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STREPTOCOCCUS MUTANS E SEU METABOLISMO
A NIVEL MOLECULAR NO CONTEXTO
ECOLOGICO DA DOENCA CARIE

Streptococcus mutans and its metabolism at the molecular
level in the ecological context of dental caries

RESUMO

Objetivo: Durante décadas, o Streptococcus mutans foi con-
siderado o principal agente etiolégico da doenga cérie. Esta
revisdo apresentara seu histérico e metabolismo a nivel
molecular. Ao entender as vias metabdlicas do S.mutans
envolvidas no desenvolvimento de lesGes cariosas, serad
possivel desenvolver novos métodos de modulagdo de
biofilmes no controle da doenca cérie e elucidar a neces-
sidade de continuar pesquisando essa bactéria. Revisido
de literatura: Embora o S. mutans ndo constitua uma pro-
porg¢do significativa na colonizagdo da microbiota bucal
da denticdo higida, essa propor¢do aumenta quando ha
acidificacio continua do biofilme, associada ao excesso de
carboidratos na dieta do hospedeiro. Isso ocorre devido a
um conjunto de fatores de viruléncia, tais como, adesio,
formag3do de biofilme, acidogenicidade, aciduricidade,
atividades de proteases, produc¢io de mutacinas e vias
de transducio de sinal. Cada uma dessas propriedades,
coordenadamente, alteram a ecologia do biofilme dental.
Discussdo: Ainda é relevante entender o metabolismo do
S. mutans como microrganismo modelo em lesdes cariosas
devido a seus indmeros fatores de viruléncia. Porém, no
contexto da doenga cirie como uma disbiose, estratégias
terapéuticas antimicrobianas, mais especificamente anti-S.
mutans, voltadas para a eliminagio do microrganismo, po-
dem nio ser a chave do controle da doenga cérie, enquanto
amodulac¢io do microbioma podera se tornar o futuro das
clinicas odontolégicas. Conclusdo: Biofilmes associados
a doenca cérie compreendem um ecossistema diverso,
sugerindo uma etiologia polimicrobiana, porém, estudos
futuros que visem a prospecgio, ao desenvolvimento e a
inter-relagdo do S. mutans com outros microrganismos e
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ABSTRACT

Aim: For decades, the Streptococcus mutans was consi-
dered the main agent of caries. This review will show
its history and metabolism at the molecular level. By
understanding its metabolic pathways involved in the
development of carious lesions, it can be possible to
develop new methods of modulating biofilms in the
control of caries, as well as to elucidate the need to
continue researching this bacterium. Literature review:
Although S. mutans does not constitute a significant
proportion in the colonization of the oral microbiota
of the sound dentition, its proportion increases when
there is continuous acidification of the biofilm, asso-
ciated with excess carbohydrates in the host diet. This
is due to a set of virulence factors, such as adhesion,
biofilm formation, acidogenicity, aciduricity, proteases
activity, mutacins production and signal transduction
pathways. Each of these properties coordinately alters
the ecology of the dental biofilm. Discussion: It is still
relevant to understand the metabolism of S. mutans as
a model microorganism in carious lesions due to its
numerous virulence factors. However, in the context
of caries as a dysbiosis, antimicrobial therapeutic
strategies, more specifically anti-S.mutans, aiming
to eliminate the microorganism, may not be the key
to caries control, and the microbiome modulation
may become the future of dental clinics. Conclusion:
Biofilms associated with caries disease comprise a
diverse ecosystem, suggesting a polymicrobial etiolo-
gy, however, future studies aimed at the prospection,
development and interrelationship of S. mutans with
other microorganisms and with the human host are
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com o hospedeiro humano ainda sio justificados a  still justified in order to unravel the ‘homeos-
fim de desvendar a transi¢ao ‘homeostase-disbiose’.  tasis-dysbiosis’ transition.
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INTRODUCAO

O corpo humano e seu microbioma sdo capazes de conviver em equilibrio e simbiose
e, por isso, tem sido entendido como um “superorganismo”. Porém, até pouco tempo, era
atribuido ao microbioma humano uma percepc¢io dualista de bem e mal, onde espécies
especificas estariam envolvidas no desenvolvimento de doencgas do hospedeiro humano. A
deteccdo e a eliminag¢io desses microrganismos especificos seriam essenciais para controle
de tais doencas’. Dentre esses microrganismos, o Streptococcus mutans se destacou como
odontopatdgeno e principal agente etiolégico da carie. Por esse motivo, diversas estratégias
diagnésticas, preventivas e terapéuticas eram direcionadas contra essa bactéria no trata-
mento de doenga carie*?.

Porém, a microbiota associada a cirie é composta por um ecossistema extraordinaria-
mente diverso, no qual outras bactérias também possuem potencial para causar a desmi-
neralizagio da estrutura dentdria®. O préprio S. mutans foi isolado em individuos saudéaveis,
tanto no biofilme quanto na saliva, apesar do seu enriquecimento estar associado a carie®.
Por esses motivos, em 1994, foi proposto que a doenga cdrie seria caracterizada como uma
disbiose, ou seja, um desequilibrio ecolégico causado pelo consumo inadequado de agtcar.
Essa é a teoria ecolégica da céarie®, que explica que o biofilme em desequilibrio, e ndo apenas
a presenca de um odontopatégeno, estaria envolvido no processo carioso. Nesse novo con-
texto, estratégias de tratamentos individualizados deveriam ser projetadas com a finalidade
de moldar o microbioma bucal para manutenc¢io da homeostase, de forma a permitir que o
hospedeiro viva com seus microrganismos uma relagio de equilibrio dindmico’.

