocytophaga spp.,
Fusobacterium spp., Lactobacillus spp., Olsenella spp., Prevotella spp., Pseudomonas
spp., Scardovia spp., Selenomonas spp., Streptococcus spp. and Veillonella spp. parecem
ser mais abundantes na cavidade bucal de individuos que possuem cdrie dentaria,
enquanto que parece ndao haver um padrao especifico de distribuicdo do componente
fungico entre esses individuos. Diferentes padrdes funcionais parecem estar mais
relacionados ou as condi¢des de saude ou as condigdes de doenga cdrie. A qualidade
metodolégica da maioria dos estudos foi considerada como satisfatéria. O Capitulo 2
trata-se de uma andlise in silico de 4 estudos clinicos que avaliaram a composi¢ao do
bacterioma da cavidade bucal (usando sequenciamento de segunda geracdo de forma
direcionada) em individuos livres de cédrie e em individuos com carie. Os dados brutos

referentes as amostras clinicas (saliva e/ou placa dentaria) de 193 individuos livres de
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carie e de 174 individuos com carie foram obtidos de repositdrios digitais de dominio
publico. Analises de alfa-diversidade, beta-diversidade e abundancia diferencial relativa
foram realizadas através do software online MicrobiomeAnalyst e também com scripts
desenvolvidos para o software R Studio. Alfa e beta diversidades mostraram-se
diferentes estatisticamente entre individuos com cérie e livres de cérie (p<0,05). A
analise da abundancia relativa diferencial demonstrou que Lautropia spp., Neisseria
spp., e Leptotrichia spp., sdo mais abundantes na cavidade bucal de individuos livres de
carie, enquanto que Capnocytophaga spp., Corynebacterium spp., Megasphaera spp.,
Prevotella  spp., Saccharibacteria_genera_incertae_sedis, Selenomonas  spp.,
Streptococcus spp. e Veillonella spp. estdao presentes em maior abundancia na cavidade
bucal de individuos com cdrie. O bacterioma da cavidade bucal de individuos livres de
carie também parece desempenhar fungdes que sao diferentes em comparagdao com as
fungdes desempenhadas pelo bacteriome de individuos com carie. De forma geral, os
resultados dessa Tese indicam que grupos de microrganismos, bem como padrdes
funcionais especificos codificados pela microbiota avaliada, sao diferentemente
abundantes na cavidade bucal entre individuos livres de carie e individuos com carie.
Alguns microrganismos e padrdes funcionais podem ser considerados como futuros
candidatos a biomarcadores das condicdes de salde ou de doenca carie. A validade
clinica desses achados precisa ser confirmada por futuros estudos clinicos longitudinais

e também estudos experimentais.
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ABSTRACT

Oral cavity microbiota and dental caries: a systematic literature review and in silico
analysis of clinical studies

The aim of this Thesis is to compare the microbiome of the oral cavity of caries-free
individuals and of individuals with caries disease, both at a taxonomic and functional
levels, in an attempt to identify possible biomarkers associated with health and/or with
dental caries. This Thesis is divided into two Chapters. Chapter 1 describes a systematic
review carried out in accordance with the PRISMA guideline with a search in seven
different databases (MEDLINE/PUBMED, Web of Science, EMBASE, LILACS, SciELO,
Scopus and Google Scholar) in the year 2023, which included at the end 54 observational
studies (43 cross-sectional studies and 11 cohort studies). These studies evaluated the
composition of the oral cavity microbiome (saliva and/or dental plaque) using second-
generation sequencing methods (targeted or non-targeted) corresponding to a total of
3,486 participants (1,666 caries-free and 1,820 with caries). The oral cavity bacteriome
was evaluated in 51 studies and the oral cavity mycobiome was evaluated in 3 studies.
Although the studies are very different with regard to their methodological
characteristics, the abundance of 87 bacterial genera and 44 fungal genera was reported
to be statistically different between caries-free individuals and individuals with caries.
Atopobium spp., Bifidobacterium spp., Capnocytophaga spp., Fusobacterium spp.,
Lactobacillus spp., Olsenella spp., Prevotella spp., Pseudomonas spp., Scardovia spp.,
Selenomonas spp., Streptococcus spp. and Veillonella spp. appear to be more abundant
in the oral cavity of individuals who have dental caries, while there appears to be no
specific pattern of distribution of the fungal component among these individuals.
Distinct functional patterns seem to be more related to either health conditions or caries
disease conditions. The methodological quality of most studies was considered
satisfactory. Chapter 2 is an in silico analysis of 4 clinical studies that evaluated the
composition of the bacteriome of the oral cavity (using targeted second-generation
sequencing) in caries-free individuals and in individuals with caries. Raw data referring
to clinical samples (saliva and/or dental plaque) from 193 caries-free individuals and 174

