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RESUMO

A bactéria Streptococcus mutans € amplamente associada a carie dentaria e € classificada em
quatro sorotipos clinicos (c, e, f e k). Os sorotipos raros (e, f e k), multiplos sorotipos e seus
genes de proteinas de ligacdo ao colageno (cnm e cbm) tém sido associados a doengas
cardiovasculares. No entanto a prevaléncia de S. mutans, os sorotipos e os genes de proteinas
de ligacdo ao colageno, bem como sua relacdo com a cérie dentaria e o infarto agudo do
miocardio (IAM), ndo eram conhecidos no Brasil. O presente estudo investigou a prevaléncia
de S. mutans, sorotipos, genes cnm e cbm em placa dental e sua relacdo com a cérie dentéria e
o IAM de 31 pacientes adultos infartados antes dos 50 anos de idade, tendo 17 voluntérios sem
historico de doenca cardiaca como controle. A avaliacdo da presenca e severidade de lesbes de
carie foi realizada usando o Sistema Internacional de Deteccao e Avaliacdo de Céarie (ICDAS).
Os perfis lipidicos e glicémicos foram determinados em soro por métodos enzimaticos
colorimétricos. Um total de 5-15 isolados com morfologia de S. mutans foram obtidos de cada
amostra de placa dental em meio de cultura agar Mitis Salivarius Bacitracina (MSB). O DNA
das amostras de placa dental e dos isolados bacterianos foi extraido e analisado para
identificacdo de S. mutans pela técnica da PCR. As amostras positivas foram analisadas para
determinacéo dos sorotipos e identificacdo dos genes cnm e cbm. Verificou-se que S. mutans
foi identificado em 22,6% (7/31) e 11,8% (2/17) das amostras analisadas dos infartados e
controles, respectivamente. A sorotipagem das amostras de placa dental e dos isolados
bacterianos dos pacientes infartados portadores de S. mutans mostrou que o sorotipo ¢ foi o
mais prevalente (57,1%; 4/7), seguido pelo e (42,9%; 3/7) e k (14,3%; 1/7). Somente o sorotipo
c foi identificado nas amostras do grupo controle (100%; 2/2). Sorotipos raros (e ou k) e
maultiplos sorotipos (c e k) foram identificados somente nos pacientes infartados. Os genes cnm
e cbm ndo foram encontrados nas amostras analisadas. A presenca de S. mutans, independente
do sorotipo, ndo foi associada a carie dentaria nos infartados (p = 0,853) e controles (p = 0,787).
Analise de regressdo mostrou que os individuos com niveis de colesterol abaixo de 190 mg/dL
e sem S. mutans apresentaram uma probabilidade 47,4% menor de infarto (OR = 0,474; 1C95%
= 0,956 —0,992). Este é o primeiro estudo a relatar a prevaléncia dos sorotipos de S. mutans em
pacientes cardiopatas no Brasil. A identificacdo de sorotipos raros nos pacientes infartados,
assim como a presenca de multiplos sorotipos na placa dental de um desses pacientes, alerta
para necessidade de estudos mais amplos em populagéo em risco para doencas cardiovasculares.
Os niveis normais de colesterol em ndo portadores de S. mutans podem estar associados a uma

menor probabilidade de infarto.



Palavras-chave: Biofilmes. Streptococcus mutans. Cérie Dentaria. Doengas Cardiovasculares.
Cardiopatias. Infarto Agudo do Miocérdio.



ABSTRACT

The bacterium Streptococcus mutans is widely associated to dental caries and it is classified
into four clinical serotypes (c, e, f and k). Rare serotypes (e, f and k), multiple serotypes and its
collagen-binding protein genes (cnm and cbm) have been associated to cardiovascular diseases.
However the prevalence of S. mutans, the serotypes and the collagen-binding protein genes, as
well as its relation with dental caries and acute myocardial infarction (AMI), are not known in
Brazil. The present study investigated the prevalence of S. mutans, serotypes, cnm and cbm
genes in dental plaque and its relation with dental caries and AMI from 31 infarcted adult
patients at age before 50 years old, with 17 volunteers without history of heart disease as a
control. The assessment of the presence and carious lesion severity was performed using the
International Caries Detection and Assessment System (ICDAS). Lipid and glycemic profiles
were accessed in serum by colorimetric enzymatic methods. A total of 5-15 isolates with S.
mutans morphology were obtained from each dental plaque samples in Mitis Salivarius
Bacitracin (MSB) agar culture medium. The DNA from dental plaque samples and bacterial
isolates was extracted and analyzed for identification of S. mutans by the PCR technique.
Positive samples were analyzed to determine serotypes and identify cnm and cbm genes. It was
found that S. mutans was identified in 22.6% (7/31) and 11.8% (2/17) of the analysed samples
from infarcted and controls, respectively. Serotyping of dental plague samples and bacterial
isolates from infarcted patients with S. mutans showed that serotype ¢ was the most prevalent
(57.1%; 4/7), followed by e (42.9%; 3/7) and k (14.3%; 1/7). Only the serotype ¢ was identified
in samples from the control group (100%; 2/2). Rare serotypes (e or k) and multiple serotypes
(c and k) were identified only in infarcted patients. The cnm and cbm genes were not found in
the analyzed samples. The presence of S. mutans, regardless of serotype, was not associated to
dental caries in infarcted (p = 0.853) and controls (p = 0.787). Regression analysis showed that
individuals with cholesterol levels below 190 mg/dL and without S. mutans presented a 47.4%
lower probability of infarction (OR = 0.474; 95% CI = 0.956 - 0.992). This is the first study to
report the prevalence of S. mutans serotypes in cardiac patients in Brazil. The identification of
rare serotypes in infarcted patients, as well as the presence of multiple serotypes in the dental
plaque of one of these patients, alert to the need for more extensive studies in population at risk
for cardiovascular diseases. Normal cholesterol levels in non-carriers of S. mutans may be

associated with a lower probability of infarction.



Keywords: Biofilms. Streptococcus mutans. Dental Caries. Cardiovascular Diseases. Heart
Diseases. Acute Myocardial Infarction.
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1 INTRODUCAO

A cavidade oral abriga mais de 700 espécies de bactérias que colonizam as
superficies dos dentes e os tecidos moles da mucosa oral (KILIAN et al., 2016). Neste contexto,
Streptococcus mutans, uma bactéria Gram-positiva, anaerdbica facultativa e fermentadora de
acucares, € um microrganismo amplamente associado a carie dentaria (LOESCHE, 1986;
PITTS etal., 2017) e, ocasionalmente, implicado na patogénese da aterosclerose (NAKANO et
al., 2007; FERNANDES et al., 2014), endocardite infecciosa (NOMURA et al., 2012b;
OTSUGU et al., 2017) e acidente vascular cerebral (NAKANO et al., 2011; INENAGA et al.,
2018).

As cepas de S. mutans séo classificadas em quatro sorotipos clinicos: c, e, f e k
(NAKANO; OOSHIMA, 2009). A classificacdo sorologica de S. mutans baseia-se na estrutura
quimica do polissacarideo de ramnose-glicose da parede celular bacteriana, com
aproximadamente 75-80% das cepas encontradas na cavidade oral classificadas como sorotipo
¢, seguido pelos e (20%), f (5%) e k (2-5%) (LAPIRATTANAKUL et al., 2009).

Os genes cnm e cbm representam dois dos genes ndo essenciais identificados em S.
mutans e que codificam as proteinas de superficie celular de ligacdo ao colageno Cnm e Cbm,
respectivamente (SATO et al., 2004; NOMURA et al., 2012a). As frequéncias de distribuicdo
de cepas de S. mutans positivas para cnm e cbm foram de aproximadamente 10% e 2% nos
isolados orais de individuos saudaveis (NOMURA et al., 2009; NOMURA et al., 2012a). Além
disso 0s genes cnm e cbm foram identificados em maior frequéncia nos sorotipos menos
prevalentes (e, f e k) (NAKANO; OOSHIMA, 2009; NOMURA et al., 2012a).

A partir da metabolizagdo dos agucares da dieta, especialmente a sacarose, S.
mutans é capaz de sintetizar polissacarideos extracelulares e intracelulares, principalmente
glucanos insolaveis e solaveis (MARSH, 2006; BOWEN; KOO, 2011). Os glucanos insoluveis,
sintetizados pela agéo das glucosiltransferases (Gtfs), sdo vitais para adesao de microrganismos
ao esmalte dentario e estabelecimento de um biofilme cariogénico que restringe a saida de
acidos organicos e a entrada de saliva para o tamponamento do pH do fluido do biofilme na
interface dente-biofilme, criando microambientes acidos que sdo essenciais para a patogénese
da carie dentaria (BOWEN; KOO, 2011; KLEIN et al., 2015). O aprisionamento dos acidos
organicos no biofilme cariogénico promove a dissolu¢ao dos minerais dentarios, principalmente
o calcio e o fosfato do cristal de hidroxiapatita do esmalte dentario, podendo resultar em sua
desmineralizacdo e formacdo de lesbes de carie (MARSH, 2006; PITTS et al., 2017). Além
disso a acidificacdo da matriz do biofilme potencializa a selecdo de uma microbiota acidogénica
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e acidurica mais cariogénica (MARSH, 2006; PITTS et al., 2017) causando uma disbiose oral
e levando ao aparecimento de lesdes de cérie.

Os substratos ricos em colageno, como a dentina, podem ser acessados em razao de
lesGes de carie avancadas. A exposicao desses tecidos, por conseguinte, representa um alvo em
potencial para colonizacdo e persisténcia de cepas que expressam proteinas de ligacdo ao
coladgeno (HO et al., 2007; MILLER et al., 2015; LIMA et al., 2020). Neste sentido, estudos
clinicos sugeriram uma associacdo entre a presenca de cepas de S. mutans positivas para 0s
genes cnm e/ou cbm e o aumento do risco e severidade de carie (NOMURA et al., 2009;
MISAKI et al., 2016; ESBERG et al., 2017; LAMBA et al., 2020). Além disso procedimentos
odontolégicos, como extracdes, cirurgias e os cuidados didrios de higiene bucal, como a
escovacao e o uso de fio dental, podem representar possiveis portas para entrada e disseminacéo
de S. mutans na corrente sanguinea levando a ocorréncia de bacteremia transitéria que
representa a primeira etapa na patogénese de doencas sistémicas causadas por bactérias orais
(SEYMOUR et al., 2000). Cepas pertencentes aos sorotipos menos prevalentes (e, f e k) e
portadoras dos genes cnm e/ou cbm, de fato, foram encontradas em amostras de placas de
ateroma e valvas cardiacas de pacientes japoneses (NAKANO et al., 2007; NOMURA et al.,
2012b). O DNA de S. mutans, adicionalmente, foi identificado em 100% das amostras orais
(saliva, placa supragengival e subgengival) e placas aterosclerdticas coletadas de pacientes
adultos com doenca cardiovascular no Ceard, Brasil (FERNANDES et al., 2014).

Portanto as pesquisas clinicas e laboratoriais com sorotipos de S. mutans (c, €, f e k)
positivos para 0s genes cnm e/ou cbm, além de sugerirem um potencial envolvimento dessas
cepas no aumento do risco e severidade de carie, também apontaram para sua associacdo a
etiopatogénese da doenca arterial coronariana aterosclerética (NAKANO et al., 2007;
FERNANDES et al., 2014), endocartite infecciosa (NOMURA et al., 2012b; NOMURA et al.,
2014; OTSUGU et al., 2017) e acidente vascular cerebral (NAKANO et al., 2011; INENAGA
etal., 2018). No Brasil, a taxa de mortalidade por doencas cardiovasculares, incluindo o infarto
agudo do miocardio (IAM), encontra-se entre as maiores do mundo (183,3 por 100 mil
habitantes) (SANTOS et al, 2018). A identificacdo e caracterizagdo desses sorotipos
representam, portanto, uma oportunidade de ampliar a compreensdo dos mecanismos
envolvidos nos processos de adesdo, invasdo e progressao de doencas, além de revelar possiveis
alvos que podem ser explorados no desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para o
tratamento de infeccdes causadas por S. mutans (AVILES-REYES et al., 2016; MICHAEL et
al., 2018).

Diversos paises tém conduzido pesquisas para determinar a prevaléncia dos
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sorotipos de S. mutans e seus genes de proteinas de ligacdo ao colageno (cnm e cbm) (NAKANO
et al., 2007; NOMURA et al.,, 2012a; SWEDAN; OBEIDAT; SHAKHATREH, 2018;
MOMENI et al., 2019; ROSERO et al., 2020; LIMA et al., 2020). Os dados de prevaléncia
desses sorotipos e seus fatores de viruléncia, no entanto, ainda séo raros no Brasil, justificando
a importancia de elucidar a prevaléncia dos sorotipos de S. mutans e seus genes cnm e com em
uma populacéo adulta acometida por IAM antes dos 50 anos de idade e em voluntérios sem
historico de doenca cardiaca para identificar sujeitos portadores de cepas que podem aumentar

0 risco de doencas orais e sistémicas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A carie dentéria

A cérie dentéria € uma doenca que depende do acimulo de um biofilme complexo
na superficie do dente e da sua frequente exposicdo aos carboidratos fermentaveis da dieta,
principalmente a sacarose, aliada a uma higiene bucal deficiente (FEJERSKOV, 2004; PITTS
et al., 2017). O biofilme dentario, ou placa dental, € uma associacdo de microrganismos
aderidos as superficies dentérias e protegidos por uma matriz de substancias poliméricas
extracelulares (FLEMMING et al., 2016; BOWEN et al., 2018). Embora a prevaléncia global
padronizada por idade e a incidéncia de carie ndo tratada em dentes permanentes tenham
permanecidas estaveis ao longo dos ultimos anos (1990 - 2015), dados do estudo de Carga
Global de Doencas (GBD, 2015) mostraram que a carie foi a condicdo mais prevalente (34,1%)
em todo o mundo afetando 2,5 bilhdes de pessoas (KASSEBAUM et al., 2017).