Contudo, os achados sobre os fatores de viruléncia do S. mutans reforcam a necessi-
dade de entender seu metabolismo e elucidar os diversos mecanismos envolvidos em sua
patogenicidade. Embora o S. mutans apresente vantagens competitivas dentro do biofilme
cariogénico, entender sua interagio com o restante da microbiota ainda pode ser essencial
para o entendimento do processo carioso. Nesta revisio, iremos narrar a histéria desse mi-
crorganismo e seu metabolismo a nivel molecular. Talvez, ao entender suas vias metabdlicas
principais, envolvidas com o desenvolvimento de lesdes cariosas, possa-se refletir sobre
novos métodos de modulagio de biofilmes ecolégicos, como a partir do uso de prébioticos/
probidticos no controle da doenca cérie.

REVISAO DA LITERATURA

O Streptococcus mutans foi isolado, em 1924, por J. Clarke®, que inicialmente o chamou
de estreptococos mutantes, por suas células serem de forma ovalada e diferirem dos outros
estreptococos ja conhecidos’. Estudos taxondémicos revelaram que tratava-se de um micror-
ganismo pertencente ao filo Firmicutes, em formato de coco, Gram-positivo, anaerébio facul-
tativo e catalase-negativo’. A maioria das cepas isoladas é a-hemolitica ou ndo-hemolitica e
podem ser encontradas em quatro sorotipos: ¢, €, f e k’>". A classificagdo sorolégica de S. mutans
baseia-se na estrutura do polissacarideo ramnose-glicose da parede celular bacteriana, com
aproximadamente 75% das cepas isoladas da placa dentdria pertencentes ao sorotipo ¢, 20%
para o sorotipo €, e 0s 5% restantes classificados como sorotipos f ou k*.
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Embora abordagens bioquimicas e genéticas para dissecar a biologia de S. mutans sejam
aplicadas h& pelo menos quatro décadas, a publicagdo da sequéncia completa do genoma
da cepa de S. mutans UA159" forneceu informagdes mais completas sobre sua adaptac¢io de
sobrevivéncia no ambiente bucal, defesa contra fatores do hospedeiro e uso de produtos
genéticos que mantém seu nicho contra concorrentes microbianos. Sequéncias completas
dos genomas de dezenas de cepas de S. mutans tém sido disponibilizadas em bancos de dados
publicos, como o National Center for Biotechnology Information (NCBI)*. Esse influxo de sequéncias
gendmicas levou a um aumento de estudos gendémicos comparativos focados em S. mutans®™.
Um dos primeiros estudos, baseado na sequéncia do genoma de 57 isolados clinicos de S.
mutans geograficamente e temporalmente diversos, concluiu que o pan-genoma (conjunto
de todos genes essenciais e dispensaveis disponiveis) de S. mutans contém aproximadamen-
te 3.296 genes possiveis, enquanto cerca de 1.490 genes sdo comuns a todas as cepas’. Esse
mesmo estudo demonstrou que a populagdo de S. mutans aumentou 4,8 a 5,5 vezes desde a
origem da agricultura, ao utilizar estratégias adaptativas por recombinagio genética em 14
genes relacionados a selegdo positiva, em sua maioria envolvida no metabolismo do agtcar
ou na tolerdncia acida®.

Em um estudo que avaliou a caracterizagio fenotipica, ou seja, baseada em descritores
morfofisiolégicos®, foi encontrada uma grande variagdo relacionada a viruléncia, incluindo
a capacidade de formar biofilme na presenca de sacarose e a capacidade de tolerar baixo pH
e estresse oxidativo. Sugere-se, entdo, que nem todas as cepas de S. mutans sdo igualmente
virulentas. Por esse motivo, as tentativas de correlacionar certos gendtipos (entende-se que
gendtipos iguais apresentam a mesma composi¢io genética) de S. mutans com a incidéncia
de doenca cérie se mostraram tdo dificeis™ .

Fatores de Viruléncia de Streptococcus mutans

Um conjunto de fatores de viruléncia é conhecido para que o S. mutans se torne capaz de
colonizar e de aumentar em propor¢ao no biofilme cariogénico, os quais residem em trés atri-
butos principais: 1) a capacidade de sintetizar grandes quantidades de polimeros extracelulares
de glucano; 2) a capacidade de transportar (internaliza¢io do agticar para o interior da célula)
e metabolizar uma ampla gama de carboidratos em &acidos organicos (acidogenicidade); e 3) a
capacidade de crescer sob condi¢des de estresse ambiental, particularmente baixo pH (aciduri-
cidade)®. H4 também outras menos estudadas, como as atividades de proteases, a produgio de
mutacinas e a via de transduco de sinal (sistema de transduc¢io de sinal de dois componentes e
quorum sensing). Cada uma dessas propriedades, coordenadamente, alteram a ecologia do biofilme
dental* e algumas podem estar associadas ao desenvolvimento da carie radicular®. As subse¢des
a seguir descreverdo cada um dos fatores de viruléncia identificados na literatura.