individuals with caries were obtained from public domain digital repositories. Analyzes
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of alpha-diversity, beta-diversity and relative differential abundance were carried out
using the MicrobiomeAnalyst online software and also with scripts developed for the R
Studio software. Alpha and beta diversities were statistically different between
individuals with caries and caries-free individuals (p<0.05). Differential relative
abundance analysis demonstrated that Lautropia spp., Neisseria spp., and Leptotrichia
spp. are more abundant in the oral cavity of caries-free individuals, while
Capnocytophaga spp., Corynebacterium spp., Megasphaera spp., Prevotella spp.,
Saccharibacteria_genera_incertae_sedis, Selenomonas spp., Streptococcus spp. and
Veillonella spp. are present in greater abundance in the oral cavity of individuals with
caries. The bacteriome of the oral cavity of caries-free individuals also appears to
perform functions that are different compared to the functions performed by the
bacteriome of individuals with caries. In general, the results of this Thesis indicate that
groups of microorganisms, as well as specific functional patterns encoded by the
microbiota, are differentially abundant in the oral cavity between caries-free individuals
and individuals with caries. Some microorganisms and functional patterns can be
considered as future candidates for biomarkers of health conditions or caries disease.
The clinical validity of these findings needs to be confirmed by future longitudinal clinical

studies and also experimental studies.

Key-words: Oral microbiota, oral health, dental caries, biomarkers.
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ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVAS
1. Carie Dentaria

A carie dentaria é uma doenga polimicrobiana, biofilme-dependente, decorrente
de um processo de disbiose, desencadeada por acidos frequentemente produzidos por
microrganismos sacaroliticos presentes no biofilme dentdrio, resultantes da
metabolizacdo dos carboidratos da dieta (Sheiman e James, 2015), que induzem um
desequilibrio no balango fisico-quimico entre o conteddo mineral do dente e o fluido do
biofilme. A dissolugao dos tecidos dentdrios, quando ndo controlada, pode acabar
resultando na formagdo de uma lesdo que se inicia em nivel ultraestrutural (subclinico),
podendo progredir para formacdo de cavidades nas superficies do esmalte e também
dentina (Anderson, 2002; Bjorndal e Mjor, 2002; Featherstone, 2004). Nesse contexto,
a carie dentaria € uma doenga cronica, caracterizada como uma destrui¢ao localizada
dos tecidos dentarios que pode ser afetada pelo fluxo salivar e composi¢ao da saliva,
exposicdo ao fluor, dieta, habitos e comportamentos dos individuos (Selwitz et al.,

2007).

A lesdao de cdrie diagnosticada clinicamente é o sinal clinico da doenga carie
dentdria. Quando o processo de perda de minerais esta ativo (havendo predominio dos
eventos de desmineralizacdo), as lesdes ndo cavitadas em esmalte apresentam
caracteristicas como coloracdo esbranquicada, aspecto opaco e superficie porosa,
enquanto que as lesdes cavitadas com envolvimento dentinario apresentam
caracteristicas de coloracdo amarelada ou acastanhadas, que sao removidas em lascas
e com aspecto de couro ou de tecido amolecido e umidas. Dessa forma, ao apresentar
lesdes com essas caracteristicas clinicas, o individuo é diagnosticado com doenga carie
ativa. Contrariamente, lesGes em esmalte que apresentam caracteristicas de lesdo
esbranquicada porém brilhosa, com aspecto liso e que estao localizadas, geralmente,
um pouco acima de regides gengivais e margens cervicais e lesdes em dentina que
apresentam caracteristicas de coloragao mais amarronzada a preta, com brilho e de
consisténcia dura, muitas vezes encontradas em sulcos e fissuras e também em
cavidades, indicam inativagao do processo de perda de minerais, e o individuo é

considerado clinicamente saudavel. De forma geral, medidas de controle precisam ser



adotadas em individuos carie ativos para possibilitar a paralizagao do avango das lesdes

de carie.

a) Epidemiologia da carie dentdaria

Embora a cdrie dentaria seja uma doenga evitdvel com medidas de prevengdo
como, por exemplo, boa higienizagao, politicas publicas de saude como disponibilidade
de fluoretos nas aguas de abastecimento publico, o uso dentifricios fluoretados, e
dieta com reduzida frequéncia de ingestdo de acglcares, ainda assim, afeta milhdes de
pessoas no mundo, sendo a cdrie nao tratada a condi¢ao bucal mais prevalente a nivel
mundial. (Borg-Bartolo et al., 2022; Wen et al., 2022). De acordo com dados obtidos
recentemente, estima-se que 34% da populacdao mundial, apresentava carie dentaria
no ano de 2015, o que equivale a 2,5 bilhGes de pessoas no mundo todo (Kassebaum et
al., 2015). Entre os anos de 1999 a 2019, um levantamento epidemioldgico realizado a
nivel global, demonstrou que 64,6% dos casos de carie no mundo (tanto na denti¢cdo
decidua, quanto na denticdo permanente), foram atribuidos a desigualdade
séciodemografica, o que demonstra que esta doenga ainda afeta grande parte da
populacdo mundial e que deve ser encarada como um desafio de salde publica global
(Wen et al., 2019).

Por isso, fatores de ordem sdcio-econOmica e contextual estdao fortemente
associados com uma maior experiéncia de carie nos dias atuais. Em idade pré-escolar, a
carie afeta quase metade das criancas (48%), havendo, inclusive, varia¢cdes decorrentes
da localizagdao geografica. O continente Africano apresenta-se como o de menor
prevaléncia para esta doenca, enquanto que paises dos continentes Asiatico, Oceania,
América do Norte e Central, apresentam prevaléncias de carie maiores do que a média
mundial (Uribe et al., 2021). J& em adultos e idosos, a carie apresenta-se como a
condicao de saude que mais afeta a populagdo mundial, novamente mostrando que
existem variacdoes dependendo da localizacdo geografica e principalmente de fatores
socioeconOomicos e demograficos (principalmente renda anual e residir em grandes
centros urbanos ou em regides rurais)(Borg-Bartolo et al.,, 2022).

