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RESUMO

No presente estudo foram avaliadas a diversidade clonal e caracteristicas de viruléncia de
Streptococcus mutans (SM) provenientes de individuos livres de carie e carie-ativos
(CPOD 12,0 £+ 3,07), além da comparagdo da eficacia de duas técnicas (MEE e AP-PCR) na
genotipagem de SM. Um total de 155 amostras de SM provenientes de individuos livres de
carie e 144 de individuos cérie-ativos foram previamente isolados e identificados de saliva,
placa dental e dorso de lingua. Os isolados foram submetidos a técnica de MEE (GOT,
LAP, M1P, MPI, NSP, PLP) e AP-PCR (OPA-2 e OPA-13) para estabelecer a diversidade
genotipica. Foram mensurados os glucanos insoluveis (GI) utilizando SDS-PAGE, pH final
da cultura e a capacidade de adesdo ao vidro em presenga de sacarose das amostras. Os
resultados mostraram um alto indice discriminatério de ambas as técnicas (MEE e AP-
PCR) em determinar os genétipos de acordo com o indice de Simpson (0,971 e 0,968
respectivamente). No grupo de individuos cdarie-ativos o maior nimero de genotipos
encontrados, em ambas as técnicas, diferiu do numero de gendtipos encontrado no grupo de
individuos carie-ativos (p < 0,01). O pH final e a capacidade de aderéncia em superficie de
vidro ndo apresentaram diferencas entre os grupos estudados, entretanto, a intensidade das
bandas de GI formadas no grupo de carie-ativos foi maior que o apresentado pelos livres de
carie (p < 0,05). A sintese de GI foi positivamente correlacionada com a habilidade de SM
em aderir a superficie de vidro (p < 0,05). Nossos dados mostram que individuos cérie-
ativos albergam um maior nimero de genétipos de S. mutans com alta capacidade de

sintetizar GI, quando comparado com gendtipos isolados de individuos livres de cérie.



ABSTRACT

The present study evaluates the clonal diversity and the virulence traits of Streptococcus
mutans (SM) in caries-free and caries-active subjects (DMFT 12.0£3.07), and compares
two different techniques (MEE and AP-PCR) in typing SM. A total of 155 strains of SM
from caries-free and 144 strains of caries-active group were previously isolated and
identified from saliva, plaque and tongue surface. The isolates were submitted to MEE
(GOT, LAP, M1P, MPI, NSP, PLP) and AP-PCR (OPA-2 and OPA-13) to establish the
genotype diversity. Water-insoluble glucan (WIG) using SDS-PAGE, final pH of cultures
and the ability of bacterial cells to adhere to a smooth glass in the presence of sucrose were
measured. The results showed a high discriminatory index of both techniques used (MEE
and AP-PCR) to determine the genotypes according to Simpson's index (0.971 and 0.968
respectively). In caries-free group the number of genotypes detected, in both techniques,
were lower than the number of genotypes from caries-active group (p<0.01). Final pH and
the percentage of adherence on glass surface did not show difference between two groups,
however, the intensities of the WIG bands from caries-active group were higher than caries-
free group (p<0.05). The WIG were positively correlated with the ability of SM to adhere
to glass surface (p<0.05). Our data show that in caries-active individuals exist a higher
number of genotypes of S. mutans and that those genotype present a higher ability to

synthesize WIG when compared to genotypes isolated from caries-free individuals.



1. INTRODUCAO

Os estreptococos do grupo mutans sdo geralmente considerados os principais
agentes etiologicos da carie dental. Este grupo de microrganismos compreende sete
espécies distintas, dentre as quais, o Streptococcus mutans e o Streptococcus sobrinus sao
0s microrganismos mais comumente relacionados a populagdes humanas (Hamada &
Slade, 1980; Loesche, 1986). O S. mutans ¢ amplamente distribuido ndo apenas em
populacdes de moderada ou alta incidéncia de carie (Beighton et al. 1987; Zickert et
al.1982) como também em populagdes que nao apresentam ou t€m baixo indice de carie
(Carlsson et al. 1985; Matee et al. 1993), o que nos mostra que a simples colonizagdo por
estes microrganismos ndo implica no desenvolvimento da carie dental (Bratthall, 1992).

Variagdes nos fatores de viruléncia de S. mutans também podem influenciar o
desenvolvimento da carie dental (Caufield, 1997). Fatores como a acidogenicidade,
aciduricidade, e a sintese de glucanos insoluveis (GI) a partir da sacarose através da agdo de
glicosiltransferases (GTF), estdo relacionados a capacidade do S. mutans em colonizar as
superficies dentais e a indugdo de carie (Smith & Taubman, 1997). Mattos-Graner et al.
(2000) demonstraram uma correlacdo positiva entre a sintese de glucanos insoluveis e a
capacidade de adesdo ao vidro em isolados de S. mutans de criangas com cérie ativas,
sugerindo haver a presenca de genotipos mais virulentos em individuos que desenvolvem
carie dental.

Diversos estudos tém demonstrado a existéncia de diferentes genodtipos na cavidade
oral, utilizando para tal, diferentes técnicas moleculares como a eletroforese de isoenzimas
— MEE (Gilmour et al. 1987; Rosa 2001), anélise de enzima de restricdo — REA (Caufield
& Walker, 1989; Saarela et al. 1993) e reagdo da polimerase em cadeia com primer
arbitrario — AP-PCR (Saarela ef al. 1996; Li & Caufield, 1998; Matos-Nascimento 2002;
Gongalves et al. 2002; Klein 2003, Kamiya 2003).

Segundo Alaluusua et al. (1996), a maior diversidade genética de estreptococos
grupo mutans observada em criangas com carie de mamadeira, deve-se as condi¢des
propicias do ambiente para o estabelecimento de multiplos genotipos. Entretanto, contrario

a esta posi¢do, Kreulen et al. (1997), verificaram que criangas com carie rampante



apresentavam apenas um clone de S. mutans enquanto os respectivos irmaos, sem carie,
apresentavam de 2 a 5 clones, sugerindo que clones especificos de S. mutans sao
selecionados em cavidades orais com carie instalada.

Com base nos dados da literatura disponivel, o objetivo principal deste estudo foi
avaliar a diversidade clonal de isolados de S. mutans em individuos livres de carie e carie-

ativos assim como comparar as caracteristicas de viruléncia de cada gendétipo in vitro.



2. REVISAO DA LITERATURA

As infeccoes bacterianas mais comuns da cavidade oral nos seres humanos sao a
carie dental e doenca periodontal (Loesche, 1986), sendo que a placa dental ou biofilme
dental tem sido extensivamente estudado por sua relacdo com estas infecgdes (Gibbons &
van Houte, 1975). O desenvolvimento do biofilme dental ocorre em duas fases distintas.
Durante a primeira fase, proteinas da superficie bacteriana interagem com o hospedeiro ou
com produtos bacterianos adsorvidos a superficie dentaria. Na segunda fase, um biofilme se
forma com bactérias acumuladas pela coagregacdo com a mesma espécie ou com outras
espécies e producdo de uma matriz polissacaridica extracelular (Kolenbrander, 2000).

A lesdo de céarie ¢ uma manifestagdo de um processo patoldgico que ocorre na
superficie do dente por meses ou anos. Esta doenca ¢ resultado de uma interacdo entre
bactérias presente na cavidade oral, as superficies dentais e constituintes da dieta,
especialmente a sacarose (Bowen, 2002).

Em geral, a aquisi¢do de microrganismos pelo corpo humano ¢ através do contato
direto entre um hospedeiro e outro, ou através de objetos inanimados, como chupetas e
brinquedos (Madigan, 1997). A saliva ¢ a principal via de transmissdo de S. mutans (Kohler
& Bratthall, 1979), e a mae, ¢ considerada a mais importante fonte de infec¢do para as
criancas (Li & Caufield, 1995; Mattos-Graner, 2001a; Klein, 2003). Embora outros estudos
tenham sugerido haver outras formas de aquisi¢ao (Mattos-Graner, 2001b).

Os estreptococos do grupo mutans tém sido encontrado em praticamente todos os
individuos desde alta, baixa ou muito baixa prevaléncia de carie (Carlsson et al. 1985). Os
sorotipos ¢/ e/ f representativo dos S. mutans e d/g representativo dos S. sobrinus sao
detectados em humanos com freqiiéncia. Alguns trabalhos demonstraram também a
presenga do sorotipo a (S. cricetus) e b (S. rattus) (Loesche, 1986).

Alaluusua & Renkonen (1983) verificaram que criangas finlandesas com niveis
detectaveis de S. mutans aos 2 anos de idade, apresentaram uma incidéncia de cérie dental
11 vezes maior do que criangas nao colonizadas por este microrganismo ap6s dois anos de
acompanhamento. Embora um grande nimero de trabalhos demonstre uma associacao

significativa entre a infeccdo precoce por S. mutans e a incidéncia de carie dental



(Alaluusua & Renkonen, 1983; Kohler et al. 1988; Grindefjord et al. 1995), a simples
deteccao destes microrganismos na saliva ou placa dental ndo justifica o desenvolvimento
de cérie dental, devendo-se levar em consideragdo, a concep¢ao da natureza multifatorial da
carie dental como doenca, a qual esta sujeita as proprias condi¢des socio-econOmicas,
culturais e ambientais de uma populagdo (Bratthall, 1992).

Gibbons, em 1984, relatou que o potencial cariogénico dos S. mutans ¢
principalmente dependente das suas altas propriedades acidogénicas e da habilidade de se
acumular nos dentes, sendo que o acumulo desses microrganismos nos dentes ¢ devido

principalmente a sintese de glucanos extracelulares a partir de sacarose.

Caracteristicas de viruléncia dos S. mutans

O termo viruléncia ¢ descrito como a capacidade do microrganismo de causar
doengas em um hospedeiro. A relagdo entre o hospedeiro e o microrganismo ¢ dindmica e
dependente de caracteristicas dos microrganismos, hospedeiro e de fatores externos. E
através de seus fatores de viruléncia que um determinado microrganismo entra, coloniza e

cresce em um hospedeiro suscetivel (Madigan, 1997).

Acidogenicidade e Aciduricidade

A acidogenicidade, capacidade de produgdo de acidos, e a aciduricidade, capacidade
de metaboliza¢do de substratos em meio acidos, foram os primeiros fatores de viruléncia de
microrganismos especificos a serem relacionados a etiologia da cérie dental (Loesche,
1986).