Adesdo a Superficie Dentaria e Formacao de Biofilme

A adesio de S. mutans as superficies dentdrias constitui o passo inicial da colonizacio
e subsequente formacgio de biofilme. Pode ser mediada por meios independentes de sacaro-
se e sacarose-dependentes. A adesdo independente da sacarose aos componentes salivares
presentes na pelicula adquirida pode iniciar o processo de fixagdo, envolvendo proteinas de
superficie da familia de adesinas spaP, também chamadas de antigenos I e II (AgI/II) ou de
P1, as quais se ligam a componentes da pelicula salivar, como por exemplo as aglutininas
salivares, e a outras bactérias do biofilme** Porém, a adesdo dependente da sacarose parece
ser a principal responsével pelo estabelecimento da colonizagdo do S. mutans na superficie
dentdria®, a partir de glucosiltransferases (Gtfs). Essas enzimas hidrolisam a sacarose em
glicose e frutose e polimerizam as moléculas de glicose liberadas, formando polissacarideos
extracelulares (PEC) denominados glucanos®.
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Diversos tipos de glucano sdo produzidos e variam na solubilidade em 4gua, dependendo
do tipo e da proporc¢do das ligagdes entre as moléculas de glicose. Os glucanos insoltveis em
4gua sdo aqueles em que prevalecem as liga¢des do tipo a-(1-3) e sdo considerados os mais
importantes na formag¢do de uma matriz extracelular insolivel, essencial para o acimulo
de S. mutans no biofilme®"*, J4 os glucanos soluveis, ricos em liga¢&es tipo a-(1-6), parecem
funcionar como um reservatério extracelular de agticares, sendo hidrolisado por outras exo-
enzimas, denominadas dextranases®. A GtfB catalisa a sintese de glucanos ricos em ligacdes
do tipo a-(1-3), também chamados de mutanos. A GtfC catalisa a sintese de glucanos com
os dois tipos de ligac¢des, a-(1-3) e a-(1-6). Por fim, a GtfD catalisa a sintese de glucanos com
ligagdes a-(1-6), também chamados de dextranos®.

A sintese de frutanos também ocorre extracelularmente a partir da ligagdo de molécu-
las de frutose liberadas pela hidrélise da sacarose. Os frutanos sido sintetizados pela enzima
frutosiltransferase (Ftf), a qual é codificada pelo gene sacB*. Embora demonstre-se que o
frutano possa contribuir para a formacao de biofilme ao interagir com o glucano®, os fruta-
nos sio soltveis em 4gua e, portanto, seu papel na formagdo da matriz extracelular de PEC é
limitado. Acredita-se que o principal papel dos frutanos na viruléncia de S. mutans seja o fato
de atuarem como reservatodrios extracelulares de substratos, durante os periodos de escassez
de nutrientes. Assim, exoenzimas do tipo frutanases, também sintetizadas por S. mutans e
codificadas pelo gene fruA, hidrolisam estes polissacarideos, para que os monossacarideos
de frutose sejam transportados para o interior das células e metabolizados® (Figura 1A).

Outra importante proteina nesse processo de adesio chama-se proteina ligante de
glucano (Gbp, de glucan-binding protein). O S. mutans produz pelo menos quatro tipos distintos
de Gbps, sendo elas GbpA, GbpB, GbpC e GbpD. Por serem proteinas extracelulares, normal-
mente associadas a parede celular de S. mutans, acredita-se que as Gbps sejam importantes
para o crescimento dessa bactéria na presencga de sacarose, pois formam uma estrutura
que liga as superficies da célula a matriz extracelular de glucanos®. Nesse cendrio, a GbpB é
considerada a mais associada a viruléncia de S. mutans®.

O DNA extracelular (eDNA) que é gerado a partir de células lisadas de uma subpopu-
lagdo da comunidade, demonstrou desempenhar um importante papel na manutencio de
biofilmes maduros de S. mutans®. Além dos polimeros de agtiicar, o eDNA também exerce
funcio importante no desenvolvimento do biofilme e acredita-se que esteja envolvido no
fornecimento de substratos para as células adjacentes, na integridade e na manutencio da
estrutura tridimensional de biofilmes e na troca de material genético. Parece que sua presenca
regula a expressdo de adesinas e GbpB e C*%, consequentemente, influencia na capacidade
de adesdo do microrganismo.

Acidogenicidade

A espécie S. mutans é capaz de fermentar a maior variedade de carboidratos entre
todas as espécies de bactérias Gram-positivas conhecidas até o momento. A velocidade de
producio de 4cido pelo S. mutans, quando testada em um pH na faixa de 7,0 a 5,0, excede
a de outros estreptococos orais na maioria dos casos®, podendo variar de um isolado para
outro'. Portanto, a recuperac¢do para um pH neutro é prolongada, favorecendo a alteragio
ecolégica e consequente desmineralizagdo da estrutura dentaria®.