2.1.1 Os grupos de estreptococos viridans e o papel de S. mutans na carie dentaria

Os estreptococos constituem um género de bactérias Gram-positivas, anaerdbias
facultativas e sdo caracterizados pela morfologia que varia de dois a muitos cocos em cadeia ao
exame microscopico (ZHOU; LI, 2015). Na bacteriologia clinica, os estreptococos sdo
divididos em trés categorias com base em sua capacidade de induzir hemolise: a-hemolitico, -
hemolitico e y-hemolitico (ou ndo hemolitico) (ZHOU; LI, 2015). Os grupos de estreptococos
viridans incluem varias espécies de estreptococos a-hemoliticos e y-hemoliticos sendo que a
maioria faz parte da microbiota normal do trato respiratorio superior e geniturinario (PROCOP
etal., 2017).

Os grupos de estreptococos viridans incluem o grupo mutans, o mitis/sanguinis, o
salivarius, 0 anginosus e o bovis (DOERN; BURNHAM, 2010). Os microrganismos podem ser
classificados nesses grupos com base na producéo de arginina di-hidrolase (ADH), hidrolise da
esculina (ESC), producéo de acetoina na prova de Voges-Proskauer (VVP), producéo de acidos a
partir da fermentacdo de manitol (MNTL) e sorbitol (SORB) e producdo de urease (URE)
(Tabela 1).
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Tabela 1 — As caracteristicas fenotipicas para diferenciacdo dos grupos de estreptococos

viridans encontrados em seres humanos

Producéo de
acidos a partir de
Grupo ADH ESC VP MNTL SORB URE Espécies

Grupo Streptococcus mutans e
- + + + + - .
mutans Streptococcus sobrinus.
Streptococcus mitis,
Streptococcus oralis,
Streptococcus sanguinis,
Streptococcus parasanguinis,
Streptococcus gordonii,
Grupo mitis/ Streptococcus cristatus,
sanguinis i Streptococcus peroris,
Streptococcus infantis,
Streptococcus australis,
Streptococcus
oligofermentans e
Streptococcus sinensis (VP™).
Streptococcus salivarius,
Grupo Streptococcus vestibularis,
salivarius Streptococcus infantarius e
Streptococcus alactolyticus.
Streptococcus anginosus,

G_r upo + + + - - - Streptococcus constellatus e
anginosus : :
Streptococcus intermedius.
Streptococcus bovis,
Grupo bovis i N N v i ) Streptococcus equinus,

Streptococcus gallolyticus e
Streptococcus infantarius.

Fonte: PROCOP et al. (2017, com adaptaces).
+ = reagdo positiva; - = reacdo negativa; V = reacdo variavel; ADH = arginina di-hidrolase; ESC = hidrdlise da
esculina; VP = Voges-Proskauer (acetoina); MNTL = manitol; SORB = sorbitol; URE = urease.

Na cavidade oral, S. mutans € a bactéria mais amplamente associada a carie dentaria
(LOESCHE, 1986; BOWEN; KOO, 2011; PITTS et al., 2017). Esse microrganismo foi descrito
no inicio do seculo XX quando o pesquisador James Kilian Clarke o isolou de lesdes de carie
(CLARKE, 1924). No entanto somente na década de 1960 é que essa bactéria comegou a ser
amplamente estudada devido aos seus fatores de viruléncia para carie dentaria quando foi
reconhecida como um microrganismo cariogénico (LOESCHE, 1986).

As principais caracteristicas de viruléncia de S. mutans incluem: (i) a capacidade
de produzir grandes quantidades de acidos organicos (acidogenicidade) a partir da
metabolizacdo de carboidratos; (ii) a capacidade de sobreviver em pH baixo (aciduricidade) e

(iii) a capacidade de sintetizar polissacarideos extracelulares e intracelulares a partir da
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metabolizacdo dos agucares da dieta, principalmente a sacarose, que desempenham um papel
critico na adesdo inicial, colonizacdo e acimulo de biofilmes cariogénicos nas superficies
dentarias (MARSH, 2006; BOWEN; KOO, 2011).

2.1.2 O papel das glucosiltransferases de S. mutans na cérie dentaria

Os polissacarideos que compdem a matriz do biofilme cariogénico séo
principalmente os glucanos, sintetizados pelas Gtfs aderidas a pelicula salivar do esmalte
dentério e/ou a superficie de outros microrganismos, que sdo essenciais para a adesdo de
microrganismos aos dentes e o estabelecimento de uma matriz mecanicamente estavel que
aumenta a adesdo célula-célula, limita a difusdo de metabdlitos e protege as células nela
embebidas promovendo a criacdo de microambientes altamente acidos e cruciais para a
patogénese da cérie dentaria (BOWEN; KOO, 2011; KLEIN et al., 2015).

S. mutans produz ao menos trés tipos de Gtfs: GtfB, GtfC e GtfD, que séo
sintetizadas pelos genes gtfB, gtfC e gtfD, respectivamente (BOWEN; KOO, 2011). A GtfB
sintetiza principalmente glucanos insolveis em agua com predominio de ligacGes glicosidicas
a-1,3 (AOKI et al., 1986); a GtfC produz uma mistura de glucanos soltveis com predominio
de ligacBGes glicosidicas a-1,6 e insolUveis (ligagdoes glicosidicas a-1,3) (HANADA,;
KURAMITSU, 1988) e a GtfD sintetiza predominantemente glucanos soltveis (ligagdes
glicosidicas 0-1,6) que servem como reserva de energia para as células (HANADA,
KURAMITSU, 1989).

As Gtfs sdo constituidas por dois dominios funcionais: (i) um dominio catalitico
amino-terminal que se liga ao substrato e o hidrolisa e (ii) um dominio carboxil-terminal que
determina a natureza do glucano sintetizado (MATSUMOTO-NAKANO, 2018). No geral,
todas as Gtfs exibem um papel importante na formacdo de um biofilme cariogénico, uma vez
que participam da sintese de uma variedade de glucanos com estruturas e funcdes distintas
(BOWEN; KOO, 2011). Vale ressaltar que a constru¢do de uma matriz insolGvel rica em
polissacarideos é uma carateristica de viruléncia que ajuda na diferenciacdo de S. mutans de

outras espécies acidogénicas e acidaricas (KLEIN et al., 2015).

2.1.3 O papel das proteinas de ligagdo aos glucanos de S. mutans na carie dentaria

A ssintese de glucanos pelas Gtfs, especialmente GtfB e GtfC, potencializa a adesao

de novas células de S. mutans ao substrato colonizado pela acdo das proteinas de ligagdo aos
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glucanos (GBPs) presentes na superficie da bactéria aumentando o biovolume do biofilme
(BOWEN; KOO, 2011).

S. mutans produz pelo menos quatro tipos de GBPs: GbpA (RUSSELL,
COLEMAN; DOUGAN, 1985), GbpB (SMITH et al., 1994), GbpC (SATO; YAMAMOTO;
KIZAKI, 1997) e GbpD (SHAH; RUSSELL, 2004). A GbpA esté envolvida na adesdo celular
as superficies dentarias contribuindo para cariogenicidade de S. mutans (MATSUMOTO-
NAKANO; FUIJITA; OOSHIMA, 2007). A deficiéncia de GbpA causou a diminuicdo da
eficiéncia de ligacdo a matriz de substancias poliméricas extracelulares e resultou na formacéo
de um biofilme irregular e fragil comprovando a importancia da GbpA na construgdo de um
biofilme firme e estavel (MATSUMOTO-NAKANO, 2018). As proteinas GbpC e,
possivelmente, GbpB estdo ligadas a parede celular e podem funcionar como receptores de
glucanos da superficie celular em S. mutans (BANAS; VICKERMAN, 2003). A GbpD
contribui para coesdo e adesdo de células microbianas a superficie dos dentes via dextranos
(SHAH; RUSSELL, 2004).

2.1.4 Os eventos de desmineralizacdo e remineralizacéo

A cérie dentéria é caracterizada pela dissolugdo dos minerais dentarios ocasionada
pelos &cidos organicos produzidos pelas bactérias presentes no biofilme a partir do metabolismo
dos carboidratos fermentaveis da dieta, como a sacarose, resultando na destruicao dos tecidos
mineralizados dos dentes (MARSH, 2006; PITTS et al., 2017). Para a céarie dentinaria e
radicular, a clivagem do colageno por enzimas bacterianas ou dentinarias acontece apés a perda
mineral inicial e contribui para a perda do tecido duro dentéario (TAKAHASHI; NYVAD, 2016).
Além disso a acidificacdo do biofilme promove a selecdo de uma microbiota acidogénica e
acidarica (MARSH, 2006; PITTS et al., 2017), causando uma disbiose oral e afetando a
homeostase do ambiente. Assim a cada nova ingestdo de aguUcar, os acidos produzidos pelas
bactérias presentes no biofilme, p.ex. o acido latico, acumulam-se e, logo, tem-se uma reducao
do pH do fluido do biofilme em contato com o substrato dental (CURY et al., 2016).

A perda da estrutura mineral do dente, especialmente o calcio e o fosfato do cristal
da hidroxiapatita, ocorre quando o pH do fluido em contato com a dentina e o esmalte encontra-
se abaixo de 6,5 e 5,5, respectivamente (desmineralizacdo) (CURY et al., 2016). Apds 20-30
minutos da ingestdo, os agucares sdo eliminados da boca por degluticdo e diluicdo salivar
resultando no retorno do pH do fluido a neutralidade, quando, acima de 5,5 para o esmalte e 6,5

para dentina, os minerais perdidos sdo parciais ou totalmente recuperados pela acao
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remineralizante da saliva (remineralizacdo) (CURY et al., 2016). O equilibrio em direcdo a
desmineralizacdo ou remineralizacdo dependerd, portanto, da frequéncia de ingestdo diaria de
acucar (CURY et al., 2016). Contudo caso ocorra um desequilibrio favoravel a
desmineralizacdo, a perda de minerais acentua-se podendo resultar na formacéo de lesdes de
carie em esmalte e dentina (PITTS et al., 2017). Neste contexto, a remog¢do mecénica do
biofilme, a restricdo a ingestdo de agUcares e a adocao de terapias com fluoreto sdo primordiais

para a manutencdo da higidez dos dentes (CURY et al., 2016).

2.2 A heterogeneidade genética e fenotipica de S. mutans

O genoma completo de uma cepa de S. mutans (cepa UA159, sorotipo c) foi
publicado em 2002 por pesquisadores do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade de
Oklahoma (University of Oklahoma, Norman, E.U.A.) (AJDIC et al., 2002). O sequenciamento
revelou que o genoma da cepa citada é organizado em Unico cromossomo circular de
aproximadamente 2.03 milhdes de pares de bases contendo baixo conteudo de guanina e
citosina (38,82%). O genoma da cepa UA159 (ATCC® 700610™) esta depositado no banco de
dados GenBank do Centro Nacional de Informacao Biotecnoldgica (NCBI) com o identificador
de acesso AE014133.

Nos anos seguintes, com a popularizacdo das tecnologias de sequenciamento de
nova geracdo, com capacidade aumentada de geracdo de dados e melhor custo-beneficio, 0s
genomas de dezenas de cepas de S. mutans foram sequenciados e depositados em bancos de
dados publicos, como o0 NCBI. A publicacdo de multiplas sequéncias gendmicas de uma mesma
espécie resultou no conceito de pangenoma que é a soma dos genes presentes em todas as
linhagens de uma mesma espécie (core genoma), 0s quais estdo relacionados a funcgdes
bioldgicas basicas e propriedades fenotipicas do microrganismo, e dos presentes apenas em
algumas linhagens de uma mesma espécie (dispensable genome), 0s quais contribuem para
diversidade, adaptacgéo, resisténcia e viruléncia (TETTELIN et al., 2005; MENG et al., 2017).
Essas variacOes intraespécie podem ocorrer devido a reducdo do genoma, rearranjos do genoma,
duplicacdo de genes e aquisi¢do de novos genes por meio de transferéncia lateral (FRASER-
LIGGETT, 2005).

Um dos primeiros estudos de gendmica comparativa baseado no sequenciamento
shotgun de 57 isolados clinicos, coletados em diferentes paises, concluiu que o pangenoma de
S. mutans é composto de 3.296 genes e o core genoma de 1.490 genes, sendo que 73 genes do

core genoma foram identificados em todos os isolados de S. mutans (unique genome)
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sequenciados, porém ndo foram encontrados em outras espécies do grupo mutans, muitos dos
quais estdo envolvidos no metabolismo dos carboidratos, adesdo e resisténcia acida (CORNEJO
et al., 2013). Assim o conhecimento de que muitos genes ndo essenciais (dispensable genome)
podem ser encontrados em S. mutans ressalta as limitaces do uso de apenas uma sequéncia
gendmica como referéncia para estudos de gendmica funcional e reforca o potencial adaptativo
dessa espécie para sobrevivéncia na cavidade oral (PALMER et al., 2013). O mesmo estudo,
usando analise demografica populacional baseada em polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) do core genoma, sugeriu que um grande processo de expansdo populacional de S.
mutans ocorreu entre 3.000 e 10.000 anos atras coincidindo com o inicio das préaticas de
agricultura e o aumento da quantidade e diversidade de carboidratos consumidos pelo
hospedeiro humano (CORNEJO et al., 2013).