O perfil epidemioldgico da doenca atualmente caracteriza-se por uma
polarizacdo, com a maioria das pessoas ndo sendo afetada por essa doenca ou sendo

levemente afetada, enquanto que poucos individuos sdo severamente acometidos.



Além disso, observa-se uma menor velocidade de progressdao das lesdes, desde a
detecgao dos primeiros sinais clinicos até a formagdo de cavidades e possibilidade de
diagnodstico mais precoce e adogdo de medidas de controle menos invasivas.

No Brasil, o Ministério da Salde tem organizado levantamentos epidemioldgicos
em ambito nacional para investigar a distribuicdo da doenga carie na populagdo. O
levantamento mais recente, intitulado Pesquisa Nacional de Saude bucal, SB-BRASIL
2020 (vigéncia 2021-2022), ainda ndo divulgou seus resultados definitivos. Sendo assim,
os dados provenientes do SB-BRASIL no ano de 2010 (Ministério da Saude Brasil, 2010),
apontam que 46,6% das criangas brasileiras com 5 anos estavam livres de cdrie na
denti¢dao decidua, enquanto que aos 12 anos, 43,5% apresentaram a mesma condigdo
na denticdo permanente. Nas idades de 15-19, 35-44 e 65-74 anos, os percentuais foram
23,9%, 0,9% e 0,2%, respectivamente. Aos 5 anos de idade, uma crianca brasileira
possui, em média, um ceo-d (que demonstra o nimero de dentes cariados, restaurados
ou com extracdo indicada na denticdo decidua) igual a 2,43, com predominio do
componente “cariado”, o qual  é responsavel por mais de 80% deste indice.  Essa
média do indice ceo-d é mais elevada nas regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste,
quando comparado com a média das regides Sul e Sudeste. Criangas com 12 anos e
adolescentes com 15-19 anos apresentaram, em média, um CPO-D (que demonstra o
numero de dentes cariados, perdidos ou com extragao indicada ou dentes restaurados
na denticdo permanente) igual a 2,07 e 4,25, respecitvamente, sendo as menores
médias encontradas nas regides Sul e Sudeste e as maiores nas regides Centro-Oeste,
Norte e Nordeste. Nos adultos, o CPO-D médio foi de 16,75 na faixa etaria de 35-44 anos
e de 27,53 na faixa de 65-74 anos. Destaca-se o fato de que o componente “perdido” é
responsavel por cerca de 44,7% do indice no grupo de 35-44 anos e 92% no grupo de
65-74 anos. Os percentuais de CPO-D/ceo-d=0 (que indicam individuos livres de cérie)
sdo sempre inferiores nas regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste quando comparados
com os das regides Sul e Sudeste. Mesmo com esses numeros, o Brasil ainda é
considerado um pais com baixa prevaléncia de carie dentaria segundo a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), porém, ainda é grande o numero de individuos que
necessitam de atengdo e de tratamento para essa condigao. A presenga da carie dent
aria pode afetar negativamente a qualidade de vida relacionada a saude bucal tanto de

criangas como de adultos, levando a uma condigao bucal de completa destruigdao



dentdria e dor, além de também comprometer a mastigacdo, promover a perda de
apetite e de peso, estar relacionada com o déficit de crescimento, dificuldades na fala,
alteragdo nos padrdes de sono, diminuigdo do rendimento escolar e/ou trabalho, e a
alteracdo no comportamento (baixa autoestima), diminuindo a socializacdo e
comprometendo o bem estar geral do individuo (Boing et al., 2014; Kassebaum et al.,

2015; Scweidicke et al., 2015; Costa et al., 2018).

b) Processo de desenvolvimento da lesdo de cdrie e sua relagao com a microbiota da
cavidade bucal

A desmineraliza¢do dos tecidos dentarios (esmalte e dentina) possui uma relacdo
intrinseca com a atividade metabdlica proveniente dos microrganismos do biofilme que
recobrem esses tecidos. O desequilibrio mineral induzido por acidos, principalmente o
acido lactico, provenientes do metabolismo dos microrganismos sacaroliticos presentes
no biofilme dentario, acabam se acumulando na fase fluida do biofilme, o que leva a
gueda do pH ao ponto em que condi¢cdes na interface biofilme-dente tornam-se
subsaturadas e esses acidos desmineralizam parcialmente a camada mais superficial do
esmalte. Uma vez que os agucares sao eliminados da boca pela degluticao e diluigao
salivar, os acidos do biofilme podem ser neutralizados pela agao do tamponamento
salivar. O pH do fluido do biofilme retorna ao estado de neutralidade no qual a
supersaturagdo em relagao aos ions calcio e fosfato é novamente atingido e parte dos
minerais perdidos sdao redepositados nos tecidos dentdrios em um processo de
remineralizacdo. Dessa forma, processos de desmineralizacdo sao intercalados com
processos de remineralizacdo ao longo dia. A perda liquida de minerais resulta no
aumento da porosidade, alargamento dos espagos entre os cristais de esmalte e
amolecimento da superficie, permitindo que os acidos se difundam mais
profundamente no dente, enquanto que os processos de remineralizacdo tendem a
remineralizar as camadas mais superficiais da lesao resultando em desmineralizagdo do
mineral abaixo da superficie (desmineralizagdo subsuperficial) (Pitts et al., 2017). E
importante salientar, que quanto mais frequentes forem os eventos de
desmineralizacdo dos tecidos dentarios ao logo do dia (maior perda de mineral e