Uma via glicolitica completa foi demonstrada na cepa S. mutans UA159, levando a produ-
¢do de piruvato, que é entdo reduzido, quando em excesso, a varios produtos de fermentacio,
sendo eles 4cido l4tico, formato, acetato e etanol”. Em condi¢des de excesso de carboidratos,
o 4cido latico é o produto final glicolitico predominante. Formato, acetato e etanol sdo pro-
duzidos principalmente sob condi¢des de limitagdo de carboidratos®. Devido ao seu baixo
valor de pKa (constante de dissociagio acida), o 4cido latico é capaz de desmineralizar a es-
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trutura dentdria de forma mais eficaz quando comparado a outros subprodutos glicoliticos*.
As enzimas responsaveis pelo metabolismo do piruvato incluem piruvato desidrogenase,
piruvato formato-liase, fosfotransacetilase, acetato quinase, lactato desidrogenase, dlcool
desidrogenase e acetoina desidrogenase®.

Devido as drasticas varia¢des nas concentragdes de nutrientes disponiveis a partir
da dieta do hospedeiro, as bactérias dos biofilmes dentais precisam se adaptar para en-
frentarem esta condigio de estresse. O genoma de S. mutans contém diversos maquinérios
enzimaticos para metabolismo de glicose, frutose, sacarose, lactose, galactose, manose,
celobiose, B-glucosideos, trealose, maltose/maltodextrose, rafinose, ribulose, melibiose,
isomaltossacarideos, amido e, possivelmente, sorbose. Como exemplo, dentre os agrupa-
mentos de genes identificados para tal, o gene estrutural da pululanase, pulA (SMU.1535-
1541) é o responsével pela sintese e degrada¢io do amido. O S. mutans também é capaz de
converter varios agicares dlcoois em intermediarios glicoliticos, e genes para o metabo-
lismo do sorbitol e manitol também estdo presentes. Uma recente andlise de bibliotecas
metatranscriptéomicas demonstrou o potencial uso de sorbitol por S. mutans como uma
fonte adicional de carbono em doenga carie®.

Pelo menos 14 sistemas de transporte fosfotransferases (PTS, de phosphotransferase
system) especificos para diferentes agticares foram detectados (Figura 1). Os sistemas PTS
consistem de duas proteinas inespecificas (IIa e IIb) de transferéncia de energia, uma enzima
I (SMU.675), uma proteina estdvel ao calor (HPr, de heat-stable protein; SMU.674) e uma enzi-
ma II, permease especifica, para o agtcar a ser transportado (IIc). Essa cepa também possui
proteinas putativas de efluxo de carboidratos para o transporte ativo de intermediarios de
aclcar que precisam ser excretados. Apesar da maioria dos acgticares ser transportada pelos
sistemas PTS, S. mutans apresenta cinco sistemas de transporte do tipo ABC (ATP-binding
cassette)”, incluindo-se o sistema de metabolismo de multiplos agticares (MSM, de multiple
sugar metabolism)*. Os mecanismos de transporte de tais compostos dependem do tamanho
das cadeias organicas de polissacarideos, dos tipos de unidades que as compdem e do tipo de
ligagGes entre elas*®. Durante o sistema de transporte do tipo ABC, o substrato é transportado
para o citoplasma através do canal da proteina transportadora, sendo necessaria a energia
gerada pela hidroélise de adenosina trifosfato (ATP)™.

Figura1: llustragao do sistema de transporte de frutose PTS em Streptococcus mutans e sua relagio
com adesao e producio de acido?. A) Célula utiliza o frutano por meio da acdo da exoenzima
frutanase e pelo sistema de transporte fosfoenolpiruvato-actcar fosfotransferase (PEP:PTS),
onde ocorre a fosforilacdo e a absorciao do frutano. O PTS é composto por dois sistemas de aco-
plamento de energia, designados Enzima | (Enz I) e proteina de HPr, e por um especifico para
aclicar ligado a membrana, denominado Enzima Il (Enz Il). O préprio Enz Il consiste em trés
subunidades: Enzllae Enzllb estdo localizados no citoplasma, enquanto Enz llcesta localizado
na membrana. O PTS usa fosfoenolpiruvato como doador de fosfato para fosforilar o carboidrato
frutano envolvendo Enz |, HPre Enz Il. O frutano entdo ativa um PTS especifico de frutose (Enz
Il Fru), que internaliza esse carboidrato, resultando na producao de acido organico a partir de
vias glicoliticas; B) Representacdo simplificada da internalizacdo da frutose, mediada por um
sistema fosfoenolpiruvato-frutose fosfotransferase. A proteina permease de frutose induzivel,
SMU_872, promove a catélise do transporte de frutose dependente de fosfoenolpiruvato, que
é controlado pelo transporte conduzido por transferéncia de fosforil através da membrana
plasmatica. Apds a internalizacdo da frutose, a transformacao desse carboidrato em acidos
organicos podera contribuir para o desenvolvimento da cérie.
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O S. mutans é capaz de sintetizar polissacarideos intracelulares (PIC) a partir do excesso
de agticar disponivel. Os PIC sdo polimeros do tipo glicogénio-amilopectina com dois tipos
de ligagoes de glicose, a-(1-4) e a(1-6), os quais funcionam como uma reserva de carboidratos
e diminuem o estresse osmatico. Isso o torna ainda mais acidogénico, pois assim é capaz de
produzir 4dcidos até em periodos em que ndo hé disponibilidade de substrato pela dieta do
hospedeiro. A sintese das reservas intracelulares de armazenamento de glicogénio envolve
pelo menos trés enzimas: glicogénio sintase, glicose-1-fosfato pirofosforilase e enzima ra-
mificada. Os genes que as codificam sio comumente encontrados no operon glg*.