Alguns estudos demonstraram que existe diferenga na capacidade de produgao de
acidos por diferentes espécies do grupo mutans. Emilson ef al. (1987) e de Soet et al.
(1991), observaram que os S. sobrinus eram mais acidogénicos do que os S. mutans em
animais germ-free. Kohler et al. (1995) observaram diferengas na produgao de acidos entre
cepas de S. mutans isoladas de humanos. Embora tenham detectado grandes variagdes na
acidogenicidade entre cepas de S. mutans isoladas de diferentes individuos, os autores nao

foram capazes de correlacionar o potencial acidogénico com o nimero de lesdes de carie

presentes nos individuos colonizados por estes microrganismos.



van Houte et al. (1996), avaliaram o pH final no qual diferentes espécies com
capacidade acidogénica foram completamente inibidos, utilizando um meio acrescido de
1% de glicose. Neste estudo, amostras de placa dental de superficies radiculares com lesdes
de carie ativas e livres de carie apresentaram maior propor¢do de microrganismos que
atingiram baixo pH final, sugerindo que a cariogenicidade da placa ¢ dependente do

aumento na propor¢ao de organismos acidogénicos e aciduricos.

Polissacarideos extracelulares

Os S. mutans sintetizam polissacarideos extracelulares a partir da sacarose, o que
permite a estas bactérias se aderirem ao dente. De acordo com Loesche (1986), os glucanos
insoluveis (com ligagdes a-1,3) sdo de significancia patologica na carie dental de superficie
lisa em animais quando uma dieta rica em sacarose ¢ consumida. O autor também relata
que quando a sacarose ¢ ingerida em intervalos freqiientes entre as refei¢cdes, a queda de pH
da placa torna-se mais freqiiente, aumentando assim a chance para a desmineralizagdo do
esmalte dental.

Os glucanos sdo sintetizados por enzimas extracelulares denominadas
glicosiltransferases (GTF), as quais hidrolisam as moléculas de sacarose e polimerizam as
moléculas de glicose liberadas. Estas enzimas podem estar ligadas a superficie das células
de S. mutans, livres no meio extracelular ou adsorvidas a pelicula adquirida (Hajishengallis
& Michalek, 1999).

Segundo Hanada & Kuramitsu (1988), trés GTFs distintas, secretadas pelo S.
mutans, estdo bem caracterizadas tanto bioquimicamente quanto ao nivel molecular: 1)
GTFB — codificada pelo gene gtfB, que sintetiza glucanos insoliveis em agua, tendo
ligacdes glicosidicas principais a-1,3; 2) GTFC — codificada pelo gene gtfC, que sintetiza
uma mistura de glucanos soluveis e insoluveis, os primeiros apresentando ligagoes
glicosidicas principais o-1,6; ¢ 3) GTFD — codificada pelo gene g#fD, que sintetiza
basicamente glucanos soluveis. A Tabela 1 mostra as GTFs expressas por cepas de S.

mutans.



Tabela 1 — Enzimas glicosiltranferases (GTF) expressas por S. mutans

Espécie Cepa Enzima Massa Gene Glucano Referéncia
molecular
S. mutans GS-5 GTF-B 165,8 gtfB Ligagdes o-  Shiroza et
1,3 al. (1987)
S. mutans GS-5 GTF-C 153,0 gtfC Ligagdes o- Hanada &
1,3ea-1,6 Kuramitsu,
(1988)
S. mutans GS-5 GTF-D 159,0 gtfD Ligagdes o- Honda et al.
1,6 (1990)

Yamashita et al. (1993) avaliaram a cariogenicidade de cepas de S. mutans que nao
expressavam cada um dos genes gff em ratos com dieta rica em sacarose (56%). As cepas
que ndo expressavam a GTFB, induziram um ntimero de 2 a 5 vezes menor de lesdes de
carie e produziram apenas 69% de glucanos insoltveis, quando comparadas com as cepas
selvagens. As cepas mutantes que ndo expressavam GTFC, tiveram uma incidéncia de carie
de cerca de 1,5 a 4 vezes menor e produziram 84% do glucano insoluvel. J& as cepas que
ndo expressavam ambas as GTFB e C praticamente ndo produziram glucano insoluvel e
mostrou uma incidéncia de céarie de 2 a 5 vezes menor. Tsumori & Kuramitsu (1997),
demonstraram que cepas in vitro defectivas de um ou mais genes gtf, tém sua capacidade de
aderéncia reduzida.

Em 1995, Venkitaraman et al. purificaram as enzimas GTFB, GTFC e GTFD e
caracterizaram a atividade dessas enzimas em solu¢do e aderidas a superficie, explorando o
papel de seus produtos, os glucanos, na aderéncia bacteriana em uma pelicula experimental.
Os autores demonstraram que as enzimas GTFB, GTFC e GTFD sao ativas na pelicula
experimental e que o comportamento dessas enzimas em solu¢do pode diferir daquele da
enzima aderida a superficie de hidroxiapatita. Em acréscimo, os glucanos produzidos pela
GTFB ou GTFC, mas nao pela GTFD, aumentaram a aderéncia de S. mutans GS5 e S.
sobrinus 6715 a pelicula.

Mattos-Graner et al. (2000), avaliaram algumas caracteristicas fenotipicas de
viruléncia de S. mutans isolados de criangas com ¢ sem carie, € observaram uma relacao

positiva entre a produg¢do de glucanos insoluveis e capacidade de adesdo ao vidro,



sugerindo que cepas de criangas com alta atividade de carie podem colonizar melhor

induzindo a carie dental.

Técnicas Moleculares

Multilocus Enzyme Electrophoresis (MEE)

A técnica de eletroforese de isoenzimas (ou eletroforese de enzimas codificadas por
multilocus — MEE) tem se destacado pela habilidade em identificar e quantificar polimorfismo
entre individuos de uma mesma espécie ou populagdo, com grande capacidade discriminatoria
e reduzido custo operacional (Selander et al., 1986).

Segundo Dixon & Webb (1979), isoenzimas sdo multiplas formas de uma enzima
ocorrendo numa Unica espécie. Isso decorre da presenga de varios loci, codificando diferentes
versdes de uma enzima, ou da existéncia de multiplos alelos num tnico locus (Harris, 1975), e
nesse ultimo caso, cada enzima recebe a denominacao aloenzima ou alozima (Prakash et al.,
1969). Ao se estudar a expressdo e atividade enzimdtica, pode-se avaliar parametros como
varia¢do nas massas moleculares e cargas i0nicas das isoenzimas, que conferem caracteristicas
polimorficas entre dois ou mais alelos ¢ mesmo entre genes distantes, que codifiquem
diferentes formas moleculares da mesma enzima. As isoenzimas podem ser detectadas através
de eletroforese em gel. Em Odontologia, Gilmour ef al. (1987) agrupou as diferentes espécies
de estreptococos orais em fun¢do de suas relagdes genéticas, demonstrando a capacidade da
técnica em separar espécies. Brown & Patterson (1972) ja haviam demonstrado que algumas
isoenzimas, como a manitol 1-fosfato desidrogenase, podem ser empregadas na caracterizagao
de linhagens de S. mutans, em virtude das variantes genéticas dessa enzima.

A MEE foi aplicada com sucesso no estudo de diversos microrganismos (Selander
& Levin, 1980; Selander et al., 1985; Musser et al., 1986; Gilmour et al., 1987; Rosa et al.,
2000; Mata et al., 2000). Rosa et al. (2002) utilizou amostras de S. mutans de voluntarios
livres de carie empregando a técnica de MEE, detectando a presenca de multiplos clones na
cavidade oral destes voluntarios.

Os dados obtidos na MEE podem ser utilizados para correlacionar geneticamente

diferentes amostras de uma mesma espécie. De acordo com os dados obtidos com a



mobilidade relativa das enzimas estudadas, podem ser obtidas matrizes de dados binarios
que posteriormente irdo gerar um dendrograma mostrando a distancias genéticas entre as

amostras (Boerlin, 1997).

AP-PCR

Dentre as diferentes aplicagdes da PCR, a técnica de AP-PCR (Reagao da Polimerase
em Cadeia com Primers Arbitrarios) ¢ um método amplamente empregado em estudos
sistemdticos e epidemioldgicos. Nessa técnica, somente um unico primer ¢ empregado, de
forma arbitraria, enquanto na técnica de PCR classica, dois primers que codificam uma
seqliéncia alvo conhecida, sao empregados (Welsh & McClelland, 1990). O aparecimento de
bandas eletroforéticas permite a observacdo da natureza molecular do polimorfismo genético
pesquisado. Williams et al. (1990) relatam que evidéncias experimentais, t€m mostrado que a
diferenca de apenas um par de bases (mutacdes pontuais) sdo suficientes para causar a nao-
complementariedade do primer com a fita template, o que impede a amplificagdo do segmento.
Outras fontes do polimorfismo podem incluir dele¢des ou insergdes nos sitios de ligagdo do
primer, que aumentam as distancias a serem percorridas pela 7Tag polimerase. Desta forma, o
polimorfismo genético detectado através dos marcadores RAPD (Polimorfismo do DNA
Amplificado ao Acaso) tem uma natureza binaria, podendo, o segmento amplificado estar
presente ou ausente.

A vantagem do AP-PCR consiste na sua habilidade de proporcionar perfis de DNA
altamente especificos sem nenhum conhecimento prévio da seqiiéncia do material genético.
Esse método utiliza um primer com uma seqiiéncia de 10 a 20 bases em média que se ligam a
sitios alvos de DNA inespecificos sob condi¢des que permitam o pareamento de bases. As
regides de DNA unidas aos primers sdo subseqlientemente amplificadas pela reacdo de cadeia
de polimerase (PCR) e usado como marcadores polimorficos.

Saarela ef al. (1996) propuseram o emprego da técnica de AP-PCR na genotipagem de
diferentes espécies e sorotipos de estreptococos orais mediante o emprego de determinados
primers, por eles selecionados. Esses autores observaram, ainda, que os resultados da AP-PCR
repetiam-se quando os mesmos isolados eram submetidos a ribotipagem, ¢ que o poder

discriminatorio dessas duas técnicas era superior a simples sorotipagem, gerando um maior
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numero de biotipos. A aplicagdo da técnica de AP-PCR em estudos de clonalidade individual
ou familiar envolvendo estreptococos orais foi proposta por Li & Caufield em 1998, que apds
um prévio screening com Varios primers, mostraram que esse recurso pode ser de grande valia
em levantamentos onde sdo obtidos mais de um clone bacteriano por individuo.