Em outro estudo, um alto grau de variabilidade nos fenotipos intrinsicamente
relacionados a viruléncia, incluindo a habilidade para formar biofilme na presenca de sacarose,
tolerar o pH &cido e a tensdo oxidativa, foi observado em 15 dos isolados geneticamente mais
diversos entre as 57 cepas sequenciadas no estudo anterior (PALMER et al., 2013), sugerindo
gue nem todas as cepas de S. mutans apresentam o mesmo potencial de viruléncia e, assim,
fornecendo uma explicacdo do motivo pelo qual as tentativas de correlacionar certos genétipos
de S. mutans com a incidéncia de cérie mostraram-se uma abordagem complexa (LEMBO et
al., 2007; PHATTARATARATIP et al., 2011; ARGIMON et al., 2014; LEMOS et al., 2019).

2.3 A comunicacao célula-célula nos biofilmes de S. mutans

No modo de crescimento em biofilme, os microrganismos naturalmente alteram os
seus padroes de expressdo génica para desativar genes imperativos ao modo de vida planctonico
e ativar 0s necessarios ao estilo de vida em uma superficie bidtica ou abiética (MARSH, 2006).
Além disso um sistema de comunicacdo célula-célula, chamado de quorum sensing (QS),
permite que 0s microrganismos no biofilme detectem e respondam aos estresses ambientais,
como escassez ou excesso de nutrientes, baixo pH e presenca de antimicrobianos regulando,
assim, diversos processos fisiologicos, como formacdo de biofilmes, tolerdncia ao estresse
acido e incorporacao de DNA exo6geno por meio da sintese de moléculas de sinaliza¢do que se
acumulam no meio com 0 aumento da densidade populacional e que sdo detectadas pelas células
vizinhas (CVITKOVITCH; LI; ELLEN, 2003; MARSH, 2006). Assim 0 QS é um processo
pelo qual as bactérias interagem umas com outras pela producdo, liberacdo, deteccdo e resposta

a pequenas moléculas autoindutoras para coordenar o seu comportamento coletivo em um modo
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dependente da densidade celular (WATERS; BASSLER, 2005). Neste processo, as bactérias
Gram-positivas utilizam oligopeptideos autoindutores e as Gram-negativas, pequenas
moléculas organicas, sobretudo as N-acil homoserina lactonas. Outrossim as bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas possuem o gene luxS que participa da sintese do peptideo
autoindutor-2 (Al-2) envolvido na sinalizaco interespécie (WATERS; BASSLER, 2005).

2.3.1 Os sistemas de transducéo de sinais de dois componentes de S. mutans

Os sistemas de transducgéo de sinais de dois componentes (TCSTS) desempenham
importantes funcdes relacionadas a adaptacdo, sobrevivéncia e viruléncia bacteriana pela
deteccdo de mudancas no ambiente e alteracdo da expressdo de conjuntos especificos de genes
para montar respostas coordenadas aos estimulos ambientais (LEMOS et al., 2019). No TCSTS,
um sinal é detectado e propagado por fosfotransferéncia da proteina sensora histidina quinase,
localizada na superficie celular, para sua proteina reguladora de resposta cognata, localizada no
citoplasma, que, por sua vez, liga-se a0 DNA alvo para ativar ou reprimir a expressao de genes
envolvidos na formacao de biofilmes, absorcdo de nutrientes e tolerancia aos diferentes tipos
de estresse (STOCK; ROBINSON; GOUDREAU, 2000; LEMOS et al., 2019). O genoma da
cepa de S. mutans UA159 (sorotipo c) codifica 14 desses TCSTS e um regulador de resposta
orfao, CovR, sem ligacdo genética a qualquer histidina quinase (AJDIC et al., 2002; SMITH;
SPATAFORA, 2012).

Em S. mutans, o sistema de dois componentes comCDE é reconhecido por regular
atividades fisiologicas e fatores associados a viruléncia. Na via de sinalizacdo mediada pelo
operon comCDE, o gene comC codifica o peptideo estimulador de competéncia (CSP); o comD,
a proteina sensora histidina quinase (ComD) ligada a membrana e o comE, a proteina reguladora
de resposta cognata (ComE) situada no citoplasma (LI et al., 2001a). Ao ser sintetizado, o CSP
(um peptideo de 21 aminoé&cidos) é processado e transportado para 0 meio extracelular por um
transportador (ComA) do tipo ABC (ATP-binding cassette) e uma proteina acesséria (ComB)
(PETERSEN; SCHEIE, 2000). No meio extracelular, o CSP-21 é novamente processado pela
protease SepM, localizada na membrana, para gerar o CSP ativo (um peptideo de 18
aminoacidos) (BISWAS et al., 2016). Em altas concentragdes no meio extracelular, o CSP-18
liga-se ao receptor e ativa a histidina quinase (ComD) das células proximas via autofosforilacéo
que, em seguida, promove a ativacdo da proteina reguladora de resposta cognata (ComE) via
fosfotransferéncia (Figura 1) (SHANKER; FEDERLE, 2017). Ao ser fosforilada, ComE ativa

seus genes-alvo e, por conseguinte, uma cascata de sinalizacdo envolvida na formacdo de
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biofilmes (LI et al., 2002), producdo de bacteriocinas (VAN DER PLOEG, 2005), tolerancia ao
estresse acido (LI et al., 2001b), competéncia genética (LI et al., 2001a; ASPIRAS; ELLEN;
CVITKOVITCH, 2004) e formacdo de ceélulas persistentes e tolerantes a multiplas drogas
(LEUNG; LEVESQUE, 2012) que sdo fatores de viruléncia associados a patogénese de S.

mutans.

Figura 1 — Os sistemas do quorum-sensing envolvidos na regulacdo da viruléncia de S.

mutans
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Fonte: Rocha et al. (2020, com adaptacdes).

Os estressores ambientais, como os encontrados na cavidade oral, induzem a expressdo de um precursor do
peptideo estimulador de competéncia (CSP), codificado pelo gene comC. O propeptideo CSP é processado dentro
da célula e exportado através um transportador ABC (ATP-binding cassette) (ComAB). No meio extracelular, CSP
é novamente processado pela protease SepM para gerar o CSP maduro. Ao atingir um determinado limiar, CSP é
reconhecido pela ComD que ativa a ComE via fosfotransferéncia. Ao ser ativada, a ComE ativa uma cascata de
sinalizacdo envolvida na formacéo de biofilme e producdo de bacteriocinas. A ativacdo da ComE também ativa a
via ComRS composta pelo ComS e seu regulador transcricional ComR. O ComS é exportado para 0 meio
extracelular, transformado no peptideo XIP e importado por um sistema de permease para oligopeptideos (Opp).
Dentro da célula, o XIP forma um complexo com ComR para ativar comX e comS. O comX codifica SigX que
ativa genes envolvidos no desenvolvimento de competéncia genética.

A ativacdo da ComE também estimula, por um mecanismo ainda n&o elucidado, a
via de sinalizagdo comRS, um outro tipo de sistema do QS composto pelo peptideo ComS e seu
regulador transcricional ComR (MASHBURN-WARREN; MORRISON; FEDERLE, 2010;
LEMOS et al., 2019). Nesta via, 0 ComS (o pré-peptideo de 17 aminoéacidos) é traduzido e
exportado para o espago extracelular por um mecanismo ainda nédo compreendido (SHIELDS;

BURNE, 2016). No meio extracelular, o pré-peptideo ComS é transformado no feroménio XIP
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(XIP-comX- ou sigX-inducing peptide) e transportado de volta para dentro da célula por um
sistema de permease para oligopeptideos (sistema Opp) para formar um complexo com o
regulador transcricional ComR e ativar comsS, resultando em autoinducéo da via comRS, e comX
(sigX) que é responsavel pela ativacdo de genes envolvidos no desenvolvimento de competéncia
genética (Figura 1) (MASHBURN-WARREN; MORRISON; FEDERLE, 2010; SHIELDS;
BURNE, 2016).

Em adicdo S. mutans emprega o peptideo Al-2, um subproduto do metabolismo do
ciclo do metil ativado, mediado pela enzima LuxS, na comunicacédo interespécie (WATERS;
BASSLER, 2005). A deficiéncia de LuxS reduziu a habilidade de S. mutans para formar
biofilmes e tolerar o estresse acido e oxidativo (MERRITT et al., 2003; WEN et al., 2011). Em
consonancia com os fendtipos afetados, a deficiéncia de LuxS resultou em alteracdes na
expressao de genes envolvidos na formacéo de biofilmes e tolerancia acida (SZTAJER et al.,
2008; WEN et al., 2011). No entanto um receptor especifico para o Al-2 ainda nao foi
identificado (SZTAJER et al., 2008; SZTAJER et al., 2014).

Notavelmente, S. mutans € amplamente reconhecido por seu potencial cariogénico.
Além disso a literatura tem reportado o possivel envolvimento desse microrganismo na
etiopatogénese da doencga arterial coronariana aterosclerética (NAKANO et al., 2007;
FERNANDES et al., 2014), endocardite infecciosa (NAKANO; NOMURA; OOSHIMA,
2008a; NOMURA et al., 2012b; NOMURA et al., 2014), acidente vascular cerebral (NAKANO
etal., 2011; INENAGAet al., 2018), colite ulcerativa (KOJIMA et al., 2012), esteatose hepatica
ndo alcoolica (NAKA et al., 2016) e nefropatia por IgA (ITO et al., 2019).

Uma vez que S. mutans dispde de um sistema de comunicacdo intraespécie e
interespécie para regular os seus atributos de viruléncia, acredita-se que a adocao de estratégias
gue impecam essa comunicacdo pelo uso de inibidores do QS possa ter ampla aplicabilidade
para o controle bioldgico do agente citado. Uma revisdo foi elaborada, assim, durante o
doutorado, com o propdsito de identificar compostos biolégicos com efeitos na inibicdo da
comunicacéo estabelecida por S. mutans e no controle dos seus atributos de viruléncia (ROCHA
et al., 2020) (Anexo C).



29

2.4 A classificacdo, prevaléncia e aspectos relacionados a viruléncia dos sorotipos de S.

mutans

A classificacdo de S. mutans em quatro sorotipos (c, e, f e k) baseia-se na
composi¢do quimica do polissacarideo de ramnose-glicose da parede celular que é formado de
polimeros de ramnose unidos por ligagdes do tipo a-1,2 e a-1,3 e cadeias laterais de polimeros
de glicose unidas por ligagdes do tipo a-1,2 (sorotipo c), B-1,2 (sorotipo e) e a-1,3 (sorotipo f)
(LINZER; REDDY; LEVINE, 1986; PRITCHARD et al., 1987). No entanto o sorotipo k é
caracterizado por uma reducdo dréstica na quantidade de cadeias laterais de glicose do polimero
de ramnose (NAKANO et al., 2004a) (Figura 2).

Figura 2 — A composicao quimica do polissacarideo de ramnose-glicose da parede celular dos

sorotipos de S. mutans

Fonte: Nakano e Ooshima (2009), com permissdo de republicagdo: n°1013692-1 (Ver Anexo E).

De inicio, os sorotipos foram determinados usando o método de imunodifuséo
(BRATTHALL, 1970; NAKANO et al., 2004a). Posteriormente, autores desenvolveram uma
abordagem para sorotipagem pela técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com base
na variabilidade entre os genes envolvidos na sintese do polissacarideo de ramnose-glicose
(SHIBATA et al., 2003; NAKANO et al., 2004b). Assim os estudos clinicos baseados nas
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técnicas de imunodifusdo e PCR mostraram que o sorotipo mais encontrado na cavidade oral é
0 ¢ (70-80%), seguido pelo e (20%), enquanto os f e k sdo menos prevalentes e, tipicamente,
representam cerca de 5% e 2-5% dos isolados orais, respectivamente (LAPIRATTANAKUL et
al., 2009).

Além da reducéo dréstica na quantidade de cadeias laterais de glicose do polimero
de ramnose da parede celular, as cepas do sorotipo k costumam apresentar defeitos na expressao
de proteinas da superficie celular, como o antigeno proteico (PA), resultando na diminuicdo da
susceptibilidade a fagocitose mediada pelos leucdcitos polimorfonucleares tornando-as mais
virulentas na infecgéo sistémica (NAKANO et al., 2006a; LAPIRATTANAKUL et al., 2009).
A deteccéo dos sorotipos e e k, de fato, foi significativamente maior em amostras de valvas
cardiacas e placas de ateroma coletadas de individuos submetidos a cirurgia cardiaca do que em
amostras orais obtidas de individuos saudaveis nas quais o sorotipo ¢ foi 0 mais prevalente
sugerindo o possivel envolvimento dos sorotipos menos comuns na doenca cardiovascular
(NAKANO et al., 2007). Além disso os genes cnm e cbm foram predominantemente
identificadas nos sorotipos f e k, respectivamente (NOMURA et al., 2012a), sendo que a
presenca dessas cepas tem sido associada ao aumento do risco de doencas cardiovasculares
(NAKANO et al., 2007; NOMURA 2012b; INENAGA et al., 2018). Portanto a identificacdo
dos sorotipos de S. mutans e seus genes de viruléncia que codificam proteinas de ligacdo ao
colageno poderéa agregar valor a clinica médica como um possivel biomarcador de agravamento
do risco da doenca cardiaca, especialmente em pacientes do grupo de risco para doencas
cardiovasculares.