Aciduricidade

A acidificagido do biofilme pelos produtos finais do metabolismo inibe o crescimento
de muitas espécies bacterianas concorrentes, favorecendo o crescimento de S. mutans devido
a sua aciduricidade®. O S. mutans emprega virios mecanismos para lidar com condigdes de
baixo pH. Enquanto alguns desses mecanismos sdo constitutivos, outros sdo induziveis em
resposta a um pH subletal de aproximadamente 5,5, que prepara a célula para sobrevivéncia
a pH mais baixo, até mesmo de 3,0%.
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Uma das principais defesas do S. mutans contra o dcido é a sua prépria membrana plas-
matica, pois pela ativagio do gene fabM, seu perfil de dcidos graxos altera-se para incorporar
mais 4cidos graxos monoinsaturados, resultando em menor permeabilidade da membrana
a prétons®. Quando o ambiente se torna 4cido, essa barreira permite que os organismos
mantenham um citoplasma mais neutro em relagido ao espago extracelular. Embora os es-
treptococos ndo mantenham um pH intracelular fixo, o S. mutans procura manter um pH
intracelular aproximadamente uma unidade de pH mais alta que a do ambiente extracelular,
para evitar danos ao seu DNA e as enzimas sensiveis ao 4cido.

A funcio de tolerancia dcida de S. mutans é também baseada na importante presenca
de uma bomba translocadora de prétons H+, denominada FOF1 ATPase, estavel em baixo pH e
ligada a membrana celular. Tal via funciona para manter o pH intracelular por volta de 7,5%.
Todos os genes que codificam os componentes dessa FOF1 ATPase estdo presentes em seu
genoma®. Além desse mecanismo, a alcalinizagdo do citoplasma ocorre através da geragio
de moléculas basicas para neutralizar prétons®.

Alguns estreptococos orais usam a via da arginina deiminase para sobreviver a uma
diminui¢do do pH ambiental. Porém, embora a enzima arginina deiminase n3o tenha sido
encontrada no genoma do S. mutans, foram identificadas outras enzimas dessa via, incluindo
a ornitina carbamoiltransferase e a carbamato quinase (Figura 2), indicando que o S. mutans
pode utilizar aminoacido, possivelmente a agmatina, para a coversido de prétons H+ em
aminas®. O sistema agmatina deiminase (AgDS) converte agmatina em amonia, diéxido
de carbono (CO2), putrescina e ATP. Embora o AgDS (Figura 2) nio parega ter um impacto
consideravel sobre a alcalinizagdo ambiental, a amo6nia gerada internamente parece con-
tribuir para neutraliza¢io do pH citoplasmatico, enquanto o ATP gerado pode ser usado
para alimentar a bomba translocadora de prétons H+*. A fermentag¢do maloldtica (MLF)
converte o L-malato em L-lactato e em CO2. O produto de CO2 pode entdo ser usado para
a neutralizagdo citoplasmatica por conversdo em bicarbonato, via anidrase carbénica. Em
S. mutans, a transcri¢do dos genes mle, que codificam a enzima malolatica, sdo induziveis
por acido, e a atividade MLF foi considerada ideal a um pH extracelular de 4,0*®. Além
disso, o malato mostrou poder contribuir para a aciduricidade de S. mutans, pois também
foi associado a regeneracdo de ATP*.

Figura 2: llustracao do sistema agmatina deiminase (AgDS), relacionado ao processo metabdlico
de agmatina, descrito para Streptococcus mutans. Auséncia do gene arcA sugere que o S. mutans
ndo utiliza arginina. Porém, a agmatina é metabolizada pela via AgDI, que comeca quando a
agmatina entra na célula. Em seguida, aagmatina intracelular é convertida em carbamoil-pu-
trescinaeamonia. A proxima etapa é sua fosforélise, produzindo carbamoil fosfato e putrescina.
Finalmente, a enzima carbamato quinase ArcC catalisa a transferéncia de fosfato para ADP,
produzindo amodnia, ATP, CO2 e H20. Avia AgDl aumenta a tolerancia ao acido, neutralizando
o citoplasma, e o ATP gerado pode ser usado para crescimento e manutencdo celular.
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O S. mutans também codifica um maquindrio induzivel por dcido para reparar o DNA e
as proteinas degradadas danificadas por condi¢des dcidas®™. As ligacdes glicosidicas de deso-
xirribonucleotideos sdo instaveis sob condi¢Ges dcidas, portanto o acimulo de 4cido dentro
da célula pode causar perda de purinas e pirimidinas do DNA, o que resulta na formacio de
um sitio apurinico ou apirimidinico. Este evento ocorre devido a protonagio da base nitro-
genada e subsequente clivagem da ligagdo glicosil®. Os sitios apurinicos ou apirimidinicos
serdo reconhecidos e reparados por enzimas denominadas AP endonucleases®.