Em estudo recente, Gronrdos & Alaluusua (2000), utilizando a técnica de AP-PCR,
identificaram de 1 a 4 diferentes clones de Streptococcus mutans em criangas de 3 a 7 anos,
além de constatarem que os diferentes clones foram encontrados em diferentes sitios, sugerindo
que os mesmos colonizem sitios especificos.

Redmo-Emanuelsson et al. (2003), investigaram a presenga de diferentes genotipos € a
estabilidade de S. mutans, em diferentes sitios da cavidade oral de um mesmo individuo
utilizando a técnica de AP-PCR. Foram encontrados até sete diferentes clones considerando
toda a cavidade oral. Os autores encontraram até quatro diferentes clones em um mesmo sitio, e
estes mesmos genodtipos foram encontrados em uma segunda avaliagdo realizada de 4 a 7 meses
apos a coleta inicial, indicando que este(s) genotipo(s) estava(m) estavel(is).

Andlises de multiplos isolados bacterianos por métodos genotipicos, podem ser
utilizados para identificar caracteristicas particulares de um determinado clone. Com a
realizacdo de estudos de genotipagem, foi possivel demonstrar o aparecimento de cepas de
Candida albicans resistentes ao fluconazole em pacientes portadores do virus HIV
(Venkateswarlu et al., 1995), assim como o aparecimento de clones mais virulentos de
Cryptococcus neoformans (Brandt et al., 1995) e Actinobacillus actinomycetemcomitans
(Mayer et al., 1999).

Diversos trabalhos comparando as técnicas de MEE e AP-PCR foram realizados com as
mais diferentes espécies bacterianas como Candida albicans (Pujol et al., 1997), Neisseria
meningidites (Maiden et al., 1998), Escherichia coli (Wang et al., 1993), sendo que estas
técnicas t€ém mostrado bons resultados de correlagdo entre si (Tybayrenc et al.1993; Wang et
al. 1993; Brandt et al. 1995; Pujol et al. 1997). O método de AP-PCR, no qual uma porg¢ao do
DNA ¢ amplificada por uma curta seqiiéncia de bases, tem sido amplamente utilizado por ser
uma técnica que consome pouco tempo de execugdo quando comparado ao MEE. Entretanto,
trabalhos demonstram que o AP-PCR apresenta problemas em relagdo a reprodutibilidade entre

laboratdrios (Penner et al., 1993; MacPherson et al., 1993). O MEE ¢ uma técnica que consome
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maior tempo para sua realizacdo, porém ¢ a técnica mais indicada para analise de distancia
genética entre diferentes cepas por causa da andlise da diferenga entre diferente 16cus (Pujol et
al., 1997) além de apresentar boa reprodutibilidade entre laboratorios (Boerlin, 1997).

Assim, estudos que venham a ampliar os conhecimentos sobre a existéncia de diferentes
genotipos de Streptococcus mutans na cavidade oral, suas relacdes entre a viruléncia e a
atividade de carie, com o emprego de técnicas moleculares mais adequadas, permitird uma

maior compreensao do desenvolvimento desta doenga.
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3. PROPOSICAO

De acordo com a hipdtese da existéncia de genotipos de Streptococcus mutans com
caracteristicas distintas de viruléncia quando da presenca ou ndo de carie, os objetivos do
presente estudo foram avaliar a diversidade clonal de S. mutans de individuos livres de
carie e carie-ativos e comparar as caracteristicas de viruléncia in vitro dos diferentes
gendtipos, além de comparar a eficacia das duas técnicas empregadas (MEE e AP-PCR) no

estudo da diversidade clonal de S. mutans.
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4. MATERIAL E METODO

Selecio dos Voluntarios

Foram selecionados dezesseis voluntarios, de ambos os sexos com idade variando
entre 18 e 29 anos (23,5+3,91) sendo oito individuos livres de carie e outros oito que
apresentavam lesdes de cérie ativa e indice CPOD médio de 12,0 (£3,07). Nao participaram
do processo de selecdo individuos fumantes, ou com algum tipo de disturbio sistémico,
assim como aqueles que fizeram uso de antibidticos nos ultimos quatro meses. Um unico
examinador previamente calibrado executou o exame de presenca e atividade de carie nos

voluntarios selecionados.

Exame Clinico

Os voluntarios receberam instrugdes sobre o trabalho a ser realizado e assinaram o
Termo de Consentimento Livre Esclarecido aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa da
FOP-UNICAMP (parecer n° 137/01), em seguida foram realizados exames anamnésicos e
clinico dos pacientes selecionados. A prevaléncia de carie foi mensurada de acordo com os
critérios da Organizacdo Mundial da Saude. Os exames, bem como a coleta das amostras,

foram realizados na Clinica de Graduac¢ao da FOP-UNICAMP.

Coleta das Amostras

Aos voluntarios, foi solicitado que dispensassem saliva ndo estimulada
(aproximadamente 1 mL) em tubos previamente esterilizados. Em seguida, com o auxilio
de uma cureta periodontal, foram coletadas amostras de placa dental. Nos voluntérios livres
de carie amostras de placa foram obtidas, da mesial e distal de diferentes dentes posteriores
enquanto em paciente carie ativos foi realizada uma remocao cuidadosa da placa na lesao
de carie. Para a coleta do dorso da lingua foram utilizados swabs esterilizados.

As amostras de placa dental e saburra da lingua, foram colocadas em tubos e
adicionada solugdo salina (NaCl) 0,9% e, assim como as amostras de saliva, foram

submetidas a 30 segundos de agitacdo em um voértex de tubos (Phoenix AT 56), visando a
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obten¢do de uma suspensao uniforme. Em seguida, foram diluidas em série decimais de 10
"a 10 em solugdo NaCl a 0,9%.

Para a cultura dos estreptococos do grupo mutans, aliquotas de 5 pL de cada
diluicdo foram inoculadas em placa de Petri, contendo meio de cultura Mitis Salivarius
Agar (Difco) contendo bacitracina (Sigma) (0,2 Ul/mL de meio) — MSB (Gold et al., 1973).
Apbs a incubagio por 48 horas em atmosfera com pCO, de 10%, a 37°C (Coler Parmer®,
USA), foram isoladas de 10 a 15 colonias com morfologia tipica deste grupo, de cada um
dos trés sitios de cada voluntarios, totalizando aproximadamente 45 coldnias de cada
voluntario. Estas colonias foram transferidas, cada uma, para tubos contendo caldo de
infusdo de cérebro e coracdo — BHI (Difco) e levadas a estufa por mais 24 horas nas
mesmas condi¢des. ApoOs o crescimento das colonias isoladas, estas foram armazenadas em

BHI-glicerol a 10% a —20°C.

Identificacao das Amostras

Foram isoladas 316 colonias de voluntarios livres de carie e 257 colonias de
voluntarios cérie-ativos. Estas colonias foram testadas bioquimicamente para a
diferenciagdo das espécies. A pureza dos estoques congelados foi conferida pela analise das
culturas em MSB. A produg¢do da enzima catalase também foi analisada em culturas
desenvolvidas em MSB, gotejando-se sobre as colonias, peroxido de hidrogénio a 3%. A
prova foi considerada positiva quando houve o desprendimento de bolhas (Whittenburry,
1964). A morfologia celular foi examinada com o auxilio do microscopio em esfregacos
das culturas corados pelo método de Gram.

Os testes bioquimicos incluiram a capacidade de hidrdlise de arginina e de
fermentagdo de diferentes agucares (manitol, sorbitol, melibiose e rafinose), resisténcia a
bacitracina e producdo de peroxido de hidrogénio. Em todos os testes, foram utilizados
como controles, cepas padrdo de S. mutans (ATCC 25175) e S. sobrinus (IB 6715). A
Figura 1-A ilustra os métodos de identificagdo. A Tabela 2 ilustra os critérios utilizados

para classificacdo quanto as espécies, descrito no manual de BERGEY (Hardie, 1986).
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TABELA 2 — Caracteristicas fenotipicas de diferentes espécies de estreptococos do grupo mutans

Provas S. mutans  S. rattus S. cricetus  S. sobrinus S. ferus S. macacae  S.downei

Sorotipos c-e-f b a d-g c c h

Fermentagdo de

Manitol + + +

Sorbitol + + + + +

Melibiose +* + + ok - - -
Rafinose + + + kK - + -
Produgio de H,0O, - - - + - - _
Hidrolise de Arginina - + - - - - -
Resisténcia a Bacitracina + + - + - - -

(*) Algumas cepas podem dar resultados negativos; (**) algumas cepas podem dar resultado positivo.

Adaptado de Bergey's Manual of Systematic Bacteriology

Figura 1 — Testes bioquimicos para determinacao das espécies do grupo mutans. A) Fermentacdo
dos agucares (manitol, sorbitol, melibiose e rafinose) e resisténcia a bacitracina: Viragem da cor
para o amarelo indica resultado positivo; B) Produgdo de perdxido de hidrogénio: resultados
positivos revelados pela mudanga de cor para marrom escuro ou preto; C) Teste de hidrolise da
arginina: tubos 1, 2 e 3 indicam respectivamente meio de cultura estéril, controle negativo e

controle positivo.
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Teste de Fermentaciao de Ac¢ucar

Para esta prova foi utilizado o meio base constituido por tioglicolato sem dextrose
(Difco), acrescido de 1,5% de Bacto agar (Difco) e 0,0016% de purpura de bromocresol -
Inlab (indicador de pH). Apds a dissolugdo dos componentes em agua destilada, o pH foi
ajustado para 7,0. ApOs a esterilizagdo do meio a 121°C por 20 minutos, este foi resfriado
até aproximadamente 45°C e acrescido da solu¢do de aglicar especifica para cada teste:
manitol, sorbitol, melibiose ou rafinose (Difco) para uma concentragdo final de 1,0%, sendo
entdo vertido assepticamente em placas de Petri. As solu¢des de agucar utilizadas foram
previamente esterilizadas por filtragdo em membranas de éster de celulose, com porosidade
de 0,22 um (Millipore). Aliquotas das culturas liquidas em caldo BHI, recentes (24 horas),
foram inoculadas no meio sélido com o auxilio de replicador de Steer. As placas foram
incubadas em estufa de CO, 10% a 37°C ¢ a leitura das placas, realizada apds 24 horas de
incubagdo. O teste foi considerado positivo quando se observou viragem do indicador de
pH para amarelo e, como negativo, quando ndo houve esta viragem conforme Shklair &

Keene, 1974 (Figura 1-A).

Resisténcia a Bacitracina
Este teste foi realizado adicionando-se 2UI de bacitracina por mL do mesmo meio

utilizado para fermentagdo de manitol (Shklair & Keene, 1974).