sucessivas quedas de pH), mais dificil serd manter um grau de saturagdo na saliva



compativel com remineralizagdao, havendo aumento na quantidade de mineral perdido
gue pode culminar com o surgimento de uma lesdo de carie clinicamente visivel (Manji

e Fejerskov, 1991; Kidd e Fejerskov, 2004).

Os microrganismos considerados cariogénicos, ou seja, aqueles capazes de
promover desmineralizagdao das estruturas  dentadrias, devem ser capazes de produzir
acidos a partir da metabolizagdo de agucares da dieta, uma caracteristica denominada
de acidogenicidade e, além disso, devem ser capazes de sobreviver em condi¢des de pH
reduzido, carateristica denominada de aciduricidade (Loesche, 1986). Em uma
microbiota bucal considerada normal, esses microrganismos representam menos de 1%
do total dos microrganismos encontrados na cavidade bucal (Marsh, 2003). Contudo,
guando ocorre a reducdo do pH em razao da producdo dos acidos, ocorre uma
modificagdo microbioldgica com consequente aumento na proporcdo de espécies
aciduricas (Correia et al., 2012). Classicamente tanto os Streptococcos mutans quanto
os Lactobacillus spp. foram considerados, por muito tempo, como as principais bactérias
envolvidas com o inicio e progressao das leses cariosas, respectivamente (Caulfield et

al.,1993; Van Houte, 1994). Ambos sdo acidogénicos e aciduricos.

Nesse sentido, algumas filosofias de pensamento se propuseram a discutir o
papel que as bactérias e, posteriormente também outros microrganismos,
desempenhavam na etiologia da cdrie dentaria. Assim, a primeira filosofia chamava-se
“Hipdtese da Placa Especifica”. Essa Hipdtese sugeria que apesar de o biofilme dentario
possuir uma grande diversidade de microrganismos, a presenca de alguns — mesmo que
em pequenas propor¢des — e em especial do S. mutans, estaria envolvida com o
desenvolvimento da doencga. A segunda filosofia, chamada de “Hipdtese da Placa Nao-
Especifica” diferentemente da primeira, considerava importante a atividade metabdlica
de todas as bactérias presentes no biofilme dental, e, dessa forma, uma
heterogeneidade de microrganismos estaria envolvida com o desenvolvimento da
doenga e ndo apenas a atividade metabdlica de algumas espécies. (Marsh 1994; 2003).
Uma terceira filosofia propde, entdo, que microrganismos associados a carie dentdria
podem ser normalmente encontrados em sitios sadios, porém em niveis muito baixos
para serem considerados clinicamente relevantes. Portanto, a doenca carie seria

resultado de mudangas na ecologia do biofilme (com uma modificagdo da microbiota



residente e comensal)induzida por mudangas ambientais tais como repetidas quedas de
pH devido a ingestdao de agucares, as quais favorecem o crescimento de espécies
acidogénicas e também acido-tolerantes. Essa filosofia, conhecida como “Hipdtese da
Placa Ecoldgica” (Marsh 1994; 2003), indica que a cérie dentaria é uma doenca que se
desenvolve como consequéncia de um processo de disbiose, e é atualmente a mais
aceita.

Hoje sabe-se que além de diferentes condigdes fisicas (pH, temperatura, pressao
de oxigénio, disponibilidade de nutrientes, dentre outras) a heterogeneidade espacial
da cavidade bucal deve-se também a presenca de distintas comunidades microbianas
nos diferentes sitios da cavidade bucal. Com isso, é importante dizer que a microbiota é
sitio-especifica, ou seja, cada sitio ira ter sua propria microbiota, que geralmente nao
difere ao nivel de género, mas sim, ao nivel de espécie microbiana. Assim, cada
microrganismo estara habitando ativamente um local de sua escolha, onde ird crescer e
se dividir, mas fora desse local este microrganismo se apresenta em baixa abundancia,
com taxas metabdlicas reduzidas, além de expressdo génica alterada e diferente
organizacao espacial (Mark-Welch et al., 2019). Apesar disso, ha evidéncias sugerindo
gue diferentes superficies dentdrias (higidas, com lesdo inativa ou com lesdo ativa) de
individuos com carie ativa apresentam o mesmo comportamento funcional, sinalizando
gue, apesar das diferencas taxonémicas sitio-especificas, o processo de disbiose ocorre
de forma semelhante modulando a fung¢do da microbiota de cada sitio (Corralo et al.,
2021). Por fim, compreende-se também que, além de a cavidade bucal abrigar distintas
comunidades microbianas que sdo altamente especificas para cada sitio (Mark-Welch et
al., 2019), as diferentes comunidades apresentam-se como um Microbiota central ou
microbiota central generalista (core microbiome), que seria comum a todos os
individuos, e que tém como papel principal a manutengao da estabilidade funcional e
homeostase, afim de manter um ecossistema saudavel (Zaura et al., 2009).