Chaperonas moleculares também sdo aumentadas em resposta a condi¢des acidas para evitar o
actmulo e a agregacdo de proteinas com configurag¢des inapropriadas ao desempenho de suas tarefas,
que podem resultar em toxicidade. Em S. mutans, em resposta a condic¢des acidas, sdo produzidas
proteinas de choque térmico — HSP (do inglés Heat Shock Proteins). Essas proteinas pertencem a uma
classe de chaperonas moleculares, as quais sio proteinas responsaveis pelo correto dobramento de
outras proteinas sintetizadas e pela prevencio da agregacdo proteica. Sio altamente conservadas,
sugerindo uma grande importancia evolutiva. Entre elas estio os sistemas DnaK e GroEL*.

Todos os processos de tolerdncia a 4cidos acima mencionados trabalham juntos para
preservar a integridade da célula de S. mutans. Além do 4cido, outras mudangas ambientais
podem desencadear uma variedade de respostas adaptativas nesse organismo e a expressio de
varios genes é afetada apds a exposicdo ao estresse oxidativo, osmotico, térmico ou de inanigdo®.

Proteases

As proteases de S. mutans podem contribuir para a viruléncia e o que se sabe é que estdo
envolvidas na quebra das proteinas do hospedeiro para nutri¢ido bacteriana e na degradacio
direta das proteinas estruturais do hospedeiro. Em geral, a cepa UA159 possui inimeras prote-
ases, incluindo as proteases Clp e FtsH dependentes de ATP, e possui pelo menos 15 peptidases,
indicando que é capaz de usar os peptideos gerados por essas proteases, bem como os de outras
bactérias no biofilme®. Através da andlise de sequéncia do genoma de S. mutans, varias proteases
potencialmente envolvidas no processamento da superficie também foram identificadas. Dentre
elas, encontra-se a serina HtrA, a qual ajuda os organismos a sobreviverem a estresses ambientais,
como temperatura elevada, estresse oxidativo e osmético, através da degradagdo de proteinas que
perderam parcial ou totalmente sua funcionalidade na célula, garantindo assim a homeostase
celular®. Também foi identificada uma protease homéloga a HtpX de Streptococcus gordonii®.

Além disso, foram identificadas trés proteases dependentes de Zn (SMU.160, SMU.1438 e
SMU.1784), duas proteases relacionadas a colagenase (SMU.759 e SMU.761), uma protease serina
RgpF e uma protease de membrana (SMU.235) (13). Em S. mutans, acredita-se que as proteases
desempenham um importante papel no desenvolvimento da carie dentinaria ou radicular.

Producdo de Mutacinas

Devido ao grande ntmero de espécies microbianas diferentes na cavidade oral*, o S. mutans
sofre uma grande concorréncia para uma colonizagdo bem sucedida e formag3o de biofilme na
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superficie dentéria. Esse processo € auxiliado pelos pequenos peptideos catidnicos sintetizados
no ribossomo da célula do S. mutans, chamados mutacinas®. Foram identificados cinco tipos prin-
cipais de mutacinas, as quais sio codificadas pelos genes estruturais mutAI’®, mutAIl*°, mutAIII*,
mutAIV®®*, smbA e smbB® e sdo geralmente divididas em duas categorias principais, lantibiéticos
e nio-lantibiéticos. Ambas categorias foram identificadas em S. mutans®. As mutacinas tipo I, II,
III e Smb, representantes da classe dos lantibidticos, apresentam potencial para serem utilizados
em terapias antibiéticas devido ao seu amplo espectro de a¢do contra patégenos Gram-positi-
vos®. A representante da classe dos nio-lantibiéticos é a mutacina tipo IV, a qual atua inibindo
o crescimento dos colonizadores primarios da superficie dentéria favorecendo, desta forma, a
instalacio de S. mutans®.

A cepa S. mutans UA159 codifica pelo menos seis outros pequenos peptideos com um alto
grau de similaridade com mutacinas, e esses genes também mostraram ser regulados por CSP*.
As mutacinas, também chamadas de bacteriocinas, sio capazes de inibir o crescimento de diversos
microrganismos comensais competidores como S. sanguinis, S. mitis, S. gordonii, S. oralis, S. sobrinus
e até mesmo outras cepas da espécie S. mutans. Apresentam importante vantagem ecolégica no
processo de colonizagio por S. mutans, mantendo-se estaveis na microbiota bucal do hospedeiro
e favorecendo a transmiss3o intrafamiliar. Estudos sobre a transmiss3o de cepas de S. mutans das
maes para os filhos sugerem que as cepas de S. mutans das mies com maior nimero de mutacinas
produzidas sdo as mais frequentemente transmitidas para os filhos, quando comparadas a outras
cepas da cavidade oral das mi3es com menor produgio e diversidade de mutacinas®.