No entanto a atuagédo de cepas de S. mutans pertencentes aos sorotipos mais raros
na cérie dentéria é controversa, uma vez que a atividade de ligacdo ao glucano em isolados
clinicos (cnm*) foi significativamente reduzida devido a auséncia de gbpA que codifica a
proteina A de ligacdo ao glucano (GbpA) (NAKANO et al., 2010). Em outro estudo, 25% (5/20)
das cepas de S. mutans que expressavam as proteinas de ligacdo ao coldgeno ndo tinham o
antigeno PA associado a adesdo a superficie dentaria independente da sacarose (NOMURA et
al., 2013). Contudo autores reportaram o envolvimento de cepas de S. mutans (cnm* e/ou cbm®)
no aumento do risco e severidade de carie na primeira infancia (LAMBA et al., 2020). A
auséncia de expressao do antigeno PA em cepas que expressam proteinas de ligagcdo ao colageno,
de fato, embora possa diminuir o potencial de adeséo inicial as superficies dentarias intactas,
pode potencializar a ligagdo dessas cepas aos substratos riscos em colageno, como a dentina,
possivelmente devido a alteracBes do potencial aniénico da superficie celular bacteriana e
reducéo da hidrofobicidade celular na auséncia do antigeno PA (NOMURA et al., 2013). Vale
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ressaltar que o colageno do tipo | é a principal proteina da matriz extracelular do tecido
dentinario perfazendo 85-90% da matriz orgénica (ORSINI et al., 2014).

2.5 As proteinas de ligacédo ao colageno de S. mutans

2.5.1 As proteinas de superficie celular (PA) e parede celular (WapA)

A proteina de superficie celular (antigeno PA), codificada pelo gene pac, € uma
adesina de aproximadamente 190-kDa envolvida na adesdo de S. mutans a pelicula salivar
(glicoproteina GP340) do esmalte dentario por um mecanismo independente da sacarose
(AVILES-REYES et al., 2016; KOGA et al., 1990). O antigeno PA é um polipeptideo de 1.556
aminoacidos composto de quatro dominios principais: (i) um sinal de secre¢do N-terminal; (ii)
uma regido rica em alanina (regido A); (iif) uma regido rica em prolina (regido P) e (iv) um
dominio de ancoragem a parede celular - LPXTG (BRADY et al., 2010). Além de interagir com
os componentes da pelicula salivar, o antigeno PA também contribui para a interacdo de S.
mutans com diferentes tipos de moléculas da matriz extracelular, como colageno do tipo I,
fibronectina e laminina in vitro (BEG et al., 2002; YUMOTO et al., 2019). O antigeno PA, por
vezes, é expresso em pequena quantidade em cepas do sorotipo k em comparacéo aos niveis de
expressao detectados nos outros sorotipos da cavidade oral (NOMURA et al., 2014).

Em adicdo ao antigeno PA, a WapA é outra proteina de adesdo ao colageno
encontrada na superficie da parede celular de S. mutans (HAN; ZHANG; DAO, 2006). A
proteina WapA é um polipeptideo composto de quatro dominios principais: (i) um sinal de
secre¢do N-terminal; (ii) um dominio de ligacdo ao coladgeno (dominio A); (iii) um dominio
rico em treonina (dominio B) e (iv) um dominio de ancoragem a parede celular - LPXTG
(AVILES-REYES et al., 2016). No entanto, embora tenha sido comprovado que PA e WapA
ligam-se ao colageno in vitro, estudos adicionais sdo necessarios para comprovar a eficiéncia

dessas proteinas na ligacio ao colageno in vivo (AVILES-REYES et al., 2016).
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2.5.2 As proteinas de ligacao ao colageno Cnm e Cbhm

Entre os muitos genes nao essenciais identificados em S. mutans estao 0s genes cnm
e cbm que codificam as proteinas de superficie celular de ligacdo ao colageno de,
aproximadamente, 120 kDa: Cnm e Cbm (SATO et al., 2004; NOMURA et al., 20123).

As anélises genéticas de Cnm e Cbm revelaram a presenca de quatro dominios
principais: (i) um sinal de secrecdo N-terminal; (ii) um dominio de ligacdo ao colageno
(dominio A); (iii) um dominio rico em treonina (dominio B) e (iv) um dominio de ancoragem
a parede celular — LPXTG (SATO et al., 2004; NOMURA et al., 2012a). Em adicdo as analises
de bioinforméatica mostraram que a sequéncia de aminoacidos do dominio A de ligacdo ao
colageno da Cbm é altamente homdloga a sequéncia de aminoacidos do dominio A da proteina
Cnm com 78% de identidade (NOMURA et al., 2012a). No entanto, apesar da semelhanca entre
os dominios de ligacdo ao colageno (dominio A) da Cbm e Cnm, a atividade de ligacdo ao
coladgeno e ao fibrinogénio de cepas Cbm positivas foi significativamente maior do que a
atividade de ligacdo ao colageno de cepas Cnm positivas (NOMURA et al., 2012a; NOMURA
et al., 2012b; NOMURA et al., 2014). Assim autores sugeriram que as diferencas entre as
sequéncias de aminoacidos dessas proteinas contribuem para o maior potencial de ligacdo ao
colageno e fibrinogénio de cepas Cbm positivas (NOMURA et al., 2012b; NOMURA et al.,
2014).

A proteina Cbm, em adicdo, é frequentemente identificada em cepas do sorotipo k
(antigeno PA") cuja auséncia de expressao do antigeno PA pode resultar em alteracdes do
potencial aniénico da superficie bacteriana e reducdo da hidrofobicidade que podem estar
associadas aos niveis mais elevados de ligacdo ao colageno de cepas Cbm positivas (NOMURA
et al., 2012a; NOMURA et al., 2013). Além disso a interacdo de cepas Cbm positivas (PA")
com o fibrinogénio, o qual, por sua vez, liga-se aos receptores das glicoproteinas GPIIb/I1la na
membrana plaquetéria, acelerou a formacdo de uma massa amorfa em um modelo animal para
endocardite (NOMURA et al., 2014).

Vale ressaltar que bactérias alojadas em carie dentinaria sdo consideradas fontes
primarias de infec¢cdo endoddntica, uma vez que a maioria das espécies encontradas em dentina
cariada também foi encontrada em canais radiculares infectados (ROCAS et al., 2015). Além
da infeccdo endoddntica, procedimentos odontoldgicos como cirurgias, extracdes e os cuidados
de higiene bucal, como a escovacédo e o uso de fio dental, podem representar possiveis portas
para entrada e disseminacdo de S. mutans na corrente sanguinea e resultar em bacteremia

transitdria que é o primeiro passo na patogénese de doencas sistémicas causadas por bactérias
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orais (SEYMOUR et al., 2000).

2.6 A relacéo das proteinas de ligacdo ao colageno Cnm e Cbm com a carie dentéaria e

doencas sistémicas

2.6.1 A relacdo das proteinas Cnm e Cbm com a carie dentéria

Apds um trauma dentario, lesdes de carie em dentina ou recessdo gengival,
substratos ricos em colageno, como a dentina, 0 cemento, a raiz e as fibras do ligamento
periodontal, ficam expostos e, portanto, representam um alvo em potencial para colonizacéo e
persisténcia de cepas de S mutans que expressam proteinas de ligacdo ao colageno (HO et al.,
2007; MILLER et al., 2015; LIMA et al., 2020). Assim estudos clinicos sugeriram uma
associacgdo entre a presenca de S. mutans (cnm* e/ou cbm™) e o aumento do risco e severidade
da carie (MISAKI et al., 2016; ESBERG et al., 2017; LAMBA et al., 2020). Por exemplo o
indice de Dentes Cariados, Perdidos ou Obturados (CPO-D) em pacientes com nefropatia por
imunoglobulina A e com S. mutans (cnm®) na saliva foi significativamente maior (p < 0.05) do
que em pacientes diagnosticados com a mesma patologia nos quais a presencga do gene cnm nas
cepas de S. mutans isoladas da cavidade oral ndo foi detectada (MISAKI et al., 2016). Um outro
estudo realizado com criangas japonesas de 3 a 8 anos de idade mostrou uma maior incidéncia
de céarie naquelas com S. mutans (cnm*) na saliva em comparacgéo aquelas que também tinham
S. mutans, mas sem a presenca do gene cnm (p< 0.01) sugerindo que individuos portadores de
S. mutans (cnm™) apresentam um risco maior de desenvolver carie (NOMURA et al., 2009).
Além disso a presenca da proteina Cnm na saliva total de criangas suecas foi considerada um
fator de risco para o aumento da incidéncia de carie durante um periodo de acompanhamento
de 5anos (12-17 anos) (ESBERG et al., 2017). Recentemente, uma associagdo entre a presenca
de S. mutans (cnm* e/ou cbm*) em placa dental e a carie severa na primeira infancia foi relatada

em criangas canadenses menores de 6 anos (LAMBA et al., 2020).

2.6.2 Arelacdo das proteinas Cnm e Cbm com a endocardite infecciosa

A endocardite € uma infeccdo que se estabelece no endotélio cardiaco. As valvas
cardiacas lesionadas, principalmente mitral e aoértica, sdo comumente afetadas pelo processo
infeccioso, porém a infeccdo pode acontecer em qualquer estrutura do coragdo, como nos

defeitos dos septos e cordas tendineas ou no endotélio mural ¢ nos “shunts” arteriovenosos e
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arterio-arteriais (MURDOCH et al., 2009). A incidéncia global da doenca é de 3 a 10 casos por
100 mil individuos por ano, porém, mesmo rara, a taxa de mortalidade anual é de
aproximadamente 30%, apesar dos recentes avangos no diagndstico e tratamento (CAHILL;
PRENDERGAST, 2016).

A lesdo caracteristica da endocardite € uma massa amorfa (vegetacdo) contendo
microrganismos, sendo que os Staphylococcus aureus, estreptococos do grupo viridans,
incluindo S. mutans e S. bovis, e Enterococcus spp., foram reconhecidos como 0s principais
agentes etioldgicos (VOGKOU et al., 2016; KIM; GORDON; SHRESTHA, 2018). Neste
contexto, sabe-se que S. mutans pode ser o agente etioldgico de infecgdes extraorais, como
bacteremia e endocardite (NAKANO; NOMURA; OOSHIMA, 2008a; KIM; GORDON;
SHRESTHA, 2018). Um estudo realizado no Brasil detectou 0 DNA de S. mutans em 89,3%
das amostras de valvas cardiacas analisadas (OLIVEIRA et al., 2015).

A patogénese da endocardite envolve a formagdo de uma massa amorfa que se
origina de lesBes fisicas ou inflamatérias que levam a exposicdo de proteinas da matriz
extracelular, como o colageno, producdo de citocinas pré-inflamatorias e deposicao de fibrina
e plaquetas no sitio afetado (MOREILLON; QUE, 2004). Assim ao migrarem da cavidade oral
para corrente sanguinea, cepas de S. mutans que expressam proteinas de ligacdo ao colageno
(Cnm e/ou Cbm) podem se ligar as fibras de colageno expostas em um tecido danificado, bem
como entrar e sobreviver no citoplasma de células endoteliais (ABRANCHES et al., 2009;
ABRANCHES et al., 2011; NOMURA et al., 2012b; NOMURA et al., 2013). A invasédo de
células endoteliais, por conseguinte, pode levar ao desenvolvimento de infec¢Bes cronicas pelo
escape dessas cepas a vigilancia imunoldgica do hospedeiro e ao mecanismo de acdo dos
agentes terapéuticos (AVILES-REYES et al., 2016). Um outro mecanismo de evasio a resposta
imune de cepas de S. mutans que expressam proteinas de ligacao ao colageno envolve a ligacdo
dessas proteinas a opsonina C1q do sistema do complemento podendo resultar no bloqueio da
ativacdo da resposta imunoldgica mediada pela via classica desse sistema (AVILES-REYES et
al., 2016).

Sabe-se que existe uma associacgao entre infecgOes extraorais e 0s sorotipos de S.
mutans menos prevalentes (e, f e k) (NAKANO et al., 2007; NAKANO et al., 2011; NOMURA
et al.,, 2012b; NOMURA et al., 2014). Além disso uma tendéncia semelhante tem sido
observada em relagéo a distribuicéo das proteinas Cnm e Cbm, uma vez que a maioria das cepas
que as expressam pertence aos sorotipos mais raros (e, f e k) (AVILES-REYES et al., 2016).
Assim Nakano et al. (2007) demostraram taxas de deteccdo significativamente maiores dos

sorotipos e e k em amostras de valvas cardiacas e placas de ateroma obtidas de pacientes
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submetidos a cirurgias cardiovasculares do que em amostras orais obtidas da saliva de
individuos saudaveis (p < 0,05). Em adicdo a taxa de deteccdo de S. mutans (cbm®) foi
significativamente maior em amostras de valvas cardiacas coletadas de pacientes com
endocardite do que em amostras de valvas cardiacas coletadas de pacientes com outras doencas
valvares (p = 0,0005) (NOMURA et al., 2012b). O mesmo estudo também mostrou que cepas
Cbm positivas (sorotipo k) apresentaram niveis mais altos de ligacdo ao colageno do tipo | e
taxas mais elevadas de adesdo e invasao as células endoteliais in vitro quando comparadas as
cepas Cnm positivas (NOMURA et al., 2012b). Vale mencionar que o colageno do tipo |
representa aproximadamente % do colageno presente em valvas cardiacas normais (COLE et
al., 1984). Assim as cepas Cbm positivas (sorotipo k) foram consideradas mais virulentas
devido a sua maior afinidade de ligacdo ao colageno exposto no endotélio danificado e ao
fibrinogénio, especialmente na auséncia do antigeno PA, o que resultou na interacdo e inducgéo
de agregacdo plaquetéria e, por conseguinte, em formacdo de uma massa amorfa no endotélio,
composta de bactérias, fibrinogénio e plaquetas (NOMURA et al., 2014).