A composi¢ao da microbiota da cavidade bucal também varia de acordo com o
tipo de superficie (higida, cavitada). Nesse contexto, na presenca de cavidades, por
serem sitio retentivas, a composicdao da microbiota acaba sendo modificada. Um estudo
feito por Corrallo et al., (2021) corrobora com a informacgdo acima, demonstrando que
existe diferenga na composicdo da microbiota em superficies higidas, quando

comparadas com superficies com lesdes cavitadas e ndo cavitadas.



Com base em todos os conhecimentos que foram sendo adquiridos até entao,
sabe-se que ndo apenas as bactérias classicamente conhecidas, como S. mutans e
Lactobacillus spp. fazem parte do processo de disbiose associado ao desenvolvimento
da carie dentaria. O que ainda n3ao é muito bem claro é quem sao esses outros

microrganismos e qual papel eles desempenham na doenga carie.

2. A Microbiota Bucal

a) O papel da Microbiota Bucal no processos Saude-Doenga carie dentaria

Nos ultimos anos, os avancos e o desenvolvimento de novos métodos de
identificagdo molecular permitiram avaliar com muito mais detalhes a composi¢do da
microbiota humana, como por exemplo da cavidade nasal, do trato gastrointestinal, do
trato urogenital e também da cavidade bucal, sugerindo que os processos salde-doenca
podem estar diretamente associados as comunidades de microrganismos dessas regides
e as mudangas que ocorrem nessa microbiota com o passar do tempo.

Desde os primeiros métodos de sequenciamento de DNA, também conhecidos
como Métodos de Sequenciamento Cldssico ou de Primeira Gera¢édo (Maxam e Gilbert, 1977;
Sanger, 1977) até os métodos mais modernos, muito se descobriu sobre o papel do
Microbiota humano. Nos dias atuais, os métodos mais utilizados de sequenciamento sao
os de Sequenciamento de Alto Rendimento. Esse tipo de sequenciamento possibilita a
analise de uma quantidade de dados muito maior do que as metodologias mais antigas,
o que viabiliza sequenciar muito mais nucleotideos por reacdo, além de permitir que
haja um processo de geragdo de dados muito mais robusto e rapido (Mardis, 2008;
Cullumetal., 2011). O fluxo de trabalho dos sequenciadores NGS é formado por 4 etapas
sendo elas a construcao de bibliotecas, processo de amplificacdo do material genético,
0 sequenciamento propriamente dito desse material genético e a analise dos dados.
Para a construgdo das bibliotecas, ha geragao de fragmentos de tamanhos compativeis
com a tecnologia a ser utilizada, além da adigao de adaptadores e marcadores. A etapa
de amplificado consiste na geragdao de cdpias de cada fragmento a ser sequenciado, por
meio de uma reacdo de "PCR" (reacdo em cadeia da enzima polimerase). A etapa de
sequenciamento consiste no processo de leitura da sequéncia obtida e ultima etapa, a

analise de dados, consiste no alinhamento, montagem dos fragmentos e quantificagao



(Dick et al., 2009; Mardis et al., 2013; Delchierico et al., 2015). Dentre as plataformas de
sequenciamento do tipo NGS, destacam-se o Pirossequenciamento, o lon Torrent e o
Illumina dentre os mais utilizados nos estudos de sequenciamento de microrganismos
(Dick et al.,, 2009). Os dados produzidos por essas diferentes tecnologias tém
possibilitado uma melhor compreensado do papel do Microbiota da cavidade bucal nos
processos de saude—doenga.

Gracas aos métodos moleculares de sequenciamento e atualmente, aos
métodos mais modernos, sabe-se que a cavidade bucal é um ambiente que apresenta
uma comunidade microbiana altamente diversificada, o que em grande parte deve-se
aos diferentes habitats presente neste local, como tecidos duros (dentes, materiais
restauradores, proteses, aparelhos ortodonticos), tecidos moles (mucosa jugal, gengivas
e fluido crevicular, assoalho bucal, palato duro e mole, lingua e labios) além da presenca
de saliva (Yamashita e Takeshita, 2017). Dessa forma, habitam na cavidade bucal mais
de mil espécies de microrganismos (Wade, 2013). Dentre esses, a maior abundancia
encontrada e catalogada até entdo, faz parte Dominio Bacteria. Contudo, espécies de
fungos, arquéias e virus também coabitam a cavidade bucal.

Esses microrganismos podem interagir uns com os outros de forma sinérgica, por
meio do estabelecimento de redes metabdlicas e de complementagdo enzimatica para
otimizar a obtengdo de energia para fins de manutengdo da viabilidade celular, ou por
meio de relagdes de antibiose/competicdo, caracterizadas, dentre diversos fatores, pela
producao de bacteriocinas e de metabdlitos que modulam o crescimento e atividade
metabdlica da comunidade (Lemos et al., 2005; Marsh, 2015; Marsh, 2018). Um perfeito
equilibrio entre simbiose e antibiose é necessario para que haja homeostasia
microbiana na cavidade bucal e uma condicdo de harmonia entre microbiota e
hospedeiro.