Producao de Per6xido de Hidrogénio

A prova foi realizada em meio base composto de 0,5 g de extrato de carne (Difco);
0,5 g de extrato de levedura (Difco); 0,05 mL de Tween 80 (Synth); 0,01 g de sulfato de
manganés (Difco); 1,5 g de agar e agua destilada gqsp 90 mL. O meio base (pH 7,2) foi
autoclavado a 121°C por 15 minutos e acrescido de 5 mL de solugdo de sangue
desfibrinado de carneiro e agua destilada (partes iguais), sendo o meio total aquecido a
100°C por 15 minutos. Adicionaram-se entdo 5 mL de uma solug¢do de ortodianisidina
(Sigma) a 2% em agua destilada ao meio de cultura, o qual, em seguida, foi vertido em

placas de Petri. Aliquotas das culturas em BHI foram depositadas com o auxilio de uma
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agulha de platina em triplicata e as placas incubadas por 72 horas a 37°C em estufa de CO,.
Considerou-se a producao de peroxido de hidrogénio quando da mudanca de cor do meio
para marrom escuro ou preto, onde houve desenvolvimento bacteriano, demonstrado na

Figura 1-B (Whittenburry, 1964).

Hidrolise da Arginina

A prova da hidrolise de arginina se baseia na produ¢@o ou ndo da enzima arginina-
desaminase, a qual libera amoénia ao reagir com o substrato arginina. A capacidade das
amostras hidrolisarem arginina produzindo amdnia, foi testada com a semeadura de 0,1 mL
do indculo em tubos contendo o substrato. Apds 48 horas de incubagdo, foram adicionadas
duas gotas do Reativo de Nessler a cada tubo. A presengca de amodnia na cultura,
evidenciada pelo aparecimento da coloragdo alaranjada, indica reagdo positiva enquanto

que a coloragdo amarela indica prova negativa. A Figura 1-C ilustra o teste realizado.

Reacao da Polimerase em Cadeia (PCR)

Extracdao do DNA

As cepas de S. mutans conservadas a - 20°C, em 10% BHI glicerol, foram reativadas
em meio BHI e incubadas a 37°C, por 24 horas, em estufa de CO, a 10%. Apds o
crescimento bacteriano, as células foram centrifugadas, lavadas duas vezes com solucao
tampao TE (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA) pH 8,0 fervidas por 10 minutos, para o
rompimento celular e a extracdo de DNA (modificado de Saarela et al. 1996; Matos-

Nascimento 2002; Klein 2003).

O DNA de cada bactéria foi amplificado para a confirma¢do molecular da
identidade do S. mutans na presenga de um par de primers espécie-especificos. Esses
primers foram desenhados por Oho et al. (2000), baseados na seqiiéncia do gene gt/B,e
amplificam  um fragmento de 517-pb. As seqiiéncias sdo: 5’-
ACTACACTTTCGGGTGGCTTGG e 5-CAGTATAAGCGCCAGTTTCATC. A
amplificagdo desses fragmentos foi realizada em termociclador (modelo: Gene Amp PCR

System 2400 — Applied Biosystems), com mistura de reagdo (50 pL) contendo 10 mM Tris-
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HCI (pH 8,3), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 200 uM de cada dATP, dTTP, dGTP e dCTP,

50 pmol dos primers, 2,5 U de Tag DNA polimerase, ¢ 5 uL. do DNA bacteriano.

A PCR foi iniciada com a desnaturagdo inicial das fitas de DNA a 95°C por 3
minutos, seguido de ciclos subseqiientes com desnaturagdo a 95°C por 30 segundos,
anelamento a 59°C por 30 segundos, e extensdo a 72°C por 1 minuto. Apds 29 ciclos, um
ciclo final de 95°C por 30 segundos, 59°C por 30 segundos, e 72°C por 5 minutos
determina o final da amplifica¢do (Oho, 2000). Os produtos da PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1% em tampao tris-borato-EDTA (pH 8,0). Foi incluido
em cada gel, um padrao de peso molecular de 100 pb. Apds o término de cada corrida, o gel
foi corado com brometo de etidio 0,5 pg/mL. Quando ocorreu uma unica banda de 517-pb,
foi confirmada a identidade molecular do S. mutans. Foram utilizados como controle
positivo S. mutans (ATCC 25175) e como controles negativos foram utilizadas cepas de S.

sobrinus ATCC 6715 e agua destilada.

Multillocus Enzyme Electrophoresis (MEE)

As amostras identificadas como sendo Streptococcus mutans foram cultivadas a
37°C em microaerofilia por 24 horas, em frascos contendo 400 mL de BHI.

Apbs o crescimento, as culturas foram centrifugadas a 4500 rpm por 10 minutos e
os sedimentos foram lavados duas vezes com tampao fosfato de potassio 40 mM (pH 7.5),
transferidos para tubos de 2 mL com tampa de rosca e os precipitados ressuspendidos em
aproximadamente 1 mL deste mesmo tampao, aos quais foram adicionados pérolas de vidro
(0,45-0,55 mm) previamente tratadas com acido cloridrico 1:1, em quantidades iguais a de
massa celular (Figura.2). Os tubos foram adaptados em um disruptor de células tipo Bead
Beater (Biospec, Inc), onde foram agitados a 4500 rpm por 1 minuto, em 2 tomadas de 30
segundos com intervalo de 5 minutos quando os tubos eram mantidos em gelo (Figura 3).

Apo6s centrifugagdo de 10000 rpm a 4°C os sobrenadantes com as proteinas
citoplasmaticas totais foram aplicadas em tiras de papel de filtro (wicks) Whatman n°® 3

(5x12 mm), e mantidos a —70°C até o momento do uso (Figura 4).
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A eletroforese foi processada em suporte de amido de milho hidrolisado (Penetrose
30). O amido foi dissolvido até a concentragdo final de 13%, sob aquecimento em forno de
microondas e agitacdo, em solucdo tampao do gel especifica para as enzimas analisadas, de
acordo com Selander et al. (1986) e Gilmour et al. (1987). Depois de completamente
dissolvido o amido, a mistura foi vertida em molde de acrilico de 200x120x10 mm,
mantido até resfriamento, quando entdo, foi feito um corte longitudinal a 25 mm de uma
das margens, na sua maior extensdo. A menor porcao fatiada do gel foi afastada e na fenda
formada foram inseridos os wicks com as amostras e com marcadores de migragdo. As duas
partes do gel foram novamente unidas e todo o conjunto foi levado ao refrigerador (Figura
5).

Os moldes foram colocados sobre as cubas contendo o sistema de tampdes
adequados para a enzima estudada (Selander et al. 1986), conectada ao gel através da ponte
de tecido (Perfex”) embebido de tampdo. A partir de uma fonte de eletroforese, foi aplicada
uma ddp de 130 volts, por 30 minutos. Decorrido esse tempo, a fonte foi desligada e os
wicks retirados. Os géis foram novamente reunidos e o procedimento eletroforético foi
reiniciado, overnight, até que o indicador de migracdo deslocasse aproximadamente 80-100
mm a partir da linha de aplicagdo, o que pode ser observado, devido a colocagao de 2 wicks
embebidos com solugdo de azul de bromofenol, em cada uma das duas extremidades da
fenda (Figura 6).

Ao término da corrida eletroforética, a fonte foi desligada, o gel foi retirado e
fatiado na sua altura, em laminas de aproximadamente 1,5 mm de espessura por intermédio
de réguas sobrepostas e de um fio de diametro minimo (linha para pesca n°15). Essas fatias
foram removidas para cubas de porcelana de fundo branco e nela foram feitas as revelagdes
das enzimas.

Para a deteccdo do polimorfismo das amostras, foram empregados os seguintes
sistemas-tampao, de acordo com Selander et al. (1986): tampao A [Tris-citrato pH 8,0
(cuba) e Tris-citrato pH 8,0 1:30 (gel)] e tampdo D [hidréxido de litio pH 8,1 (cuba) e
hidroxido de litio (1:9) Tris citrato pH 8,3 (gel)], previamente testadas para S. mutans
(Rosa, 2001).
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Andlise dos Padroes Eletroforéticos

As imagens positivas dos géis de MEE, foram capturadas por um scaner (Hewlett —
Packard modelo ScanJet 4C/T) e transferidas para a interface de andlise de géis do
programa SigmaGel™ for Windows (Jandel Scientific), onde foram feitas as determinagdes
dos valores de mobilidade relativa (Rm) para cada banda eletroforética, em fun¢do da
distancia de migrag¢ao do azul de bromofenol.

A anélise comparativa dos perfis da MEE dos isolados de cada voluntario, acessada
pela soma de todos os sistemas enzimaticos, permitiu observar a ocorréncia ou ndo de um
ou mais clones de S. mutans na saliva, placa dental e dorso de lingua dos diferentes
voluntarios. Os isolados que apresentaram mesmo tipo eletromoérfico (ET) foram
considerados como sendo um mesmo clone bacteriano.

Com a finalidade de confirmag¢do matematica, os perfis de todos os isolados foram
convertidos em matriz de dados bindrios, na qual a presenca de uma banda num dado Rm
recebeu valor 1 e a auséncia recebeu valor 0. Essa matriz foi plotada no programa NTSYS
versao 1.7 (Applied Biostatistics, Inc) que forneceu, mediante a aplica¢ao do coeficiente de
associa¢do Dice, uma matriz de similaridade que apds tratamento com o algoritmo
UPGMA forneceu um dendrograma de similaridade, com o agrupamento dos possiveis

clones formados.
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Figura 2 — Tubo de plastico (2mL)
empregado na extracdo de proteinas
intracelulares de S. mutans

Figura 3 - Disruptor de células BeadBeater

Figura 4 — Wiks embebidos em solugéo
protéica e armazenada a —70°C

Figura 5 - Aplicagdo dos wicks contendo Figura 6 - Sistema de corrida
amostras e azul de bromofenol em gel de eletroforética para izoenzimas (gel de
amido amido apoiado sobre as cubas e conectado

através de ponte de tecidos)
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Reacdo da Polimerase em Cadeia com Primer Arbitrario (AP-PCR)

AP-PCR

A reacdo de AP-PCR foi processada segundo Saarela et al. (1996). Cerca de 350 ng
(mensurados a 280 nm em espectrofotometro) de DNA foram adicionados a uma mistura de
reagentes contendo solucdo tampao (1X Reaction Buffer Taq Polymerase, Invitrogen), 3,5
mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP (DNA Polymerization Mix, Invitrogen), 0,4 uM de
primer OPA-02 ou OPA-13 (Tabela 3), 2,5 U de Taqg DNA Polymerase. Em seguida, esta
mistura de reagentes foi submetida a amplificacao (GeneAmp PCR System 2400) de acordo
com a seguinte programac¢ao: desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 35
ciclos com desnaturagao a 94°C por 1 min, hibridizagdo do primer a 36°C por 2 min e
extensao a 72°C por 2 min, concluindo com extensao a 72°C for 5 min.