Em outra pesquisa, uma mutagdo no gene pac que codifica o antigeno PA na cepa
S. mutans TW871 (sorotipo k, cnm*) resultou em niveis mais elevados de ligacdo ao colageno
in vitro quando comparada a mesma cepa sem a manipulacéo genética sugerindo que o antigeno
PA atua de modo antagdnico a proteina Cnm na interagdo com o colageno (NOMURA et al.,
2013). Além disso um estudo realizado em modelo animal de infeccdo de valvas cardiacas
mostrou que a infeccdo com a cepa S. mutans TW295 (sorotipo k, cnm*), que ndo expressa o
antigeno PA, resultou na formacdo de uma vegetacdo de células composta de microrganismos,
plaquetas e fibrina que ndo foi observada na infeccdo com cepas positivas para antigeno PA
reforcando que a auséncia de expressdo do antigeno PA contribui para patogénese da
endocardite infecciosa (OTSUGU et al., 2017).

A formacdo de uma vegetacdo de células no endotélio danificado aumenta a
resisténcia das bactérias as defesas do hospedeiro e ao tratamento com antibidticos (PARSEK;
SINGH, 2003). Vale ressaltar que a auséncia do antigeno PA resultou na diminuicdo da
suscetibilidade de S. mutans a fagocitose mediada pelos leucécitos polimorfonucleares
humanos e em maior duragdo da bacteremia implicando a auséncia da expressdo do antigeno
PA em aumento da sua viruléncia sistémica (NAKANO et al., 2006a). Portanto identificar a
presenca de cepas pertencentes aos sorotipos menos prevalentes e portadoras de genes que
codificam proteinas de ligagdo ao colageno, especialmente em pacientes considerados de risco
para a endocardite infecciosa e em tratamento médico ou odontoldgico, pode ser entendida com

uma estratégia relevante na prevencao de doengas sistémicas (NAKANO et al., 2004b). Assim
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a investigacdo de biomarcadores, como a presenca dos genes cnm e cbm em isolados clinicos
de S. mutans, serviria de triagem para pacientes com necessidade de tratamento preventivo antes
da realizacdo de procedimentos odontoldgicos (ABRANCHES et al., 2011).

2.6.3 A relacdo das proteinas Cnm e Cbm com a hemorragia cerebral e outras doencas

sistémicas

Nakano et al. (2011) utilizaram um modelo animal de hemorragia cerebral e
reportaram o agravamento do sangramento apos a infecgdo dos animais com S. mutans TW295
(sorotipo k, cnm*) e com a proteina recombinante Cnm. Os pesquisadores relataram que a
bacteremia induzida por S. mutans pode ser um fator de risco para o agravamento da hemorragia
cerebral pela acumulacgéo e ligacdo de cepas expressando Cnm ao coladgeno exposto apos a
ruptura da parede do vaso, seguida de inibicdo de agregacdo plaquetaria, possivelmente pelo
bloqueio do mecanismo de acdo do fator de von Willebrand (fvW) circulante no plasma que
atua como mediador da ligacao entre o colageno exposto e o receptor da glicoproteina Ib (GPIb)
da membrana plaquetaria para promover agregacdo plaquetaria (NOMURA et al., 2014). O
acumulo de S. mutans expressando Cnm, em adicdo, resultou na ativacdo da metaloproteinase-
9 e intensificagdo da hemorragia cerebral (NAKANO et al., 2011).

Além disso estudos mostraram que a atividade de ligagdo ao colageno de S. mutans
(cnm*) presente na saliva humana foi considerada um fator de risco para a ocorréncia de
microsangramentos cerebrais e hemorragia intracerebral (MIYATANI et al.,, 2015;
WATANABE et al., 2016, TONOMURA et al., 2016; INENAGA et al., 2018). Desse modo a
ligacdo ao colageno exposto no vaso lesionado ndo apenas facilitaria a colonizagéo bacteriana,
como também agravaria a hemorragia pelo bloqueio dos mecanismos de reparo dos tecidos
lesionados (AVILES-REYES et al., 2016).

Ndo o bastante autores mostraram que cepas de S. mutans (sorotipo k, cnm®)
representam um fator de risco para outras complicacfes sistémicas como a colite ulcerativa
(KOJIMA et al., 2012), a esteatose hepatica ndo alcoolica (NAKA et al., 2016) e a nefropatia
por IgA (ITO et al., 2019).
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2.7 A relagdo de S. mutans com a aterosclerose e 0 IAM

A Doenca Arterial Coronariana (DAC), também conhecida como Doenca
Isquémica do Coracdo (DIC), compreende uma diversidade de condi¢bes clinicas
assintomaticas e sintomaticas tipicamente associadas a reducdo do fluxo sanguineo para o
masculo cardiaco, cuja causa mais comum € a doenca aterosclerotica das artérias coronérias,
uma condicdo cronica de apresentacdo variavel que tem o IAM como um dos seus principais
desfechos (OLIVEIRA et al., 2020). O IAM é patologicamente definido como a morte celular
do miocérdio devido a uma isquemia prolongada (THYGESEN et al., 2018). De acordo com
dados do estudo GBD (2017), a prevaléncia estimada de DAC na populagdo adulta brasileira
foi de 0,53% (15-49 anos), 4,34% (50-69 anos) e 10,99% (>70 anos), enquanto a prevaléncia
geral padronizada por idade foi de 1,63% (1,564 por 100 mil habitantes) (OLIVEIRA et al.,
2020). Além disso o GBD (2017) estimou em 1.736 (IC 95%, 1.689 — 1779) dias de vida
perdidos ajustados por incapacidade (DALYs) por DAC por 100 mil habitantes (OLIVEIRA et
al., 2020).

A aterosclerose, que se caracteriza pela retencdo de colesterol na parede arterial,
remodelamento vascular e estreitamento do IUmen arterial, € uma doenca inflamatdria crénica
de origem multifatorial que ocorre em resposta a agressdes ao endotélio vascular de artérias
causadas por estimulos irritativos como altas concentracdes plasmaticas do colesterol da
lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) (ROSS, 1999; RENKO et al., 2008; PAHWA,; JIALAL,
2020).

As lesdes da aterosclerose ocorrem principalmente em artérias de médio e grande
calibres e podem levar a isquemia do coragdo, cérebro ou extremidades, resultando em infarto
(ROSS, 1999). Em uma artéria normal, existem trés camadas de tecidos: a interna (endotélio),
a média (intima e média) e a externa (adventicia). A aterogénese € o processo de formacéo de
placas de ateroma na camada intima das artérias (ATHANASIOU; FOTIADIS; MICHALIS,
2017).

O primeiro estagio da aterosclerose é caracterizado pelo acimulo do LDL-c e
inflamacéo da parede arterial (disfuncéo endotelial) (ATHANASIOU; FOTIADIS; MICHALIS,
2017). Em resposta aos estimulos irritativos, as células endoteliais expressam quimiocinas,
como a MCP-1 (proteina quimiotatica de monocitos 1), e moléculas de adesdo a superficie
celular, como VCAM-1 (molécula de adesdo vascular 1), que atraem e capturam mondcitos em
suas superficies, os quais, por diapedese, migram para a camada intima da parede arterial
(LIBBY, 2002; ATHANASIOU; FOTIADIS; MICHALIS, 2017).
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As mudancgas na permeabilidade endotelial também possibilitam a migragdo de
particulas do LDL-c para a camada intima (TABAS; WILLIAMS; BOREN, 2007). Dentro da
intima, os mondcitos se transformam, via fator estimulador de col6nias de macréfagos (M-CSF),
em macrofagos que liberam espécies reativas de oxigénio para oxidar particulas do LDL-c,
assim como expressam receptores para internalizagdo dessas particulas oxidadas (LDL-oxi)
resultando no acumulo de colesterol derivado da LDL e formacéo de células espumosas (LIBBY,
2002; ATHANASIOU; FOTIADIS; MICHALIS, 2017; PAHWA; JIALAL, 2020). Por sua vez
as células espumosas liberam citocinas pro-inflamatérias (Interleucina-1, Interleucina- 6 e
Interleucina-8) que amplificam a resposta inflamatéria no sitio da lesdo (LIBBY, 2002).

As bactérias da cavidade oral podem colonizar as placas ateroscleréticas humanas
e ativar macrdfagos intraplaca para secretar mediadores pro-inflamatérios (citocinas, espécies
reativas de oxigénio, moléculas vasoativas e proteases) resultando em leséo celular endotelial
localizada e instabilidade/vulnerabilidade da placa. (HANSSON; ROBERTSON;
SODERBERG-NAUCLER, 2006).

Dentro do ateroma em crescimento, citocinas pré-inflamatorias também estimulam
a migracdo de células musculares lisas da camada média para a camada intima da parede arterial
para formacdo de placa fibrosa rica em colageno, situada abaixo do endotélio, que confere
protecdo contra a ruptura da placa (HANSSON; ROBERTSON; SODERBERG-NAUCLER,
2006; PAHWA; JIALAL, 2020).

A ruptura e/ou erosdo da placa aterosclerdtica, em resposta a intensificacdo do
processo inflamatdrio, expBe o sangue circulante ao seu nucleo altamente trombogénico e leva
a ativacdo de plaquetas e fatores de coagulacdo resultando na formagdo de um trombo e
obstrucdo do fluxo sanguineo para a regido afetada do musculo cardiaco, caracterizando o
infarto  (HANSSON; ROBERTSON; SODERBERG-NAUCLER, 2006; ANDERSON;
MORROQOW, 2017). No Brasil, em 2018, ocorreram 142.982 hospitalizacdes por IAM com taxa
de mortalidade hospitalar de 11% (OLIVEIRA et al., 2020).

Os fatores de risco tradicionais para aterosclerose incluem hipertenséo,
hipercolesterolemia, diabetes mellitus, obesidade, tabagismo e sedentarismo, porém muitos
casos nao sao explicados pelos fatores citados (PUCAR et al., 2007). Além disso autores
sugeriram o envolvimento de infeccbes por bactérias periodontais e cariogénicos no
desenvolvimento e progressdo da aterosclerose (HARASZTHY et al., 2000; PUCAR et al.,
2007; KOZAROV et al., 2006; NAKANO et al., 2007; FERNANDES et al., 2014).
Recentemente, Misaki, Fukunaga e Nakano (2021) concluiram o que a carie dentaria pode

exercer um efeito indireto no progndstico da aterosclerose.
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Para estudar a correlacdo entre bactérias orais e a ocorréncia de aterosclerose,
pesquisas tém sido conduzidas para elucidar os possiveis mecanismos e processos inflamatérios
mediados por esses microrganismos na etiopatogénese dessa doenca. Assim estudos in vitro
demostraram que S. mutans possui a capacidade de se ligar as proteinas da matriz extracelular,
como o coldgeno (SATO et al., 2004; NOMURA et al. 2012b; LIMA et al., 2020), invadir e
persistir no citoplasma de células endoteliais de artérias coronarias humanas (ABRANCHES et
al., 2009; ABRANCHES et al., 2011; LIMA et al., 2020), aumentar a producéo de citocinas
pré-inflamatorias (Interleucina- 6, Interleucina- 8 e MCP-1) relacionas a aterosclerose
(NAGATA; TOLEDO; OHO, 2011), induzir formagéo de células espumosas (KURAMITSU et
al., 2001) e agregagdo plaquetaria (NOMURA et al., 2014) que sdo eventos fortemente
associados a patogénese da aterosclerose. Ainda, Kesavalu et al. (2012) demostraram, em
modelo animal, que a cepa invasiva OMZ175 (sorotipo f, cnm™) acelerou o aumento da resposta
inflamatoria e o desenvolvimento de placa aterosclerotica.

Em sintonia com esses achados, vérios estudos demostraram a presenca de bactérias
orais, incluindo S. mutans, em lesdes ateroscleréticas humanas (KOZAROV et al., 2006;
NAKANO et al., 2006b; NAKANO et al., 2007; FERNANDES et al., 2014). Nakano et al.
(2006b), por exemplo, relataram que S. mutans foi a bactéria mais frequente em tecidos de
valvas cardiacas e placas de ateroma com uma prevaléncia de 68,6% e 74,1%, respectivamente.
Kozarov et al. (2006), em adicéo, relataram a presenca de DNA de S. mutans em placas de
ateroma de 22,5% dos pacientes mais jovens (~ 27 anos) e 44,4% dos pacientes mais velhos (~
67 anos). Em um estudo realizado no Brasil, 0 DNA de S. mutans foi identificado em 100% das
amostras orais (saliva e placa supragengival e placa subgengival) e placas ateroscleréticas
coletadas de pacientes com doenca vascular (FERNANDES et al., 2014). Significativamente,
Nakano et al. (2007) demostraram uma prevaléncia estatisticamente significante dos sorotipos
e e k em amostras de placa dental coletadas de pacientes submetidos a cirurgia para retirada de
placa aterosclerética, enquanto cepas do sorotipo ¢, 0 sorotipo mais comum na cavidade oral,
prevaleceram em amostras orais obtidas de individuos saudéaveis do grupo controle.
Coletivamente, esses achados sugerem que cepas especificas de S. mutans podem desempenhar
um papel na infec¢do de tecidos cardiovasculares sendo que os individuos que abrigam tais

cepas podem ter maior risco de infarto.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a prevaléncia de S. mutans, seus sorotipos (c, €, f e k), seus genes de
proteinas de ligacéo ao colageno (cnm e cbm) em amostras de placa dental e sua relacdo com a
carie dentaria e o IAM em adultos infartados com menos de 50 anos de idade e voluntarios sem

historico de doenca cardiaca.