Nesse sentido, os microrganismos comensais desempenham um papel
importante na manutengdao da saude bucal, estando envolvidos em processos de
resisténcia a colonizagdo por microrganismos patogénicos, promovendo a alcalinizagao
de acidos produzidos por alguns microrganismos e até mesmo estando envolvidos na
manutencdo e desenvolvimento do sistema imunolégico do hospedeiro (Espinoza et al.,
2018; Tanner et al., 2018; Sedghi et al., 2021). A resiliéncia da microbiota comensal é de

suma importancia para resistir aos fatores estressores que promovem a transicdo de um



estado de saude para um estado de disbiose (Rosier et al., 2018; Wade, 2020). Alguns
microrganismos, como Streptococcus spp. e Veilonella spp., atuam metabolizando a
arginina e a uréia, produzindo aménia com o objetivo de neutralizar os acidos
provenientes da metabolizagdo dos agucares da dieta, que sao produzidos pelos
microrganismos acidogénicos. Além desse mecanismo de protecdo, algumas espécies
de Actinomyces spp., Lactobacillus spp. e Veilonella spp., também possuem a
capacidade de converter esses acidos mais fortes como o acido 1a  tico em acido acético
ou propidnico, além de utilizar alguns acidos como substrato energético (Benitez-Paes
et al., 2014; Huang et al., 2016; Nyvad & Takahashi, 2020; Chen et al., 2020). Porém, se
os fatores estressores acabarem perturbando constantemente esse equilibrio
alterando essa resiliéncia, o estado de disbiose pode ser rapidamente atingido. Em
termos de cdrie dentaria, dentre os fatores ambientais que potencialmente sdo capazes
de romper o equilibrio entre microbiota e hospedeiro, destacam-se a frequente
ingestdo de carboidratos fermentdveis, especialmente a sacarose (Takahashi & Nyvad,
2008; Takahashi & Nyvad, 2016; Marsh, 2018).

Diferengas na abundancia de determinados grupos de microrganismos sdo
encontradas entre individuos livres de carie e com cdrie dental. Utilizando a plataforma
de sequenciamento lllumina, observou-se que a saliva de adultos livres de carie
apresenta maior abundancia de Haemophillus parasuius, Oribacterium parvum,
Prevotella bergensis, Prevotella scopos, Streptococcus infantis, Streptococcus
pseudopneumoiae, Streptococcus oralis, enquanto que Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus
vaginalis, Prevotella denticola, Propionibacterium acidifaciens, Parascardovia
denticolens, Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus estdao em maior abundancia
na saliva de adultos com carie (Belstrom et al., 2017). Utilizando a plataforma de
sequenciamento |ION-Torrent, foi possivel observar que o biofilme dentdrio de
criangas livres de cdrie apresenta maior abundancia de Actinomyces urogenitalis,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Capnocytophaga sp. oral taxon 324,
Leptotrichia sp. oral taxon 225, Streptococcus sp. AS14 and Treponema lecithinolyticum,
enquanto que a abundancia de Actinomyces sp. HPA0247, Atopobium parvulum,
Atopobium sp. B52, Lachnospiraceae bacterium oral taxo 082, Oribacterium

asaccharolyticum, Oribacterium sp. oral taxon 108, Prevotella sp. FO091, Veillonella



parvula, Veillonella sp. 3_1_44, dentre outros, € maior em criangas com carie (Al-Hebshi
et al., 2018). Por meio de pirossequenciamento foi possivel observar que biofilme
dentario de idosos que ndo possuem cdrie nas superficies radiculares apresenta maior
abundancia de Aggregatibacter sp., Bacteroidetes G2_sp, Bergeyella sp.,
Capnocytophaga sp., Capnocytophaga granulosa, Capnocyptophaga leadbetteri
Corynebacterium matruchotii. Delfia acidovorans, Fusobacterium sp., Porphyromonas
sp., Prevotella intermedia, Tanerella sp, enquanto que a abundanciade  Anaeoglobus
geminatum, Actinomyces sp., Lactobacillus crispatus, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus salivarius, Olsenella profusa, Prevotella
multisaccharivorax, Prevotella denticola, Propionibacterium acidifaciens, Streptococcus
mutans, Veillonella parvula é maior naqueles individuos que apresentavam carie
radicular (Chen et al., 2015). Em relacdo aos fungos, sequenciamento de amostras de
biofilme dentario sugere que criangas livres de carie possuem uma maior abundancia de
Mycosphaerella spp., Mycosphaerella tassiana, Trichosporon spp., Trichosporon
dohaense, enquanto que criangas com carie apresentam maior abundancia de Candida
spp., Candida dubliniensis, Cyberlindnera spp., Cyberlindnera jadiini (de Jesus et al.,
2020). Outro estudo também sugere que a cavidade bucal de  criangas livres de carie
apresenta maior abundancia de Alternaria alternata, Curvibasidium cygneicollum,
Cystofilobasidium macerans, Filobasidium stepposum, Leucosporidium yakuticum,
Mortierella alpina, Mucor racemosus, Penicillium expansum, Rhizomucor variabilis
enguanto que maior abundancia de Cutaneotrichosporon dermatite é maior na cavidade
bucal de criangas com carie (Fechney et al., 2019).