Para testar a reprodutibilidade da AP-PCR, o DNA extraido da cepa padrao S. mutans
ATCC 25175 foi amplificado, juntamente com os isolados, sendo incorporado em todos os
géis de analise.

Tabela 3 - Seqii€ncia dos Primers arbitrarios

Primer Seqiiéncia
OPA-02 5'TGCCGAGCTG 3’
OPA-13 5"CAGCACCCAC 3’

Eletroforese

Os produtos resultantes da amplificagdo por AP-PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE - pH 8.0). Estes
produtos amplificados foram adicionados ao tampado de corrida, em partes iguais, foram
colocados no gel de agarose e submetidos a corrida eletroforética (90 mV, por 2 horas). Em
cada gel, foi incluido, um padrao de peso molecular de 100 pb (DNA Ladder 100 pb,
Invitrogen). Ap6s o término de cada corrida, o gel foi corado com brometo de etidio 0,5
ug/mL (10 min) e as bandas observadas com auxilio de um transluminador de luz

ultravioleta.
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Andlise do Padrdo Eletroforético

A documentagdo fotografica foi obtida com o sistema Image Master -VDS
(Pharmacia Biotec®) e a captura das imagens realizada pelo programa computacional
LISCAP. As imagens positivas e a demarcacdo das bandas eletroforéticas de maiores
intensidades foram processadas através do programa Sigma Gel (Jandel Co®), visualmente,
para a obtencdo da mobilidade relativa de cada banda (valores de Rm) em fun¢do dos
valores conhecidos do padrao de massa molecular.

As bandas eletroforéticas representadas pelos valores de Rm tiveram suas distancias
convertidas em valores numéricos (valor um para presenca e valor zero para auséncia das
bandas) e o conjunto de informagdes ou matriz de dados binarios foi submetido ao sistema
NTSYS versdo 1.7 (Apllied Biostatistcs), para constru¢do de dendrogramas. Empregou-se o
programa QUALITATIVE e o coeficiente de similaridade DICE ao nivel de significancia
de 95%.

Apods a construcdo das matrizes de similaridade, aplicou-se o programa SHAN
CLUSTERING, e através do método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with Mathematic Averege), obteve-se os dendrogramas para as avaliagcdes dos

graus de similaridade entre as amostras de S. mutans analisadas.

Analise do pH Final

Foram escolhidas duas amostras de cada gendtipo, aleatoriamente, para que fossem
realizados os testes de viruléncia. O pH final foi determinado segundo van Houte et al.
(1996), para as cepas isoladas e identificadas como Streptococcus mutans de ambos os
grupos. Para este fim, aliquotas dos estoques congelados foram inoculadas em meio BHI e
incubados em microaerofilia por 24 horas a 37°C. Apds o crescimento bacteriano, a
densidade optica (DO) das suspensdes de células foi medida em espectrofotometro
(Genesys 10UV, Spectronic) em comprimento de onda de 600 nm, sendo consideradas
ideais para o uso DO ente 0,8 e 1,0. Aliquotas de 100 pL destas culturas foram entdo
inoculadas em tubos com 3 mL de caldo vermelho fenol (Difco) acrescido de 1% de
glicose. A seguir, os tubos foram incubados a 37°C nas mesmas condi¢des durante 72

horas. Tubos controles ndo inoculados também foram incubados em todas as baterias de
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culturas. Apos a incubagdo, mediram-se os valores de pH em pHmetro previamente
calibrado (Nova Técnica). Os testes foram realizados em triplicata para todas as cepas

testadas.

Analise da Producao e Atividade de Glicosiltransferase

As amostras de S. mutans previamente escolhidas de ambos os grupos, foram
reativadas a partir dos estoques congelados, através de incubacdo em meio BHI a 37°C em
microaerofilia durante 20 horas. De acordo com a DO inicial, as aliquotas foram
transferidas para outro tubo contendo 3 mL de BHI por mais 20 horas a fim de obter uma
quantidade de células aproximada entre todas cepas. A seguir as culturas foram submetidas
a centrifugacdo a 4°C (10000 rpm) durante 5 minutos e os sobrenadantes foram transferidos
para tubos de ensaio e acrescidos de solug¢do inibidora de protease (Phenylmethysufonyl
fluoride, Sigma). O pH das amostras foi neutralizado (7,0) pela adi¢do gradual de NaOH 1
M e as amostras submetidas a didlise em membranas de celulose (com porosidade capaz de
reter proteinas acima de 12 kDa; Inlab) a temperatura de 4°C contra 3 L de tampao fosfato
de sodio 0,01 M (pH 6,8) durante 20 horas e, a seguir, contra 3 L de tampao Tris-HCI 1,25
mM (pH 6,8) em duas tomadas de 3 horas cada. As amostras foram entdo congeladas e
liofilizadas durante 8 horas e, a seguir, mantidas em freezer —70°C. Para realiza¢do da
eletroforese, foram acrescidos 30 pL de 4gua destilada e 30 pL de tampao de amostra
contendo SDS e B-mercaptoetanol (Bio-Rad) aos sobrenadantes liofilizados, sendo estas

aquecidas a uma temperatura de 55°C durante 1 minuto.

Padrdo Eletroforético das Proteinas secretadas e expressdo de GTF

Quantidades equivalentes de proteinas das amostras concentradas de sobrenadante
foram separadas eletroforeticamente sob condigdes redutoras (Laemmli, 1970) em géis de
poliacrilamida-SDS a 6%, realizados em duplicata. Marcadores de peso molecular (Bio-
Rad) também foram incluidas em todos os géis.

Apoés a eletroforese, as bandas protéicas de massa molecular correspondente as
GTFs (localizada entre os marcadores de massa molecular de 116 e 205 kDa) foram

identificadas através da coloragao de um dos géis com solug¢dao de Coomassie Blue a 0,04%
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(Blue R, Serva) durante 3 horas, seguida de lavagem com solucdo descorante (50% de

metanol e 10% de acido acético) durante 4 horas (Taubman et al. 1988).

Atividade enzimatica de GTF

A atividade enzimatica das bandas de GTF foi analisada no segundo gel de
poliacrilamida-SDS a 6% realizados como descrito anteriormente. Apds a separagdo
eletroforética os géis foram incubados com tampao de renaturagdo contendo Triton, pH 6.8
(Bio-Rad) para remover o SDS em seguida, o gel foi incubado a 37°C durante 24 horas,
com solucdo de sacarose (Synth) a 5% e tampao fosfato de sodio (0,1M, pH 6,5) contendo
0,2% de dextrano T70 (Pharmacia), 1% de Triton X-100 (Pharmacia) e 0,02% de NaNj3
(Merck). A reagao foi paralisada através da lavagem do gel com solucdo de 0,02% de NaNj3
em agua destilada a 4°C durante 10 minutos. Detectou-se a produgdo de glucanos insoluveis
em agua (GI) pela formagao de bandas de coloragdo brancas na altura da massa molecular
correspondentes as GTFs. Os géis foram entdao fotografados contra uma superficie preta.

Quantificou-se a producdo das GTFs através da andlise densitométrica (Hazlett et
al. 1998), sendo os valores de DO obtidos normalizados pelos valores observados para as
respectivas bandas de GI. As imagens foram digitalizadas em scaner (GS 700 — Bio Rad) e
analisadas pelo programa de computador Molecular Analyst 1.5 (Bio Rad). Para eliminar as
diferencas na sintese de GI devido a variagdes na quantidade de GTF produzida, os valores
normalizados das intensidades das bandas de GI foram divididos pelos valores de

intensidade das bandas de GTF correspondentes.

Analise de Aderéncia em Vidro

A habilidade das células bacterianas em aderir as superficies lisas de vidro na presenca

de sacarose foi determinada pelo método descrito por Hamada et al. (1978). Aliquotas de 100

uL do estoque congelado representativo de cada genotipo foram inoculadas em BHI e

incubadas durante 24 horas a 10% de CO0,. Aliquotas de 100uL das amostras que apresentavam

DO entre 0,8 e 1,0 a 600 nm, foram transferidas para tubos de ensaio de vidro 12x75 mm

(Pirex) contendo 3 mL de BHI suplementado com 1% de sacarose. Os tubos foram incubados a
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37°C com uma inclina¢do de 30 graus durante 18 horas em atmosfera de 10% de CO0,. A seguir,
cada tubo foi levemente agitado por 5 segundos em agitador de tubos e, o meio de cultura
(contendo as células ndo aderidas) foi transferido para um segundo tubo. Entdo, 3 mL de
tampao fosfato de potéassio (0,05M, pH 7,0) foram adicionados ao tubo, o qual foi novamente
agitado por 5 segundos ¢ a solugdo tampao, contendo as células desprendidas, transferidos para
um terceiro tubo. Os tubos de nimero 2 e¢ 3 foram centrifugados durante 5 minutos a 10000
rpm e os precipitados ressuspendidos em 3 mL do mesmo tampao. Todos os tubos (n° 1, 2 e 3)
foram submetidos a sonicagdo durante 30 segundos com amplitude 10 em banho de gelo (Sonic
& Materials — Vibra Cell). A seguir, a densidade das suspensdes de células foi mensurada, em
espectrofotometro com comprimento de onda de 550 nm. A proporcao de células aderidas foi
calculada dividindo-se os valores de absorbancia obtido para os tubos de n° 1 pela soma dos
valores de absorbancia obtidos para todos os tubos (n° 1, 2 e 3), sendo o resultado expresso em
porcentagem. Como controle de aderéncia positivo foi utilizada, a cepa de S. mutans ATCC

25175. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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5. RESULTADOS

Identificagdo das cepas de S. mutans.

Foram isoladas 316 cepas de individuos livres de carie e 257 cepas de individuos
carie-ativos, destas 254 e 219 cepas, respectivamente, foram identificadas bioquimicamente
como S. mutans. Dentre todas as amostras de S. mutans analisadas, 96,74% das amostras
apresentaram resultados idénticos para identifica¢do bioquimica e por PCR, mostrando que
ambas as técnicas possuem um alto grau de confiabilidade e especificidade. Amostras que
ndo deram resultados positivos nas duas técnicas foram descartados. Dos isolados
inicialmente coletados e identificados como sendo S. mutans, um total de 299 cepas (155
provenientes do grupo livre de carie e 144 proveniente do grupo carie ativo) foram

utilizadas nas analises subseqiientes.