3.2 Objetivos especificos

Relacionar a presenca de S. mutans, seus sorotipos e seus genes cnm e cbhm em
amostras de placa dental com a cérie dentaria em adultos infartados antes dos 50 anos de idade
e voluntarios sem histérico de doenca cardiaca.

Relacionar a presenca de S. mutans, seus sorotipos e genes cnm e cbm em amostras
de placa dental com IAM em adultos infartados antes dos 50 anos de idade e voluntéarios sem

historico de doenga cardiaca.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 O delineamento do estudo

Trata-se de um estudo observacional transversal caso-controle em que amostras de
placa dental (biofilmes dentérios) foram coletadas e avaliadas para identificagdo de S. mutans,
seus sorotipos (c, e, f e k) e seus genes de proteinas de ligacdo ao coldgeno (cnm e cbm). Os
procedimentos experimentais foram realizados no Laboratério de Pesquisa em Microbiologia
Oral e no Laboratério de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas (LACT) da Faculdade de Farmaécia,
Odontologia e Enfermagem (FFOE) da Universidade Federal do Ceard (UFC). A pesquisa foi
realizada com amostras de placa dental de adultos infartados com menos de 50 anos e de

voluntarios sem historico de doenca cardiaca.

4.2 As coletas das amostras de placa dental

O estudo foi realizado com amostras de conveniéncia (placa dental) coletadas de 31
adultos com historico de IAM por doenca arterial coronariana do tipo aterosclerética antes dos
50 anos de idade (39,6 + 5,2 anos; 30-49 anos) e que foram acompanhados no Ambulatério de
Cardiologia do Hospital de Messejana Dr. Calos Alberto Studart Gomes, Fortaleza, Ceara, pela
médica Rochelle Pinheiro Ribeiro (CRM CE 6654), durante a execucdo do projeto para analise
de mutacdes genéticas da Paraoxonase humana- 1 “Associacdo de polimorfismos genéticos da
Paraoxonase 1 (PON1) com sindrome coronariana aguda em pacientes jovens”
(PROTOCOLO CEP/UFC N° 2.206.472, Ceara, Brasil). Foram coletadas as informacdes sobre
comorbidades e aspectos sociodemograficos durante anamnese e busca nos prontuarios desses
pacientes.

Assim, para uso dessas amostras com as novas analises, o presente estudo foi
submetido a apreciacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara
(PROTOCOLO CEP/UFC 29466020.1.0000.5054, Cear4, Brasil-Anexo A) sendo aprovado. A
pesquisa foi registrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) (n® A273C0A-Anexo B). Alem disso, com base
na idade dos pacientes infartados na data da coleta das amostras de placa dental (46,9 £ 6,9; 30-
63 anos), 17 voluntérios (45,5 + 8,9; 28-63 anos), sem historico de doenga cardiaca, com idade

e sexo pareados aos do grupo de pacientes cardiopatas, integraram o grupo controle.
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Os perfis glicémicos e lipidicos séricos de todos os participantes foram
determinados por métodos enzimaéticos colorimétricos, conforme as Diretrizes da Sociedade
Brasileira de Diabetes e Sociedade Brasileira Cardiologia, cujos parametros de normalidade
utilizados como referéncia foram: glicose (< 100 mg/dL), colesterol total (< 190 mg/dL), HDL-
¢ (> 40 mg/dL), LDL-c (< 130 mg/dL) e triglicérides (< 150 mg/dL).

Aavaliagdo da presenca e severidade de lesGes de cérie de todos os participantes do
estudo foi aferida pelo Sistema Internacional de Deteccdo e Avaliacdo de Carie (ICDAS), um
método de deteccdo e diagndstico de lesdes de céarie idealizado para ser usado na pratica clinica,
pesquisa e programas em salde publica. O sistema é baseado em critérios visuais para a
deteccdo das lesdes em estagio bem inicial determinando também a sua gravidade. Neste estudo,
0 ICDAS foi aplicado pelo cirurgido-dentista Jodo Eudes Teixeira Pinho Filho (CRO CE-7598)
que foi treinado e calibrado através da utilizacdo de fotos de trabalhos originais, atendimento
de pacientes e do programa on-line disponibilizado para o indice ICDAS (ISMAIL et al., 2007).
Os dentes foram examinados primeiramente umidos e, depois, apds secagem com seringa
triplice por 5 segundos. No ICDAS, cada dente é dividido em superficies mesial, distal,

vestibular, lingual e oclusal e segue a classificacdo abaixo (Tabela 2).

Tabela 2 — A classificacdo da presenca e severidade de carie baseada nos critérios do ICDAS

Caodigos Interpretacao
0 Nenhuma ou sutil alteracdo na translucidez do esmalte apOs secagem por 5
segundos
1 Opacidade dificilmente visivel na superficie Umida, mas notavel apds secagem
prolongada

Opacidade visivel sem secagem

Cavidade localizada em esmalte opaco ou pigmentado

Sombreamento da dentina subjacente

Cavitacdo em esmalte opaco ou pigmentado com exposicao de dentina subjacente
envolvendo menos da metade da superficie do dente

6 Cavitacdo em esmalte opaco ou pigmentado com exposicao da dentina subjacente
envolvendo mais de metade da superficie dentaria

Fonte: Ismail et al. (2007, com adaptages)
ICDAS = Sistema Internacional de Detec¢do e Avaliagdo de Carie.

b wiN

Apos a aplicacdo do ICDAS, amostras de placa dental foram coletadas das
superficies de dentes permanentes de todos os participantes do estudo pelo cirurgido-dentista
Jodo Eudes Teixeira Pinho Filho (CRO CE-7598) com o auxilio de curetas de Gracey (Trinity®,
Séo Paulo, SP, Brasil) e armazenadas em solugéo estabilizadora de RNA (RNAlater™ Ambion
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Inc., Austin, TX, E.U.A.) em freezer -80° C para posterior realizacdo das analises

microbioldgicas e moleculares.

4.3 Aativacao das amostras de placa dental e a obtencéo dos isolados bacterianos da placa

dental

As amostras de placa dental, previamente coletadas e armazenadas em solucéo
estabilizadora de RNA (RNAlater™ Ambion Inc., Austin, TX, E.U.A.) em freezer -80° C,
foram descongeladas, submetidas a aparelho de voértex (60 segundos) e semeadas por
esgotamento (50 pL) em placas de agar Mitis Salivarius (Difco Laboratories, Detroit, Ml,
E.U.A.) contendo 0,2 U/mL de bacitracina (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, E.U.A.), 0,001%
de solucéo de telurito de potassio (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, E.U.A.) e 20% de sacarose
(meio seletivo agar Mitis Salivarius Bacitracina) (GOLD; JORDAN; HOUTE, 1973). As placas
do meio de cultivo foram incubadas em estufa bacterioldgica (37° C, 5% de CO2 por 48 horas).
Em seguida, 5-15 isolados compativeis com a morfologia de S. mutans (coldnias de aparéncia
rugosa ou lisa, variando entre azul escuro a preto, as vezes firmemente aderidas ao agar e as
vezes com uma camada de polissacarideo brilhante na parte superior ou lateral da coldnia)
(Figura 3), quando disponiveis, foram selecionados e cultivados, isoladamente, em 10 mL de
Caldo Infusdo Cérebro e Coracdo (BHI) (Acumedia Laboratories, Lansing, MI, E.U.A.) em 37°
C, 5% de CO; por 18-24 horas (LAPIRATTANAKUL et al., 2009; NOMURA; OGAYA;
NAKANO, 2016).

Figura 3 — Os aspectos morfoldgicos das colbnias de S. mutans em &gar Mitis Salivarius

Bacitracina

Fonte: elaborada pelo autor.
Aspectos morfoldgicos da col6nia de S. mutans: (A) col6nia de aparéncia rugosa aderida ao agar; (B) coldnia de
aparéncia rugosa aderida ao agar contendo uma gota de polissacarideo brilhante na parte superior (NIKON D60).
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Apos o crescimento em caldo BHI, as amostras foram armazenadas em caldo BHI
contendo 20% de glicerol (200 pL da cultura bacteriana adicionados a 200 puL de BHI estéril
suplementado com 40% de glicerol) e armazenadas em freezer -80 °C para posterior extracdo
de DNA.

4.4 A extracao de DNA dos isolados bacterianos e das amostras de placa dental

As amostras armazenadas em BHI glicerol (-80° C), 5-15 amostras de cada
participante do estudo, foram descongelados assepticamente e 100 pL inoculados em 10 mL de
caldo BHI e cultivadas em 37° C, 5% de CO. por 18-24 horas. A matriz InstaGene (Bio-Rad
732-6030; Hercules, CA, E.U.A.) foi utilizada para extracdo de DNA dos isolados bacterianos
da placa dental (Figura 4).

Figura 4 — O protocolo para extragcdo de DNA das amostras analisadas

v a " -] | =] JIL
- R
” PCR-ready
- T e I
Adicionar 50 pL da Centrifugar e Adicionar 200 L Submeter a vértex e Centrifugar e usar
cultura & agua remover o da matriz ao pellete  incubar em 100° C 0 sobrenadante
ultrapura. sobrenadante. incubar em 56° C por 8 minutos. para PCR.

por 30 minutos.

Fonte: SHIN (2012, com adaptaces).

Em resumo, 50 pL da cultura em caldo BHI foram transferidos para um tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL contendo 1 mL de agua ultrapura livre de nucleases (Invitrogen™
Life Technologies, Carlsbad, CA, E.U.A), submetido a vortex e centrifugado em 12.000 rpm
por 1 minuto (Eppendorf microcentrifuge, Model 5415R, Hamburg, Alemanha). Apds a etapa
de centrifugacédo, o sobrenadante foi descartado e 200 pL da matriz InstaGene (Bio-Rad 732-
6030; Hercules, CA, E.U.A.) foram adicionados ao precipitado e a amostra incubada em banho
seco em 56 °C por 15-30 minutos (Loccus Biotecnologia, S&o Paulo, SP, Brasil). Em seguida,
a amostra foi submetida a vortex por 10 segundos e novamente incubada, desta vez, em 100 °C
por 8 minutos. Finalmente, a amostra foi submetida a vortex em alta velocidade por 10 segundos,
centrifugada em 12.000 rpm por 3 minutos (Eppendorf microcentrifuge, Model 5415R,

Hamburg, Alemanha) e o sobrenadante, contendo o DNA, transferido para um novo tubo de
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microcentrifuga estéril resultando em volume de eluicdo final de 160 pL. A concentracdo de

DNA foi determinada por espectrofotometria em 260 nm usando um espectrofotometro
microvolume UV-vis (NanoDrop 1000, Thermo Scientific, Waltham, MA, E.U.A). O DNA foi
ajustado (20 ng/uL) e armazenado em -20° C para as analises de PCR.
A matriz InstaGene (Bio-Rad 732-6030; Hercules, CA, E.U.A) também foi

empregada para extracdo de DNA das amostras de placa dental utilizando-se 200 pL da amostra

armazenada em solucdo estabilizadora de (RNAlater™ Ambion Inc., Austin, TX, E.U.A))

conforme protocolo de extracao e quantificacdo detalhados acima.

4.5 As reacdes em cadeia da polimerase (PCR)

As amostras de DNA da placa dental e dos isolados bacterianos da placa dental,

obtidas conforme protocolo detalhado acima, foram analisadas para identificacdo de S. mutans,

sorotipos e genes de proteinas de ligacdo ao colageno (cnm e cbm) pela técnica da PCR. A

Tabela 3 apresenta a relacdo dos primers usados nas PCR.

Tabela 3 — A sequéncia dos primers utilizados nas PCR

Finalidade | Primer Sequéncia 5°-3° pb Referéncia
S. mutans gtf B-F 5'-ACTACACTTTCGGGTGGCTTGG-3 517 OHO et al. 2000
otf B-R 5'-CAGTATAAGCGCCAGTTTCATC-3
Sorotipo ¢ SC-F 5'- CGGAGTGCTTTTTACAAGTGCTGG -3 727 SHIBATA et al., 2003
SC-R 5'- AACCACGGCCAGCAAACCCTTTAT -3
Sorotipo e SE-F 5-CCTGCTTTTCAAGTACCTTTCGCC -3' 517 SHIBATA et al., 2003
SE-R 5'- CTGCTTGCCAAGCCCTACTAGAAA -3
Sorotipo f SF-F 5'- CCCACAATTGGCTTCAAGAGGAGA -3' 316  SHIBATAetal., 2003
SF-R 5'- TGCGAAACCATAAGCATAGCGAGG -3'
Sorotipok  CEFK-F 5-ATTCCCGCCGTTGGACCATTC C -3 294  NAKANO et al., 2004b
K-R 5'- CCAATGTGATTCATCCCATCAC -3'
cnm cnm-DF 5- TGGAGGTTCAGGGCAAGTATGTTGGTGATT -3' 579 NOMURAetal., 2012a
cnm-DR  5- GTCTTTTGATCAGGATTGTCAACTTTAGTC -3'
cbm cbm-EF 5-AGCTGAAGTTAGTGTTGTAAAACCTGCTTC-3' 393 NOMURAEetal., 2012a
cbm-ER 5- TAGGATCATCAACCTTAGTCAAGTACACGA -3'

Fonte: elaborada pelo autor. PCR: (Reacdo em Cadeia da Polimerase); S. mutans: Streptococcus mutans; pb: (pair

bases).