E preciso enfatizar que, tdo importante quanto as modificagdes microbiolégicas
e o conhecimento da microbiota associada a saude ou a cérie dentdria, é o
esclarecimento sobre a forma com que a essas modificagdes afetam a fisiologia e o
metabolismo global da comunidade microbiana, esteja ela presente na saliva ou no
biofilme dentario, e de que forma isso esta também esta relacionado ao processo saude-
doenga cdrie. Por exemplo, evidéncias tém sugerido que saliva de individuos com
doenga carie apresenta maior expressao de genes relacionados ao metabolismo de
glicanos e de carboidratos, enquanto genes relacionados ao metabolismo de lipideos
estiveram mais expressos em individuos livres de carie (Belstrom et al., 2017). Nesse

sentido, a andlise do metatranscriptoma (conjunto de transcritos) das comunidades
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microbianas pode fornecer dados mais robustos que auxiliam um melhor entendimento
sobre a participacdo do Microbiota no desenvolvimento de cédrie dental (Nyvad et al.,
2013; Takahashi, 2015).

Desta forma, o que se tem na literatura nos dias atuais sdo diferentes estudos,
que encontram diferentes grupos de microrganismos, que por sua vez sao
diferencialmente mais abundantes em condicdo de saude quando comparados a
condicdao de doenga cdrie, ndo sendo possivel, a partir da andlise isolada de cada
trabalho, concluir se existe de fato, ou ndo, grupos especificos de microrganismos ou de
funcbes que sejam indicadores do estado de disbiose e que atuem como possiveis
marcadores de carie dentaria.

E a partir da busca por esse entendimento taxondmico e também funcional da
microbiota da cavidade bucal relacionada a saude ou a cérie dental que esse trabalho se
insere. A partir da andlise de mais de 50 estudos, busca-se responder alguns
guestionamentos: existe algum microrganismo, ou grupos de microrganismos, que
podem ser considerados marcadores dos estados de saude e de doenga?; existe alguma
funcdo desempenhada por esse(s) microrganismo(s) que contribui para o estado de
saude ou de doenga?

Os individuos ndo sao diagnosticados com carie até que os sinais clinicos
induzidos pela disbiose sejam visiveis (ou seja, uma lesdo de carie claramente detectada
pela inspecdo visual-tatil), o que ja indica um estdgio avancado de perda mineral
dentaria: seria desejavel, entdo, identificar sinais precoces de disbiose (seja no nivel
taxonémico ou funcional) que pudessem indicar individuos em risco de
desenvolvimento de doenga carie antes da detecgdo clinica das lesdes cariosas. Uma
andlise agrupada da evidéncia disponivel pode ajudar a recolher pistas iniciais e a

identificar padrdes comuns associados a saude ou a condigdes de doenga.
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OBIJETIVOS
O objetivo desta Tese é comparar o Microbiota da cavidade bucal de individuos livres
de cdrie com individuos com doenga carie, tanto em nivel taxondmico quanto em nivel
funcional, na tentativa de identificar marcadores associados a saude e/ou a cérie
dentaria. A hipdtese de trabalho é que o Microbiota da cavidade bucal de individuos
com doenca carie é diferente (tanto em nivel taxonémico quanto funcional) em

comparagao ao Microbiota da cavidade bucal de individuos livres de carie.

Os objetivos especificos sdo:

*|dentificar filos, géneros e espécies microbianas que sdo diferencialmente abundantes
na cavidade bucal entre individuos livres de carie e individuos com doenca carie
dentaria;

*|dentificar as principais rotas metabdlicas diferencialmente enriquecidas na cavidade
bucal entre individuos livres de carie e individuos com doenga carie dentaria;

*Avaliar a diversidade de microrganismos presentes na cavidade bucal de individuos livres de

carie e compara-la aos individuos com carie dentaria;

*|dentificar potenciais marcadores microbiolégicos ou padrées funcionais associados as

condigdes de saude ou de doenga carie.

Esta Tese esta dividida em dois Capitulos, descritos abaixo:

Capitulo 1. Oral microbiota: taxonomic composition and functional profile in caries-free

and in caries-affected individuals — a systematic review.

Capitulo 2. Oral bacteriome of caries-free and of caries-affected individuals: potential

microbial markers identified by in silico analysis of pooled data from clinical studies
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CONSIDERAGOES FINAIS

A cavidade bucal possui um Microbiota cuja diversidade é a segunda maior
do corpo humano, compreendendo mais de 1000 espécies de bactérias, e também
incluindo fungos, arquéias e virus. A diversidade deste Microbiota e fungdes
desempenhadas despertam interesse de toda a comunidade cientifica, o que justifica o
aumento do numero de estudos sobre  esse assunto nos ultimos anos.