Genotipagem

Os sistemas que previamente se mostraram viaveis para detec¢do de polimorfismo
para S. mutans de acordo com Rosa (2001) foram: transaminase glutadmico-oxalacético
(GOT) — Tampao D; Leucina amino peptidase (LAP) — Tampao A; Manitol 1-fosfato
desidrogenase (M1P) — Tampao D; Manose fosfato isomerase (MPI) — Tampao A;
Nucleosideo fosforilase (NSP) — Tampao A; Fenilalanil-leucina peptidase (PLP) — Tampao
A. A Figura 7 mostra algumas das diferentes reagdes enzimaticas testadas. De acordo com
os diferentes perfis de bandeamento enzimaticos acessados, pode-se montar uma matriz de
dados binérios, que posteriormente foram analisados no programa UPGMA o qual

converteu estes dados em dendrogramas de similaridade.
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Manitol 1-fosfato desidrogenase (M1P) Manose fosfato isomerase (MPI)

Leucina amino peptidase (LAP) Fenilalanil-leucina peptidase (PLP)

Figura 7 — Apds eletroforese fatias do gel sdo corados para as diferentes reagdes enzimaticas.

A segunda técnica utilizada para analisar a variabilidade genética das cepas de S.
mutans foi o AP-PCR. A amplificagdo do DNA gendmico desta espécie, foi realizada com

dois diferentes primers arbitrarios, OPA-02 e OPA13 (Figura 8).

12345678 910111213141516 12345678 910111213141516 17

[ B W

Figura 8 — Gel de AP-PCR realizado com primer OPA-13 e OPA-02 respectivamente.
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Das 155 cepas analisadas no grupo de individuos livres de carie, o MEE foi capaz
de distinguir 27 genotipos distintos (de 2 a 4 genotipos por individuo), enquanto o AP-PCR
detectou 24 diferentes genotipos (de 1 a 4 gendtipos por individuo). No grupo de individuos
carie-ativos, das 144 cepas avaliadas pelas duas técnicas, foram caracterizados 51 genétipos
(de 4 a 11 gendtipos por individuo) e 44 genotipos (de 2 a 8 genotipos por individuo)
respectivamente. Para realizacdo do agrupamento genético foram consideradas cepas de
mesmo gendtipo, aquelas contendo similaridade igual ou superior a 95%. Os resultados de
ambas as técnicas para cepas pertencentes ao grupo de individuos livres de carie estdo
expressos na Tabela 4 e as cepas pertencentes aos voluntarios carie-ativos estdo expressos

na Tabela 5.
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Tabela 4 — Numero de gen6tipos obtidos no grupo de individuos livre de carie

Individuo Isolados (n) MEE AP-PCR
A 27 4 4
C 08 4 3
D 25 3 3
E 17 2 3
G 19 4 3
I 18 4 1
O 23 3 4
R 18 4 3
Total 155 27 24

Tabela 5 — Numero de gendtipos obtidos no grupo de individuos carie-ativos

Individuo Isolados (n) MEE AP-PCR
Cl 26 5 2
C2 19 11 8
C3 19 7 6
C4 15 6 6
C5 11 5 4
C7 20 8 7
C8 16 5 4
C9 18 4 7
Total 144 51 44
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O namero de cepas utilizadas de cada individuo nao demonstrou ser uma variavel de
influéncia no nimero de genotipos identificados, para ambos os grupos foram realizados
testes de correlagdo linear de Pearson, sendo que ndo foram encontradas correlagdes
estatisticamente significativas (p > 0,05).

Nao houve diferenga estatisticamente significante com relagdo ao numero de
genotipos quando comparadas as técnicas de MEE e AP-PCR em ambos os grupos (qui-
quadrado, p > 0,05), porém a ocorréncia de um nimero maior de gendtipos em individuos
carie-ativos foi estatisticamente significante para ambas as técnicas (Newman — Keuls p <

0,01). Os valores estdo expressos na Tabela 6.

Tabela 6 — Numero de genoétipos encontrados por ambas as técnicas (MEE e

AP-PCR) nos grupos de individuos livres de carie e carie-ativos.

Grupo Isolados (n) MEE AP-PCR
Livres de cérie 155 27% 242
Cérie-ativos 144 51° 44°

Teste Newman — Keuls p < 0,01
Diferentes letras demonstram diferenca estatistica entre os grupos analisados

(livres de carie e carie-atvos) em ambas as técnicas.

Para comparar o poder discriminatorio de ambas as técnicas, foi utilizado o indice
de Simpson proposto por Hunter & Gaston (1988). Para o calculo do indice proposto foi

utilizada a seguinte equacao:

S
D=1-—— > nj(n-1)
N (N-1) j=

N € o0 numero total de amostras
S € o numero total de genotipos

nj ¢ o numero de amostras pertencentes ao genotipo.

32



Esta equacdo pode ser aplicada para uma comparagao direta com relacdo ao poder
discriminatorio de técnicas de genotipagem, € para analisar o poder discriminatério de
técnicas de genotipagem combinadas (Hunter & Gaston, 1988). A Tabela 7 mostra os
valores obtidos por ambas as técnicas. E possivel observar que ambas as técnicas

demonstraram um alto poder discriminatério para genotipagem de cepas de S. mutans.

Tabela 7 - Coeficiente de discriminagdo de genotipagem das

técnicas de MEE e AP-PCR para cepas de S. mutans

Técnica  Isolados (n) Indice discriminatério
MEE 299 0,971
AP-PCR 299 0,968

Selecdo de amostras para os testes de viruléncia

Foram escolhidas, aleatoriamente de 2 a 3 cepas pertencentes a0 mesmo gendtipo
para que fossem realizados os testes de viruléncia. Nao foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa (ANOVA, p > 0,05) entre diferentes cepas de mesmo
gendtipo em nenhuma andlise de caracteristicas de viruléncia (Tabela 8), sendo que os
testes foram realizados em triplicata. Sendo assim, foi escolhida aleatoriamente uma cepa
representativa de cada genotipo para realizacdo da andlise das caracteristicas de viruléncia

apresentadas neste trabalho.
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Tabela 8: Dados ilustrativos comparativos das caracteristicas de
viruléncia testadas (pH final, % de células aderidas ao vidro e sintese de
glucano insoluvel) entre diferentes amostras pertencentes ao mesmo
genoétipo. Nao houve diferenga estatisticamente significante em nenhuma
das caracteristicas analisadas entre as amostras.

Amostras pH final DP % adesio” DP GI° DP
AP35 4,18 0,04 17,59 0,96 62,46 3,43

ADS 4,19 0,03 21,12 0,26 57,49 2,49
GD2 4,13 0,02 21,97 0,17 76,84 2,43
GP8 4,21 0,06 20,77 1,52 68,12 1,37
GS43 4,24 0,08 23,09 0,18 45,60 6,35
GS38 4,18 0,03 26,28 1,31 33,04 1,08
IS1 4,25 0,01 26,65 1,01 29,32 0,78
IP35 4,15 0,05 23,05 0,65 26,51 0,49
RP2 4,21 0,10 37,69 1,59 52,76 4,45
RD6 4,33 0,16 25,93 0,83 45,59 5,03
CIS1 4,18 0,09 22,19 0,54 54,28 3,01
C1S2 4,25 0,03 20,85 0,39 5043 5,64
C3P5 4,17 0,02 32,44 0,27 82,18 4,00

C3D14 4,19 0,04 20,38 0,31 7532 3,97
C3S13 4,24 0,08 29,27 035 77,10 3,28
C3D10 4,16 0,03 25,69 0,24 64,38 7,86

? valores de densitometria das bandas de GI observadas nos géis incubados com sacarose 5%
® valores de absorbancia das células aderidas ao vidro dividido pelos valores de absorbancia do total de

células, expressos em porcentagem.
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Valores de pH final

Os valores de pH final entre os gendtipos variaram no grupo de individuos livres de
carie de 4,08 a 4,66 (Figura 9), enquanto no grupo de individuos carie-ativos os valores
variaram de 3,97 a 4,36 (Figura 10). Os valores de pH final quando comparados entre os
dois grupos analisados ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa (ANOVA
p > 0,05), sendo que o valor de pH final do grupo livre de carie ficou em 4,27 contra um pH
final do grupo céarie-ativos de 4,21 (Figura 11). Os valores médios de pH final de ambos os

grupos ficaram muito proximos e estdo listados na Tabela 9.
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Figura 9: Valores médios (+ DP) do pH final dos genoétipos analisados dos individuos livres de

carie. Os valores variaram entre 4,08 a 4,66. As analises foram realizadas em triplicata.
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Figura 10: Valores médios (£ DP) do pH final dos genétipos analisados dos individuos carie-ativos.

Os valores variaram entre 3,97 a 4,36. As analises foram realizadas em triplicata
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Figura 11 — Valores médios de pH final de S. mutans
isolados de individuos livres de carie (LC) e individuos
carie-ativos (CA). O teste estatistico ANOVA nio

demonstrou diferenca entre os grupos estudados

Capacidade aderéncia ao vidro na presen¢a de sacarose

Foi encontrada uma grande variacao nos valores de adesdao ao vidro na presenca de
sacarose entre os genotipos pertencentes a cada individuo. No grupo de individuos livres de
carie a porcentagem de aderéncia variou de 5,11% a 61,06% (Figura 12) enquanto no grupo
de individuos cérie-ativos a variagdo ficou entre 3,56% e 71,53% (Figura 13). A média de
aderéncia dos S. mutans considerando os grupos ndo apresentou diferenga estatistica
significativa (ANOVA, p > 0,05) sendo os valores médios de 20,02% e 23,68%
respectivamente (Figura 14). Os valores médios de capacidade de aderéncia na presenca de
sacarose estdo expressos na Tabela 9. Encontramos uma correlagdo positiva
estatisticamente significante entre a sintese de glucanos insoluveis e a porcentagem de
células aderidas in vitro na presenga de sacarose (Spearman: r = 0,34; p = 0,02) de S.
mutans 1solados de individuos cérie-ativos (Figura 15), a qual ndo foi observada no grupo
composto por individuos livres de carie (Spearman: r = -0,03; p = 0,86) ilustrado na Figura