As PCR foram realizadas em termociclador (Bio-Rad 184-5096; sistema CFX96™

Touch, Hercules, CA, E.U.A) de acordo com os parametros de ciclagem detalhados abaixo:
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4.5.1 A identificacdo de S. mutans das amostras de placa dental e isolados bacterianos da
placa dental

As amostras de DNA da placa dental e dos isolados bacterianos da placa dental
foram analisadas para identificacdo de S. mutans pela técnica da PCR convencional. As reagdes
foram preparadas em duplicata em um volume total de 50 pL, contendo 45 pL do Platinum®
PCR SuperMix (Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, E.U.A), 100 nM dos primers
(otfB-F/gtfB-R) e 2 pL de DNA (~ 20 ng/uL). Os primers gtfB-F/gtfB-R amplificam um
segmento do gene gtfB que é especifico de S. mutans e, por isso, podem ser usados na sua
identificacdo (OHO et al., 2000; VILLHAUER; LYNCH; DRAKE, 2017). O DNAde S. mutans

UA159 foi utilizado como controle positivo da reacdo (Tabela 4).

Tabela 4 — As cepas padrao utilizadas no presente estudo

. Genes .
Cepas Sorotipo (cnm/chm) Descricao Fonte
S. mutans UA159 c cnm/cbm’ Placa dentaria Uzl\g::% of
Isolado oral de um NAKANO etal.,
*S. mutans NN2002 e cnm/cbm’ garoto de 9 anos 2004a
* _ .
S mutf7nss oMz f cnm*/cbm’ Placa dentaria B. Guggenheim
Isolado oral de um NAKANO et al.,
*S. mutans YT1 K cnm’/cbm* garoto saudavel de 6 2004a
anos

Fonte: elaborada pelo autor.
*Cepas doadas pelo Dr. Kazuhiko Nakano (Universidade de Osaka, Japdo) (Anexo D).

Agua livre de nucleases foi utilizada em substituicio ao DNA como controle
negativo de contaminacdo. As amostras foram submetidas aos seguintes parametros de
ciclagem: 95° C por 4 minutos (hot start para ativacdo da Taq polimerase), seguidos de 30 ciclos
de 95° C por 1 minuto, 55° C por 1 minuto e 72° C por 1 minuto, com uma extensao final a 72°
C por 10 minutos (VILLHAUER; LYNCH; DRAKE, 2017). Os produtos amplificados na PCR
foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampdo 1 x Tris-borato-EDTA
(TBE) [0,1 M Tris; 0,09 M é&cido borico; 0,001 M EDTA (pH 8,0)]. Um marcador de peso
molecular de 100 pb (Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, E.U.A) foi aplicado ao gel

para dimensionar o tamanho dos fragmentos de DNA obtidos. As bandas de DNA foram coradas
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com SYBR Safe (1:10000 v/v) (Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, E.U.A),
adicionado ao gel na fase de preparacdo, e visualizadas sob luz ultravioleta (320 nm) no

transiluminador modelo L-PIX EX (Loccus Biotecnologia, Sdo Paulo, SP, Brasil).

4.5.2 A determinacao dos sorotipos de S. mutans das amostras de placa dental e isolados
bacterianos da placa dental

As amostras de DNA da placa dental e dos isolados bacterianos da placa dental
positivos para S. mutans foram analisadas para determinacao dos sorotipos pela técnica da PCR
convencional. As reacdes foram preparadas em duplicata em um volume total de 50 pL,
contendo 45 pL do Platinum® PCR SuperMix (Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA,
E.U.A), 100 nM dos primers (SC-F/SC-R; ou SE-F/SE-R; ou SF-F/SF-R; ou CEFK-F/K-R) e
2 pL de DNA (~20 ng/pL). Amostras de DNA de S. mutans UA159 (sorotipo c), ou NN2002
(sorotipo e), ou OMZ-175 (sorotipo f) ou YT1 (sorotipo k) foram utilizadas como controles
positivos da reacdo (Tabela 2). Agua livre de nucleases foi utilizada em substituicdo a0 DNA
como controle negativo de contaminacdo. As amostras foram submetidas aos seguintes
parametros de ciclagem: 95° C por 4 minutos (hot start para ativacdo da Taq polimerase),
seguidos de 35 ciclos de 95° C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos e 72° C por 30 segundos,
com uma extensao final a 72° C por 7 minutos (NAKANO et al., 2004b; MOMENI et al., 2019).

Os produtos amplificados foram analisados conforme descrito na se¢éo 4.5.1

4.5.3 A identificacdo dos genes cnm e cbm das amostras de placa dental e isolados
bacterianos da placa dental

As amostras de DNA da placa dental e dos isolados bacterianos da placa dental
positivas para S. mutans foram analisadas para identificacdo dos genes cnm e cbm pela técnica
da PCR multiplex. As reacdes foram preparadas em duplicata em um volume total de 50 pL,
contendo 45 pL do Platinum® PCR SuperMix (Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA,
E.U.A), 100 nM dos primers (cnm-DF/cnm-DR; e com-EF/cbm-ER) e 2 uL de DNA (20 ng/pL).
Amostras de DNA de S. mutans OMZ-175 (cnm*) e YT1 (cbm™) foram utilizadas como
controles positivos da reagio (Tabela 2). Agua livre de nucleases foi utilizada em substituicio
ao DNA como controle negativo de contaminacgao. As amostras foram submetidas aos seguintes
pardmetros de ciclagem: 95° C por 4 minutos (hot start para ativacdo da Taq polimerase),

seguidos de 35 ciclos de 95° C por 30 segundos, 60° C por 30 segundos e 72° C por 30 segundos,
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com uma extensao final a 72° C por 7 minutos (NOMURA et al., 2012a; MOMENI et al., 2019).
Os produtos amplificados foram analisados conforme descrito na secéo 4.5.1.

4.6 A analise estatistica

Os dados foram tabulados no Microsoft Excel e exportados para o software
Statistical Packcage for the Social Sciences (SPSS) versao 20.0 para Windows. Na estatistica
descritiva, foram calculados média, desvio-padrdo, valores minimos e maximos para as
variaveis quantitativas, além das frequéncias absoluta e percentual para as variaveis qualitativas.
Na estatistica analitica, utilizou-se o teste Qui-quadrado de Pearson para investigar a associacdo
entre variaveis categodricas independentes. A analise de covariancia (ANCOVA) foi aplicada
para investigar o efeito do colesterol sobre a idade no infarto, ajustado pela idade dos pacientes
infartados na data da coleta das amostras de placa dental. A Regressdo Logistica Binaria foi
aplicada para predizer se a presenga de S. mutans e os niveis de colesterol estdo associados a
ocorréncia de infarto. Utilizou-se p < 0,05 como valor de referéncia para a significancia

estatistica.
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5 RESULTADOS

Um total de 31 pacientes infartados, com média (Média £ DP) de idade no infarto
de 39,6 = 5,2 anos (variacdo 30 - 49 anos) e média de idade na ocasido da coleta da placa dental
de 46,9 * 6,9 anos (variagcdo 30 - 63 anos), foram analisados neste estudo. Além desses, 17
voluntarios, sem historico de doenga cardiaca, com média de idade na ocasido da coleta da placa
dental de 45,5 * 8,9 anos (variacdo 28 - 63 anos), com idade e sexo pareados aos do grupo de

pacientes infartados, foram envolvidos no estudo (Tabela 5).

Tabela 5 — A caracteriza¢do demogréafica da populacdo estudada

Grupos
Variaveis Infartado Controle
Demogréficas n=31 n=17
*Masculino 22 (71,0%) 11 (64,7%)
*Feminino 9 (29,0%) 6 (35,3%)
#*Idade na coleta 46,9 £ 6,9 (30-63 anos) 45,5 + 8,9 (28-63 anos)
#1dade no infarto 39,6 * 5,2 (30-49 anos) -

Fonte: elaborada pelo autor.
*Dados qualitativos expressos em forma de “n (%)”. *Dados quantitativos expressos em forma de “Média+DP
(minima-maxima).”

No grupo dos pacientes infartados, 48,4% (15/31) apresentaram pelo menos um dos
fatores de risco classicos para aterosclerose e, consequentemente, para o IAM. No entanto 51,6%

(16/31) ndo tinham fatores de risco classicos para cardiopatias (Tabela 6).
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Tabela 6 - Os fatores de risco apresentados pelos pacientes infartados

Variaveis n %
Amostra total 31 100
*HAS 2 6,5
Diabetes 2 6,5
Dislipidemia 1 3,2
Tabagismo 6 19,3

HAS e Tabagismo 1 3,2
THFDAC e Tabagismo 1 3,2
HFDAC e Dislipidemia 2 6,5

Nenhum 16 51,6

Fonte: elaborada pelo autor.
*HAS, hipertenséo arterial sistémica; THFDAC, histéria familiar de doenca arterial coronariana prematura.

Os pacientes infartados apresentaram as maiores médias (Média = DP) de dentes
ausentes (8,3 + 5,8), de carie em esmalte (2,5 + 2,3) e de cérie em dentina (1,1 + 1,8). O grupo
controle apresentou a maior média de dentes higidos (24,8 + 5,8) (Tabela 7). No geral, 74,2%
dos infartados tinham carie em esmalte contra 52,9% do grupo controle e 38,7% dos infartados

tinham carie em dentina contra 29,4% do grupo controle (Tabela 7).

Tabela 7 — O perfil de satde bucal da populacdo estudada pelos critérios do ICDAS

Infartados Controles
Média de Porcentagem de Média de Porcentagem de
namero de individuos com namero de individuos com
Variaveis dentes por a condicdo na dentes por a condicdo na
individuo populacéo individuo populacéo
(n=31) (n=31) (n=17) (n=17)
*Dentes ausentes 8,3+5,8 96,8% 54+45 94,1 %
(0 - 29 dentes) (30/31) (0 - 17 dentes) (16/17)
Dentes higidos 20,0+6,4 19,4 % 248 +5,8 41,2 %
(ICDAS 0) (1 - 31 dentes) (6/31) (11 - 32 dentes) (7117)
Dentes com céarie em 25123 74,2% 12+14 52,9%
esmalte (ICDAS 1,2e 3) (0 - 7 dentes) (23/31) (0 - 4 dentes) (9/17)
Dentes com céarie em 1,1+18 38,7% 06+14 29,4%
dentina (ICDAS 4,5e6) (0 - 6 dentes) (12/31) (0 - 5 dentes) (5/17)

Fonte: elaborada pelo autor.
*QOs dentes ausentes foram computados sem a especificacdo da razdo da perda. ICDAS = Sistema Internacional de
Deteccdo e Avaliacdo de Cérie.

Os parametros glicémicos e lipidicos sericos dos infartados e controles estdo
apresentados na Tabela 8, nos quais os pacientes infartados apresentaram Média = DP (34,4 +

6,4) para 0 HDL-c abaixo do desejavel.
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Tabela 8 — Os perfis glicémicos e lipidicos da populacéo estudada

Variareis Infartados Controles
Parametros (mg/dL) Desejavel Média £ DP Desejavel Média + DP
Glicose <100 101,7 £ 32,2 70-99 89,5+8,8
Colesterol total <190 160,8 +52,8 <190 205,8 £+ 34,1
HDL-c > 40 344+64 > 40 55,0+ 12,9
LDL-c <130 97,3 +48,6 <130 127,1 + 28,7
Triglicérides <150 131,7 £ 87,5 < 150 124,8 + 66,3

Fonte: elaborada pelo autor.
HDL-c, colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-c, colesterol da lipoproteina de baixa densidade.

Neste estudo, 5 amostras (amostras 09, 13, 16, 26 e 31) de placa dental dos pacientes
infartados testaram positivas para S. mutans (16,1%; 5/31) (Tabela 9). A anélise do DNA de 205
isolados bacterianos (5-15 isolados por individuo), obtidos a partir do plaqueamento das 31
amostras de placa dental dos infartados em meio seletivo, possibilitou a identificacdo de mais
2 pacientes (2/26) portadores de S. mutans (amostras 02 e 24), cujas amostras de placa dental
haviam testadas negativas para S. mutans (Tabela 9) e (Figura 5). No total, 7 dos 31 pacientes
infartados (22,6%) foram confirmados como portadores de S. mutans pela técnica da PCR
(Tabela 9).

Tabela 9 — A identificacdo de S. mutans, sorotipos e genes cnm e cbm das amostras analisadas

dos pacientes infartados

Identificacéo de Sorotipos Genes
S. mutans (cnm / cbm)
i Placa
Cadigo Placa . Placa Isolados
das dental Isolados Pz;%tse Fanos  gental  bacterianos dental/
amostras (n=31) (n=205) (n=7) (n=30) Isolados
bacterianos
02 Negativo 1 positivo (*1/15) NE e Ausentes
09 Positivo 5 positivos (*5/5) e e Ausentes
13 Positivo 2 positivos (*2/15) e e Ausentes
16 Positivo 11 positivos (*11/15) c c Ausentes
24 Negativo 1 positivo (*1/15) NE C Ausentes
26 Positivo 5 positivos (*5/15) cek cek Ausentes
31 Positivo 5 positivos (*5/5) c c Ausentes

Fonte: elaborada pelo autor.
NE = ndo encontrado; *proporcéo de isolados positivos para S. mutans dentre os isolados analisados de cada
individuo.
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Figura 5 — Os resultados da PCR dos isolados bacterianos da placa dental dos infartados e

controles positivos para S. mutans

600pb
500 pb ==

600 pb
500 pb —

Fonte: elaborada pelo autor.