Os resultados do Capitulo 1 indicam que ha determinados grupos de
microrganismos na cavidade bucal, especialmente bactérias, cujas abundancias
parecem estar associadas as condi¢des de saude ou de doenga carie. Actinomyces spp.,
Bergeyella spp., Cardiobacterium spp., Corynebacterium spp., Leptotrichia spp.,
Neisseria spp. e Porphyromonas spp. foram encontradas de forma mais abundante em
individuos sem cdrie, enquanto que Atopobium spp., Bifidobacterium spp.,
Capnocytophaga spp., Fusobacterium spp., Lactobacillus spp., Olsenella spp., Prevotella
spp., Pseudomonas spp., Scardovia spp., Selenomonas spp., Streptococcus spp. e
Veillonella spp. foram mais abundantes em individuos com carie. Essas diferengas
sinalizam uma importante modificagao microbiolégica em decorréncia do processo de
disbiose. Paralelamente a tal modificagao, observou-se também que biossintese de
aminodacidos, metabolism de lipideos, atividade desaminase, dentre outras, sdo fungdes
enriquecidas no Microbiota bucal de individuos livres de cdrie. Conjuntamente, esses
resultados indicam que a fung¢ao desempenhada pela microbiota é tao importante
guanto a composi¢cao do Microbiota no processo saude-doenga carie dentaria. Porém,
fica evidente a grande heterogeidade das condi¢des experimentais entre os estudos
avaliados (no que diz respeito a coleta e processamento das amostras clinicas, forma de
apresentacdo dos resultados, caracteristicas da populacdo estudada, dentre outros
fatores). Apenas em 2022 foi elaborado um Guideline com o objetivo de orientar
os pesquisadores na conducdo de estudos de Microbiota (Zaura et al., 2021). Espera-se
gue dessa forma, tenhamos um padrao de andlises e formas de conduzir os estudos, o
gue facilita a comparacdo dos resultados entre um estudo e outro, podendo obter-se
um padrdo taxdnomico e também funcional para melhor entedimento do papel do

Microbiota em relagao as doengas da cavidade bucal.
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A analise in silico do Capitulo 2 indicou, de forma mais especifica, que Lautropia
spp., Neisseria spp., e Leptotrichia spp., sdo frequentemente mais abundantes na
cavidade bucal de individuo livres de carie, enquanto que Capnocytophaga spp.,
Corynebacterium spp., Megasphaera spp., Prevotella spp.,
Saccharibacteria_genera_incertae_sedis, Selenomonas spp., Streptococcus spp. e
Veillonella spp. estdao presentes em maior abundancia na cavidade bucal de individuos
com carie. Fungdes especificas parecem ser desempenhadas por esses microrganismos
contribuindo para as condi¢des de salde ou de doenca carie. Importante ressaltar que,
exceto para Megasphaera spp., Selenomonas spp. e
Saccharibacteria_genera_incertae_sedis, todos o demais géneros apresentados foram
detectados em abundancia relativa superior a 2%. Megasphaera spp., Selenomonas spp.
e Saccharibacteria_genera_incertae_sedis foram detectados em abundancia inferior a
1%, o que indica a importancia de se conhecer microrganismos pouco abundantes para
uma melhor compreensao do processo saude-doenga.

Consideramos que o estudo do Microbiota bucal e a andlise agrupada da
evidéncia disponivel, trazem importantes informacdes que poderao proporcionar o]
desenvolvimento de softwares e de testes que irdo auxiliar no diagndstico precoce do
estado de disbiose, possibilitando a reversao desse estado e a paralizacdo da doenca, e
também na identificagdo de individuos que estejam sob risco de desenvolvimento de
carie dentdria. Estratégias podem ser adotadas para modificar o ambiente da cavidade
bucal a fim de modular esse Microbiota e manter a cavidade bucal em condigao

compativel com saude.
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CONCLUSAO

Os resultados da presente Tese indicam que grupos de microrganismos sao
diferentemente abundantes na cavidade bucal entre individuos livres de carie e
individuos com cdrie. A cavidade bucal de individuos livres de carie apresenta maior
abundancia de Actinomyces spp., Bergeyella spp., Cardiobacterium spp.,
Corynebacterium spp., Lautropia spp., Leptotrichia spp., Neisseria spp. e Porphyromonas
spp. enquanto que a cavidade bucal de individuos com cdrie apresenta maior
abundancia de Atopobium spp., Bifidobacterium spp., Capnocytophaga spp.,
Corynebacterium spp., Fusobacterium spp., Lactobacillus spp., Megasphaera spp.,
Olsenella spp., Prevotella spp., Pseudomonas spp., Saccharibacteria,_Scardovia spp.,
Selenomonas spp., Streptococcus spp. e Veillonella spp. Padrdes funcionais especificos
também parecem estar associados com condi¢gdes de saude (biosintese de lisina,
metabolismo de lipideos, nitrogénio e de acido linoleico, atividade de desaminases e
transferases, produgdo de bacteriocinas e motilidade bacteriana) e com condigdes de
carie dentaria (metabolismo de amino agucares, de amido, de sacarose, de fructose, de
manose, de poliaminas e menaquiol, metabolism de triptofano, tirosina, purina e
pirimidina, transportadores de membrana para captura de agucares, biosintese de
peptidoglicanos e de glicoesfingolipideos, resisténcia & antibidticos, glicdlise,
gliconeogénese, dentre outros). Alguns microrganismos e padrdes funcionais podem ser
considerados como futuros candidatos a biomarcadores das condi¢cdes de saude ou de
doenca carie. A validade clinica desses achados precisa ser confirmada por futuros
estudos clinicos longitudinais e também estudos experimentais. A validade clinica

desses achados precisa ser confirmada por futuros estudos clinicos longitudinais.
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