16.
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Figura 12: Valores médios de porcentagem de células aderidas ao vidro na presenca de sacarose (+
DP) entre os genoétipos pertencentes ao grupo de individuos livres de carie. Os valores variaram

entre 5,11% a 61,06%. As analises foram realizadas em triplicata
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Figura 13: Valores médios de porcentagem de células aderidas ao vidro na presen¢a de sacarose (+
DP) entre os gendtipos pertencentes ao grupo de individuos carie-ativos. Os valores variaram entre

3,56% a 71,53%. As analises foram realizadas em triplicata.
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Figura 14 - Valores médios de adesdo ao vidro na presenga de sacarose (+
DP), expressos em porcentagem, de S. mutans isolados de individuos livres
de carie (LC) e individuos carie-ativos (CA). O teste estatistico ANOVA

ndo demonstrou diferenca entre os grupos estudados
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Figura 15 - Distribuigcdo das médias dos genotipos de S. mutans pertencentes ao grupo de individuos carie-
ativos, quanto a porcentagem de células aderidas in vitro na presenga de sacarose e a sintese de glucanos

insoluveis. Observou-se uma correlagdo positiva estatisticamente significante (Spearman: r = 0,34; p = 0,02).
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Figura 16 - Distribuicao das médias dos genoétipos de S. mutans pertencentes ao grupo de individuos livres de
carie, quanto a porcentagem de células aderidas in vitro na presenca de sacarose e a sintese de glucanos
insoltveis. Nao foi observada uma correlagdo positiva estatisticamente significante (Spearman: r = -0,03; p =
0,86).
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Producdo e atividade de GTF

A principal banda de GI considerada para analise densitométrica foi a
correspondente a GTF de migracdo mais lenta, interpretada como GTF-B. Os glucanos
produzidos pela GTF com migra¢do mais rdpida ndo foram considerados na analise
densitométrica uma vez que esta GTF sintetizou menos GI, produzindo uma banda de
glucanos muito fraca e de dificil quantificacao. Os valores de densitometria das bandas de
GTF observadas nos géis corados com Coomassie blue ndo mostraram diferencga
estatisticamente significativa, os valores da DO foram de 0,36 (livres de cérie) a 0,41 (carie
ativos), mostrando que a quantidade de proteinas nao foi um fator limitante. A Figura 17
ilustram as bandas protéicas de GTF coradas com Coomassie blue e as respectivas bandas
de glucano insoluvel em 4gua, sintetizado apds incubagdo com sacarose. Os valores
normalizados da intensidade das bandas de GI variaram de 0,26 a 0,87 entre os genotipos
do grupo livre de cérie (Figura 18) e entre 0,50 e 0,95 entre os genotipos provenientes do
grupo composto de individuos carie-ativos (Figura 19). A sintese média de GI produzidos
foi significantemente maior no grupo de individuos carie-ativos, quando comparada com o
grupo de individuos livres de céarie (Mann — Whitney p < 0,01) e estdo representados na
Tabela 9. A razdo de atividade enzimdtica de GTF também foi maior no grupo de
individuos carie-ativos comparado ao outro, embora a diferenca ndo tenha sido

estatisticamente significante (p > 0,05). A Figura 20 mostra a sintese média de GI nos dois

grupos estudados.

Figura 17 - Analise de géis de poliacrilamida-SDS das proteinas secretadas no sobrenadante de
cultura de cepas de S. mutans. (A) Coloragdo com Coomassie Blue (B) Detecgdo da sintese de GI
apos incubagdo dos géis de poliacrilamida a 37°C em solugdo de sacarose 5%. As bandas superiores
correspondem a GTF-B. Linhas 1, 2 e 3 correspondem a amostras de voluntarios livres de carie

enquanto as linhas 4 e 5 correspondem a amostras de voluntarios carie-ativos.
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Figura 18: Sintese de glucanos insoliveis médias (= DP) dos gendtipos de S. mutans provenientes
de individuos livres de carie. Os valores variaram de 0,26 a 0,87 unidades. As analises foram

realizadas em triplicata.
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Figura 19: Sintese de glucanos insoliveis médias (= DP) dos gendtipos de S. mutans provenientes
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de individuos carie-ativos. Os valores variaram de 0,50 a 0,95 unidades. As analises foram

realizadas em triplicata
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Figura 20 — Sintese média de GI por cepas de S. mutans
isolados de individuos livres de carie (LC) e individuos carie-
ativos (CA). A analise de varidncia de Mann-Whitney mostrou
diferencga estatisticamente significativa na intensidade média

das bandas de GI nos diferentes grupos estudados
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Tabela 9 — Valores médios da expressao de GTF, sintese de GI, razdo de atividade de GTF,
porcentagem de aderéncia ao vidro na presenca de sacarose e pH final dos genotipos de S.

mutans 1solados de individuos livres de carie e carie-ativos.

Fatores de viruléncia de S. mutans Livres de cérie Cérie-Ativos Teste
(n=8) (n=8) estatistico
Produgéo de GTF * 0,36 + 0,06 0,41 + 0,06 Anovap=0,13
Sintese de GI ” 0,48+ 0,11 0,66+ 0,08 | Mann-Whitney
p <0,01

Razio de atividade de GTF © 1,47 + 0,44 1,75+ 0,36 Anova p =0,18
% de aderéncia ¢ 20,02 £ 7,05 23,68 + 8,03 Anova p = 0,62
pH final 4,27+0,16 4,21 £ 0,09 Anova p = 0,32

Média £ desvio padrio

? valores de densitometria das bandas de GTF observadas nos géis corados com Coomassie blue

® valores de densitometria das bandas de GI observadas nos géis incubados com sacarose 5%

¢ valores de densitometria das bandas de GI normalizados pelos valores de densitometria das bandas de GTF

¢ valores de absorbancia das células aderidas ao vidro dividido pelos valores de absorbancia do total de

células, expressos em porcentagem

46



6. DISCUSSAO

Clones bacterianos podem estar associados com a maior viruléncia de determinadas
espécies de microrganismos como demonstrado, por exemplo, em Haemophilus influenzae
(Musser et al. 1988) e Actinobacillus actinomycetemcomitans (Mayer et al., 1999).
Entretanto, pouca informagao existe disponivel sobre a relagdo entre a diversidade clonal e
as caracteristicas de viruléncia de S. mutans assim como seu comportamento quando
comparados cepas isoladas de individuos livres de cérie e carie-ativos.

Segundo Gronroos & Alaluusua (2000) e Redmo-Emanuelsson et al. (2003), clones
de S. mutans colonizam sitios especificos da cavidade oral, portanto, para a realizagdo deste
trabalho, a fim de obtermos uma amostra significante de toda cavidade oral, foram
coletadas amostras de saliva, placa dental e saburra de lingua dos individuos. Nos
individuos com lesdes de cérie ativas, a placa que recobria a lesdo foi removida e utilizada
na analise, pois segundo Beighton & Brailsford (1999), a presenga da placa bacteriana
sobre a lesdo pode mudar significativamente o nimero de microrganismos € a composi¢ao
da microbiota presente na dentina cariada, o que torna necessario a sua completa remogao.
Matos-Nascimento (2002), encontrou genoétipos de S. mutans tanto no biofilme dental
sobreposto a lesdo de carie, tanto corondria como radicular, idénticos aos encontrados no
interior da lesdo, porém ndo necessariamente todos os gendtipos presentes no biofilme
dental foram encontrados no interior da lesao.

Estudos envolvendo bactérias, parasitas e fungos estabeleceram concordancia nos
resultados obtidos por AP-PCR e por MEE (Tybayrenc et al.1993; Wang et al. 1993;
Brandt et al. 1995; Pujol et al. 1997) sendo que alguns sugeriram que o AP-PCR pode ser
mais discriminatorio quando comparado com o MEE (Tybayrenc ef al. 1993; Brandt et al.
1995), entretanto, o grau de reprodutibilidade e a dificuldade em comparar diferentes
padrdes pelo AP-PCR tém sido discutidos (Penner et al. 1993; Power, 1996). J4 o MEE ¢
descrito por Boerlin (1997) como uma técnica com alta reprodutibilidade, que abrange um
amplo campo de aplicabilidade, desde a identificagdo de espécies até¢ a diferenciagdao de
clones de uma mesma espécie.

Com o desenvolvimento de diversas técnicas baseadas no DNA para comparagdo de
isolados independentes de um microrganismo, passa a ser interessante verificar se estes

métodos de genotipagem, de fato, apresentam poder de discriminagdo genética entre
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amostras ndo relacionadas e se o método a ser utilizado, consegue discriminar entre
amostras altamente relacionadas, porém de amostras distintas (Pujol et al., 1997).

Os métodos comparados neste estudo mostraram um grande poder em distinguir
diferencas em isolados altamente relacionados de S. mutans. Este dado pdde ser confirmado
de acordo com os valores discriminatdrios apresentados por ambas as técnicas. Hunter &
Gaston, (1988), propuseram o emprego do indice de Simpson, para determinar o poder
discriminatorio de um método, que segundo o autor, reflete a habilidade em distinguir
diferentes amostras. Os resultados encontrados foram considerados como de alto poder
discriminatorio para ambas as técnicas, sendo que o MEE obteve um indice de 0,971 contra
0,968 com AP-PCR. No grupo de individuos livres de carie, com a técnica de MEE, foi
possivel detectar 27 clones em 8 diferentes individuos enquanto que pelo AP-PCR foram
detectados 24 clones. No segundo grupo estudado, foi possivel discriminar dentre 144
amostras provenientes de 8 individuos carie-ativos, 51 genotipos pela técnica de MEE
contra 44 por AP-PCR.

Segundo Alaluusua et al. (1996), um maior nimero de gendtipos podem ser
encontrados se um maior nimero de cepas forem estudadas, no entanto no presente estudo
foi possivel observar que o niimero de cepas analisadas ndo se relaciona com o numero de
perfis genéticos. Para ambos os grupos (livres de carie e carie-ativos), foram realizados
testes de correlacdo linear de Pearson, sendo que ndao foram encontradas correlagdes
estatisticamente significativas (p > 0,05) entre o numero de amostras avaliadas e o nimero
de genotipos encontrados em ambas as técnicas empregadas, permitindo concluir que a
amostragem utilizada no presente estudo foi suficiente para que possamos afirmar nossas
conclusoes.