Sistema de Transducdo de Sinal de Dois Componentes

O sistema de transducio de sinal de dois componentes (SDC) desempenha um importante
papel na adaptacio de transcriptomas bacterianos em resposta aos estimulos do ambiente®.
A composicdo de um tipico sistema de dois componentes inclui um receptor de membrana,
normalmente uma histidina-quinase, e uma proteina reguladora intracelular denominada
regulador de resposta. O genoma da cepa de S. mutans UA159 contém pelo menos 14 SDC
completos e um regulador de resposta 6rfio, CovR, cujo receptor de membrana cognato
(CovS) nio foi identificado em nenhuma cepa desta espécie®. Nessa bactéria, a maioria dos
sinais detectados pelos receptores de membrana HKs dos 14 SDC permanece praticamente
indefinida. Portanto, sdo necessarios estudos adicionais sobre esses sistemas para aumentar
nossa compreensio de como o S. mutans detecta e responde as mudanc¢as ambientais. Pro-
vavelmente, o SDC melhor caracterizado seja o sistema de indug¢io da competéncia, quorum
sensing, presente em muitas espécies de estreptococos e que foi sugerido estar associado ao
controle do desenvolvimento da competéncia genética em S. mutans.

Quorum Sensing

Sabe-se que muitas bactérias regulam suas atividades cooperativas e processos fisiolégi-
cos através de um mecanismo chamado quorum sensing (Figura 3), no qual as células bacterianas
comunicam-se liberando, detectando e respondendo a pequenas moléculas de sinais difusiveis.
O S. mutans também utiliza este mecanismo, sendo capaz de avaliar as condi¢des do ambiente e
adaptar tanto sua fisiologia quanto seu comportamento. Em fun¢io dessa mudanga, esse meca-
nismo de adaptabilidade é essencial na sobrevivéncia e persisténcia desse organismo®.

Os genes que constituem este sistema de comunicagio intercelular envolvem a produc¢io
e a translocag¢do de pequenos peptideos que, ao atingir concentragdes 6timas no meio extra-
celular, ativam o receptor de membrana histidina-quinase, transmitindo um sinal intracelular
que ativa a expressdo de diversos genes envolvidos na captagio de DNA extracelular, e também
aqueles envolvidos na capacidade de responderem aos estimulos de pressio osmética, diminui-
¢do de pH e outras condigGes de estresse®. Em células de S. mutans esse sistema é controlado
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por dois genes, comCDE e comAB. Os genes comC, comD e comE codificam o peptideo indutor de
competéncia CSP que se liga a membrana histidina-quinase ComD e resulta na autofosforilagdo
e na ativagdo do regulador de resposta cognato ComE, que modifica e ativa o sigX, induzindo
sua transcri¢do de modo a ativar a expressio de um conjunto especifico de genes envolvidos
na resposta adaptativa necessdria, como para regular a produc¢io de bacteriocina, a genética
competéncia, a tolerancia ao acido e a formacgao de biofilme™. J4 a densidade celular, a dis-
ponibilidade de nutrientes e outras condi¢des ambientais induzem a expressdo do gene comC
que ira codificar o precursor do peptideo estimulador de competéncia (CSP). Assim, apds a
clivagem do pré-peptideo CSP no interior da célula, o transportador ABC especifico pelo qual o
pré-peptideo CSP serd transportado para o meio extracelular serd codificado pelos genes comA
e comB. Ao atingir um certo limite, o CSP maduro serd reconhecido pelo sistema comDE de dois
componentes, acionando a cascata de fosforilagcdo™.

Figura 3: Caracterizacdo davia metabdlica do sistema de comunicacdo intercelular relacionados
com a regulacao do quorum sensing no Streptococcus mutans. Os genes do operon comAB codifi-
cam um transportador de cassete de ligacao de ATP (ComA) e uma proteina ComB acesséria,
envolvidos no processamento e excrecao do peptideo estimulador de competéncia (CSP),
representado em tridngulos alaranjados. O loci comC, por sua vez, codifica respectivamente o
precursor do CSP. uma histidina quinase ComD (representada em marrom) que atua como um
receptor CSP e um regulador de resposta - ComE. CSP interage com a proteina receptora ComD
das célulasvizinhas e ativa seu regulador de resposta cognata, ComE, desencadeando a cascata
dessinalizacdo para a producao de bacteriocina e outras atividades dependentes da densidade
celular. CiaH (sensor de histidina quinase) e CiaR (regulador de resposta) compreendem um
sistema de transducdo de sinal de dois componentes.
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A cepa de S. mutans UA159 possui pelo menos mais dois SDCs de quorum sensing. O primeiro
caracterizado por LuxS, envolve o autoindutor Al-2, uma molécula envolvida na sinalizagio cé-
lula-célula e apontada por ser responsavel pela comunicagdo entre espécies®. O segundo, CiaHR,
caracterizado por poder contribuir para a formacao de biofilme, tolerdncia a 4cidos e entrada em
competéncia, possivelmente interagindo com o CSP™. Dessa forma, a analise da frequéncia de
genes envolvidos no sistema quorum sensing, que regulam a competéncia natural em S. mutans, e
de genes responsaveis pela transformagio em resposta aos estimulos ambientais, é importante
para o entendimento da biologia e a evolu¢do das populac¢des desta espécie.
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DISCUSSAO