Diversos autores tém demonstrado existir uma diversidade genética intraindividual
de S. mutans utilizando diferentes métodos de genotipagem (Saarela ef al. 1996; Alaluusua
et al. 1996; Gronroos & Alaluusua, 2000; Redmo-Emanuelsson et al. 2003). Porém nao ha
um consenso sobre a relacao de atividade de cérie com a diversidade genética de S. mutans.
Alaluusua et al. (1996) avaliaram a diversidade de cepas de S. mutans em criangas livres de
carie e com carie de mamadeira, pela analise do padrao de restricido do DNA ribossomico
(ribotipagem). Estes autores identificaram mais de um ribotipo de S. mutans entre as

criancas que apresentavam carie rampante, enquanto que apenas uma crianca livre de carie
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apresentou mais de um ribotipo sugerindo que individuos com maior atividade de carie
apresentam maior diversidade de clones de S. mutans. Por outro lado, Kreulen et al (1997)
sugerem que clones especificos de S. mutans sdo selecionados em criangas com alta
atividade de carie. Esses autores avaliaram a diversidade de clones de S. mutans isolados de
7 pares de irmaos, sendo que um dos irmdos apresentava carie rampante € o outro baixa
atividade de carie. Neste estudo, foi possivel verificar que as criangas que apresentavam
carie rampante apresentavam apenas um clone de S. mutans, enquanto os irmaos com baixa
atividade de carie apresentavam de 2 a 5 clones distintos.

No presente estudo por ambas as técnicas empregadas, foram encontrados um maior
numero de gendtipos na cavidade oral de individuos cérie-ativos quando comparado aos
individuos livres de cérie, sendo esta diferenca estatisticamente significativa (teste Newman
— Keuls p < 0,01), corroborando estudos prévios de Alaluusua et al. (1996). Assim como
estes autores acreditamos que a existéncia de multiplos genotipos bacterianos na placa
dental pode ser conseqiiéncia de circunstancias favoraveis a colonizagdo de estreptococos
do grupo mutans, onde um ambiente mais propicio possa suportar este crescimento de
multiplos gendtipos mais adaptados a este ambiente cariogénico, muito embora seja
possivel que a acdo simultdnea de algumas cepas com potenciais cariogénicos distintos
possam elevar o risco a carie. O biofilme dental ¢ composto por uma comunidade
bacteriana complexa, que alberga diversos microrganismos, inclusive S. mutans, o qual esta
exposta a diversas situacOes de estresse fisiologico, como excesso ou limitagdo de
nutrientes, baixo pH, alta osmolaridade, oxidacdo e freqiliente exposi¢do a antimicrobianos
(Marsh, 2000).

A adaptagdo a um ambiente altamente competitivo por transformacgdo genética, nao
ocorre freqiientemente, porém quando esta ocorre, pode ser altamente vantajoso para o
microrganismo, podendo este adquirir um gene de resisténcia a antibidtico ou um fator de
viruléncia, promovendo grande vantagem seletiva (Li et al., 2001). Paddick et al., (2003)
avaliaram o efeito do ambiente na diversidade genotipica de A. naeslundii e S. oralis no
biofilme dental proveniente de individuos livres de cérie e cérie-ativos. Nesse trabalho, os
autores encontraram um numero de genotipos de A. naeslundii muito proximos em ambos
os grupos, porém, o numero de genotipos de S. oralis isolados do biofilme proveniente de

individuos cérie-ativos, foi superior, estatisticamente significativo, quando comparado com
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o grupo de individuos livres de carie. Os autores sugerem que devido ao constante estresse
ambiental, como a queda de pH, pode alterar a diversidade ecolodgica do biofilme dental
para algumas espécies bacterianas. Nossos resultados de maior diversidade em isolados de
individuos cérie-ativos, sugerem que semelhantes fendomenos possam ocorrer com o S.
mutans.

Comparagdes entre resultados obtidos com criangas e adultos devem ser realizadas
com cuidado, devido a limitacdo do pleno conhecimento das diferengas existentes na
ecologia oral de ambas as populagdes assim como o niimero de participantes e diferencas
no numero de cepas. Saarela et al. (1993), demonstraram a presenga de ribotipos idénticos
de S. mutans e outros microrganismos periodontopatdogenos entre casais de marido e
mulher, sugerindo que a presenca de um maior nimero de ribotipos em adultos se deve ao
fato de um grande numero de oportunidades de transmissdo ao longo dos anos. Redmo-
Emanuelsson et al. (2003), estudaram uma populag¢ao de individuos com CPOD variando
de 3 a 16, com experiéncia de lesdes de caries passadas, com idade variando de 20 a 40
anos e encontraram até 7 gendtipos distintos na cavidade oral destes individuos. Estes
resultados sdo interessantes uma vez que no presente trabalho foi possivel encontrar,
independente da técnica empregada, no grupo de individuos livres de carie de 1 a 4
gendtipos e no grupo de cérie ativos de 2 a 11 gendtipos distintos.

Emilson et al. (1987), demonstraram que cepas isoladas de individuos pertencentes
a uma populagcdo com baixissima incidéncia de carie eram capazes de induzir lesdes de
carie avangadas em modelo animal. Os autores sugerem que a baixa atividade de cérie
apresentada por esta populagdo nio se deve a auséncia de viruléncia dos S. mutans que
colonizam estas pessoas, mas por outros fatores como a dieta. Em contraste Kohler &
Krasse (1990) observaram que cepas de S. mutans isoladas de criangas livres de cérie
portadoras de altos niveis de S. mutans demonstraram baixa cariogenicidade em modelos
animais, quando comparadas com outras cepas de mesma espécie, isoladas de criangas
altamente infectadas. Estas divergéncias encontradas na literatura demonstram a
complexidade envolvida na expressdo de viruléncia por microrganismos cariogénicos.

No presente estudo, o pH final das cepas de S. mutans provenientes de individuos
carie-ativos apresentaram valores ligeiramente mais baixos do que as cepas do grupo de

individuos livres de carie, porém, nao foi possivel estabelecer uma correlagao entre os
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valores de pH final e o indice de cérie dos individuos. Em concordancia a estes resultados
Kohler et al. (1995) e Mattos-Graner et al. (2000), também nao demonstraram nenhuma
relacdo entre a acidogenicidade e a atividade de céarie em cepas de S. mutans isoladas de
humanos com alto e baixo indice de carie. Estes resultados demonstram que outros fatores
além da produgdo de acido sdo de grande importancia no desenvolvimento da carie, como
alteragdes na microbiota oral, fatores salivares, exposi¢do ao flior e a freqiiéncia de
ingestao de agucares fermentaveis (Tanzer, 1989). De acordo com van Palestein-Helderman
et al. (1996), as diferencas na experiéncia de carie sdo mais bem explicadas em funcdo de
habitos dietéticos do individuo que pela espécie bacteriana envolvida.

A sintese de glucanos insoluveis a partir de sacarose ¢ um importante fator de
viruléncia de S. mutans, permitindo o acimulo destes microrganismos nas superficies dos
dentes (Smith & Taubman, 1997). Ooshima et al. (2001) realizaram estudos utilizando
cepas mutantes deficientes em um, dois ou trés genes que codificam as GTF-B, GTF-C e
GTF-D, demonstrando que na auséncia de um ou mais genes as cepas sdo capazes de
aderirem significativamente menos ao vidro na presenca de sacarose quando comparado a
uma cepa selvagem. Estudos realizados em modelos animais utilizando cepas que ndo
expressam GTF-B e GTF-C produziram significativamente um menor niimero de lesdes de
carie em superficies dentarias lisas e oclusais em ratos, quando comparada com cepas
selvagens (Yamashita ef al. 1992).

A capacidade de aderéncia dos S. mutans nao apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos analisados, apesar de a média apresentada pelas cepas de S.
mutans proveniente dos individuos caries-ativos terem sido ligeiramente superior. Estes
dados estdao de acordo com Mattos-Graner et al. (2000), entretanto, os valores da sintese de
glucanos insoliveis demonstraram correlagdo positiva significativa com a porcentagem de
células aderidas in vitro na presenca de sacarose pelos S. mutans provenientes do grupo de
individuos carie-ativos, mas nao quando comparadas com amostras provenientes de
individuos livres de carie, sugerindo que amostras de S. mutans isolados de individuos
carie-ativos sdo melhores colonizadores e possivelmente possuem maior capacidade de
induzir céarie. A atividade de enzimas GTF-B e GTF-C estd associada com a aderéncia
sacarose-dependente em superficies lisas tanto em experimentos in vitro (Tsumori &

Kuramitsu, 1997), como em modelos animais (Smith ef al., 1982).
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A ligagdo bacteriana aos glucanos sintetizados pelas GTFs pode ser mediada por
proteinas ligantes de glucano (GBPs) associadas a parede celular. Muitas proteinas com
propriedades de ligar glucano tém sido identificadas em S. mutans, como a GBP-A, GBP-B
e GBP-C, embora suas fungdes bioldgicas nao estejam esclarecidas.

Nossos resultados mostraram que as cepas de S. mutans dos individuos carie-ativos
apresentaram uma sintese de glucanos insoliveis maior, sendo esta diferenca
estatisticamente significativa, comparada as cepas de individuos livres de céarie
corroborando resultados encontrados por Mattos-Graner (2000). Esta diferenca encontrada
na producdo de glucanos insoliiveis ndo esta relacionada com uma possivel diferenca na
quantidade de proteinas utilizadas, visto que os valores da densitometria das GTFs nao
mostraram diferenca estatisticamente significante. Estes dados estdo de acordo com estudos
de Alaluusua et al., (1997), os quais ndo observaram relacdo positiva entre a atividade de
carie e a produgdo de GTF produzida por cepas de S. mutans isoladas de criangas livres de
carie e com carie de mamadeira.

A detec¢do de um maior numero de gendtipos em cepas isoladas de individuos
carie-ativos e a maior capacidade destas cepas em sintetizar glucanos insoluveis a partir de
sacarose, sugere esta ser uma importante caracteristica de viruléncia associada a carie
dental. No entanto, s30 necessarios estudos para uma maior analise dos genes gtf e das
proteinas ligantes de glucanos (GBPs) na tentativa de compreender o papel de genes e

proteinas ligantes com relagdo a carie dental.
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7. CONCLUSOES

1. As técnicas de MEE e AP-PCR foram eficazes e discriminatdrias na genotipagem

de Streptococcus mutans.

2. Existe um maior nimero de genotipos de S. mutans em individuos carie-ativos

comparado a individuos livres de cérie.

3. Nao houve diferenga entre os valores de pH final e entre a capacidade de adesdo ao

vidro na presenca de sacarose das cepas de S. mutans e a presenga de carie.

4. Existe uma maior sintese de glucanos insoluveis entre cepas de S. mutans de

individuos carie-ativos comparado a de individuos livres de carie.
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