Entender como o microbioma humano atua em situagdes de satide e doenga é funda-
mental para que o conhecimento ultrapasse os estudos cientificos e possa ser implementado
no ambiente clinico para desenvolvimento de tratamentos mais efetivos. O primeiro passo
para o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento é o entendimento da etiopato-
genia da doenga alvo. Apesar dos intimeros fatores de viruléncia aqui discutidos, o S. mutans
representa baixa propor¢io na comunidade bacteriana. Avangcos em métodos moleculares,
como técnicas Omicas que estudam moléculas informativas de DNA, RNA, proteinas e me-
tabodlitos™, tém permitido uma caracterizacio mais completa dessa microbiota tio diversifi-
cada. Identificou-se que para cada pessoa, o microbioma é especifico, podendo variar com a
alteracio dos fatores que o determinam™. Assim, torna-se dificil estabelecer uma relac¢do de
microrganismos especificos com satide ou doenga™. Em um estudo de metagendmica (uma
das técnicas Omicas que consiste na anélise de comunidades microbianas através de seu
contetudo total de DNA), foi sugerido que amostras de individuos com carie nio sio domi-
nadas por S. mutans, mas sio uma comunidade complexa formada por dezenas de espécies
bacterianas™. Também foi proposto que o uso de cepas bacterianas comensais pode atuar
como probidticos na prevencio de lesdes de carie™™.

Estudos anteriores mostraram que perfis metagendmicos e metatranscriptémicos
(técnica Omica que consiste na andalise de comunidades microbianas através de seu conte-
udo total de RNA) de uma mesma amostra diferem em sua composi¢io filogenética”. Como
consequéncia, os membros da comunidade que estdo presentes no metagenoma em baixos
numeros podem ser criticos para a continuac¢io das atividades metabdlicas essenciais para
a sobrevivéncia da comunidade microbiana™. Um estudo metatranscriptémico, que estudou
comunidades bacterianas ativas de lesGes de céarie, revelou que lesdes nio cavitadas em
esmalte, lesdes cavitadas com dentina exposta e lesdes ocultas em dentina, apresentavam
diferentes comunidades ativas. Entre os achados significativos deste trabalho, com relagio
a proporgio de diferentes espécies estreptocdcicas ativas, S. sanguinis demonstrou atividade
nos trés tipos de lesGes, enquanto S. mutans apresentou-se ativo em lesdes ndo cavitadas em
esmalte e em lesdes cavitadas™. A propor¢io de S. mutans encontrada em todas amostras foi
dramaticamente baixa, variando de 0,73% em lesdes de esmalte a 0,48% em lesdes cavitadas
e 0,02% em lesdes ocultas, dados esses que confirmaram que essa espécie é minoria, ques-
tionando sua importincia como principal agente etiol6gico da doenga carie.

Essa dualidade, existente mesmo apdés anos de pesquisa acerca do S. mutans aponta
para a necessidade de continuarmos estudando a bactéria em estudos in vitro e in vivo, para
entender sua relagido com a transicio da homeostase para disbiose. E preciso desvendar
seu possivel papel como um microrganismo-chave (‘keystone’) nesse cendrio®. Embora
diversos microrganismos fagam parte do biofilme cariogénico, o S. mutans continua sendo
seu microrganismo modelo®.

Hoje, portanto, acredita-se que terapias antimicrobianas, mais especificamente
anti-S.mutans, voltadas para a eliminag¢io do microrganismo, podem nio ser a chave do
controle da doenga cérie e a modulacdo do microbioma poderd se tornar o futuro das
clinicas odontolégicas. Estratégias focadas na modificagio do ambiente com o objetivo
de restaurar o equilibrio ecolégico da comunidade microbiana vém sendo desenvolvidas.
Novos estreptococos orais, alguns nio cultiviveis, foram identificados e sua caracteriza-
¢do fenotipica revelou possiveis candidatos a terapia probidtica’®. Embora tenham sido
bastante informativos, os dados atuais ainda precisam ser cuidadosamente testados pela
construgido de modelos de estudo novos e bem projetados, de modo que essa nova tecno-
logia possa incentivar a descoberta de novos biomarcadores de cirie e o desenvolvimento
de diagnésticos e terapias da préxima geragio para o controle de carie®.

Revista da Faculdade de Odontologia de Porto Alegre, v. 63, n. 1, jan./jun. 2022 116



F POA
Patricia Fernanda Silva Bittencourt, Cecilia de Brito Barbosa e Nailé Damé-Teixeira 1\/

CONCLUSAO

Biofilmes associados a doenga cirie compreendem um ecossistema diverso, sugerindo
uma etiologia ecolégica polimicrobiana, porém, estudos futuros que visem a prospeccao, ao
desenvolvimento e a inter-relagdo do S. mutans com outros microrganismos e com o hospe-
deiro humano ainda sio justificados a fiim de desvendar a transi¢io ‘homeostase-disbiose’.
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