Géis de agarose a 1,5 % contendo fragmentos amplificados do gene gtfB dos isolados da placa dental positivos
para S. mutans dos grupos: a) infartado (2D-16G); b) infartado (16H-31A); c) infartado (31B-31E) e controle (6A-
6E). A seta a direita indica fragmentos de 517 pb amplificados do gene-alvo. PM= peso molecular (100 pb); C-
NEG= Controle negativo; C-POS= Controle positivo (Sm UA159); pb= pares de bases; Sm= Streptococcus mutans.

Além disso 2 amostras (amostras 06 e 13) de placa dental dos voluntarios do grupo
controle testaram positivas para S. mutans (11,8%; 2/17) (Tabela 10). A analise do DNA de 95
isolados bacterianos (5-15 isolados por individuo), obtidos a partir do plaqueamento das 17
amostras de placa dental dos voluntarios em meio seletivo, possibilitou a identificacdo de 5
isolados positivos para S. mutans da amostra 06 (Tabela 10) e (Figura 5). No entanto todos os

isolados da amostra 13 (n= 15 isolados) testaram negativos para S. mutans (Tabela 10).
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Tabela 10 — A identificacdo de S. mutans, sorotipos e genes cnm e cbm das amostras analisadas

dos voluntarios do grupo controle

Identificacdo de Sorotipos Genes
S. mutans (cnm / cbm)
Cddigo Placa Isolados Placa Isolados  Placa dental/
das dental bacterianos dental bacterianos Isolados
amostras (n=17) (n =95) (n=2) (n=5) bacterianos
06 Positivo 5 positivos (*5/5) c c Ausentes
13 Positivo NE (*0/15) c NE Ausentes

Fonte: elaborada pelo autor.
NE = ndo encontrado; *proporcao de isolados positivos para S. mutans dentre os isolados analisados de cada

individuo.

A sorotipagem das amostras de placa dental positivas para S. mutans dos pacientes
infartados revelou a presenca do sorotipo ¢ (amostras 16, 26 e 31), sorotipo e (amostras 09 e
13) e sorotipo k (amostra 26) (Tabela 9). No entanto o sorotipo ¢ foi o Unico identificado nas
amostras de placa dental positivas para S. mutans dos voluntarios do grupo controle (amostras
06 e 13) (Tabela 10).

Além disso a sorotipagem dos isolados bacterianos positivos para S. mutans dos
infartados (n= 30 isolados) (Tabela 9) e controles (n= 5 isolados) (Tabela 10), obtidos a partir
do plagueamento das amostras de placa dental em meio seletivo, identificou a presenca dos

sorotipos ¢ (Figura 6), e (Figura 7) e k (Figura 8) nos portadores de S. mutans.
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Figura 6 — Os resultados da PCR dos isolados bacterianos da placa dental dos infartados e

controles positivos para o sorotipo ¢

700 pb
600 pb =

Fonte: elaborada pelo autor.

Géis de agarose a 1,5 % contendo fragmentos amplificados de S. mutans do sorotipo ¢ dos grupos: a) infartado
(16A-26A); b) infartado (31A-31E) e controle (6A-6E). A seta a direita indica fragmentos de 727 pb amplificados
daregido do loci rgp (rgpF - ORF12) do sorotipo c. O loci rgp (rgpF - ORF12) € a regido responsavel pela formacéao
da cadeia lateral de glicose do polissacarideo de ramnose-glicose da parede celular bacteriana. PM= peso molecular
(100 pb); C-NEG= Controle negativo; C-POS= Controle positivo (Sm UA159); pb= pares de bases; Sm=
Streptococcus mutans.
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Figura 7 — Os resultados da PCR dos isolados bacterianos da placa dental dos pacientes

infartados positivos para sorotipo e

Fonte: elaborada pelo autor.

Gel de agarose a 1,5 % contendo fragmentos amplificados de S. mutans do sorotipo e do grupo infartado (2D-13F).
A seta a direita indica fragmentos de 517 pb amplificados da regido do loci rgp (rgpF - ORF12) do sorotipo e. O
loci rgp (rgpF - ORF12) é a regido responsavel pela formacéo da cadeia lateral de glicose do polissacarideo de
ramnose-glicose da parede celular bacteriana. PM= peso molecular (100 pb); C-NEG= Controle negativo; C-POS=
Controle positivo (Sm NN2002); pb = pares de bases; Sm= Streptococcus mutans.
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Figura 8 — Os resultados da PCR dos isolados bacterianos da placa dental do paciente infartado

positivos para sorotipo k

Fonte: elaborada pelo autor.

Gel de agarose a 1,5 % contendo fragmentos amplificados de S. mutans do sorotipo k do grupo infartado (26B-
26N). A seta a direita indica fragmentos de 294 pb amplificados do gene-alvo (rgpF). PM= peso molecular (100
pb); C-NEG= Controle negativo; C-POS= Controle positivo (Sm YT1); pb= pares de bases; Sm= Streptococcus
mutans.

No geral, o sorotipo c foi identificado em 57,1% (4/7), 0o e em 42,9% (3/7) e 0 kem
14,3% (1/7) das amostras analisadas dos pacientes infartados portadores de S. mutans (Tabela
9). Alem disso o sorotipo c foi detectado em 100% (2/2) das amostras analisadas dos voluntarios
do grupo controle portadores de S. mutans (Tabela 10). Importante, os sorotipos raros (e ou k)
e multiplos sorotipos (c e k), comumente associados as doencas cardiovasculares, foram
identificados em 57,1% (4/7) e 14,3% (1/7) das amostras analisadas dos pacientes infartados

portadores de S. mutans, respectivamente (Tabela 11).
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Tabela 11 — Os fatores de risco, parametros bioquimicos, sorotipos, genes cnm e cbm e perfil
de cérie dos pacientes infartados portadores de S. mutans

Parametros de normalidade

Genes Cérie
(mg/dL)
Portadores de  Fatores de GL CT HDL-c LDL-c TG Sorotios  cnm/cbm  Esmalte  Dentina
S. mutans risco (<100) (<190) (>40) (<130) (<150) b
02 Diabetes 90 104 29 59 80 e Ausentes Sim Sim
09 Tabagismo 223 107 37 72 89 e Ausentes Sim Né&o
13 Tabagismo 93 365 54 299 59 e Ausentes Né&o Né&o
16 N&o 77 138 33 91 68 c Ausentes Sim Né&o
Dislipidemia Ausentes
24 81 204 37 127 200 c Sim Sim
e HFDAC
26 Nao 84 194 37 146 165 cek Ausentes Sim Néo
31 Dislipidemia 96 158 30 108 84 c Ausentes Sim Néo
Média + DP 106,3+ 1814+ 36,7+ 1288+ 1064+

51,9 89,7 8,3 80,8 53,9

Fonte: elaborada pelo autor.

GL, glicose; CT, colesterol total; HDL-c, colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-c, colesterol da
lipoproteina de baixa densidade; TG, triglicérides; HFDAC, histéria familiar de doenca arterial coronariana
prematura.

No entanto as reacdes para identificacdo dos genes cnm e cbm das amostras de placa
dental positivas para S. mutans dos infartados (Tabela 9) e controles (Tabela 10) néo
amplificaram bandas de DNA especificas para 0os genes mencionados. Além disso as reacdes
para identificacdo dos genes cnm e cbm dos isolados da placa dental positivos para S. mutans
dos infartados (n= 30 isolados) e controles (n=5 isolados) ndo amplificaram bandas de DNA
especificas para os genes de proteinas de ligacao ao colageno (Figura 9). Portanto os genes cnm

e cbm ndo foram encontrados nas amostras analisadas.
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Figura 9 — Os resultados da PCR para detec¢do dos genes cnm e cbm dos isolados bacterianos

da placa dental dos infartados e controles positivos para S. mutans
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Fonte: elaborada pelo autor.

Géis de agarose a 1,5 % ilustrando a auséncia de amplificacdo dos genes cnm e cbm dos isolados da placa dental
positivas para S. mutans dos grupos: a) infartado (2D-16F); b) infartado (16G-26J); c) infartado (26N-31E) e
controle (6A-6E). PM= Marcador (100 pb); C-NEG= Controle negativo; C-POS= Controle positivo (Sm OMZ175,
cnm*- 579 pb; Sm YT1, cbm*- 393 pb); pb= pares de bases; Sm= Streptococcus mutans.

Com o objetivo de correlacionar a presenga de S. mutans em amostras de placa
dental com a cérie dentaria na populacao estudada, foi realizado o teste do qui-quadrado que
faz a comparacdo de frequéncias entre grupos considerando as variaveis categoricas. Assim foi
possivel observar que a presenca de S. mutans nas amostras analisadas, independente do
sorotipo, ndo foi associada a céarie dentaria na populacdo avaliada, independente da condicéo
cardiaca (p = 0,885), infartados (p = 0,853) e controles (p = 0,787). Semelhantemente, a
presenca de S. mutans nas amostras analisadas, independente do sorotipo, ndo foi associada a

carie em esmalte (p = 0,536) e dentina (p = 0,256) nos pacientes infartados (Tabela 12).
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Tabela 12 — Arelacdo da presenca de S. mutans (independente do sorotipo) com a cérie dentéria

na populagéo estudada

Arelacdo da presenca S. mutans (independente do sorotipo)

Variaveis SIM NAO TOTAL pf

N % N %

Com cérie na populacgdo avaliada (independente da condicgdo cardiaca)

Sim 7 14,6% 28 58,3% 35
0,885
Né&o 2 4,2% 11 22,9% 13
Com cérie nos pacientes infartados
Sim 6 19,4% 19 61,3% 25
0,853
Né&o 1 3,2% 5 16,1% 6
Com cérie nos voluntarios do grupo controle
Sim 1 5,9% 9 52,9% 10
0,787
Né&o 1 5,9% 6 35,3% 7
Com céarie em esmalte nos pacientes infartados
Sim 6 19,4% 17 54,8% 23
0,536
Né&o 1 3,2% 7 22,6% 8
Com céarie em dentina nos pacientes infartados
Sim 2 6,5% 10 32,3% 12
0,256
Né&o 5 16,1% 14 45,2% 19

Fonte: elaborada pelo autor.
fQui-quadrado de Pearson.
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Do mesmo modo, os sorotipos identificados nas amostras analisadas ndo foram
associados a carie em esmalte (p = 0,386) e dentina (p = 0,801) nos pacientes infartados (Tabela
13).

Tabela 13 — A relacéo da presenca dos sorotipos de S. mutans com a carie em esmalte e dentina

nos pacientes infartados

A relacéo da presenca dos sorotipos

Variaveis c e k TOTAL pf

*N % N % N %

Com céarie em esmalte nos pacientes infartados

Sim 4 50,0% 2 25,0% 1 12,5% 7
0,386
Né&o 0 0,0% 1 12,5% 0 0,0% 1
Com céarie em dentina em pacientes infartados
Sim 1 12,5% 1 12,5% 0 0,0% 2
0,801
Né&o 3 37,5% 2 25,0% 1 12,5% 6

Fonte: elaborada pelo autor.
fQui-quadrado de Pearson. * O N do estudo ndo permite confiar no teste, pois ha grupos com a contagem esperada
<5,0).

Além disso com o objetivo de correlacionar os niveis de colesterol com a idade na
ocasido do infarto, controlado pela idade na ocasido da coleta de placa dental, foi realizada uma
ANCOVA que avalia a relacdo entre duas varidveis quantitativas sem o efeito de uma covariavel.
A ANCOVA revelou que ha efeito da idade na ocasido da coleta de placa dental (covariavel)
sobre a idade na ocasido do infarto (variavel dependente) [F(1,26) = 7,236; p<0,05]. Dessa
forma, ha efeito dos niveis de colesterol sérico (variavel independente) sobre a idade na ocasido
do infarto (variavel dependente), apos controle para o efeito da idade na ocasido da coleta de
placa dental (covariavel) sendo F(1,26) = 3,403; p<0,05) (Grafico 1).
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Gréafico 1 — AANCOVA do colesterol sérico e idade na ocasido do infarto
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Fonte: elaborado pelo autor.

A ANCOVA foi realizada ajustando as variaveis idade no infarto (variavel dependente) e colesterol sérico (variavel
independente) sem a influéncia da idade na data da coleta da placa dental (covariavel). O grafico indica uma
relagdo linear (p< 0,05) entre o colesterol sérico e a idade no infarto quando controlado pela idade na data da coleta
da placa dental.

Realizou-se, assim, uma regressdo logistica binaria para verificar se a presenca de
S. mutans e os niveis de colesterol sdo previsores do desenvolvimento de infarto na populacéo
estudada. A analise de regressdo mostrou que a presenca de niveis normais de colesterol teve
efeito significativo sobre os ndo portadores de S. mutans, com estes apresentando uma
probabilidade 47,4% menor de infarto (OR = 0,474; 1C95% = 0,956-0,992).

De acordo com a diretriz brasileira de dislipidemias e prevencdo da aterosclerose
(FALUDI et al., 2017), da Sociedade Brasileira de Cardiologia, as dislipidemias podem ser
classificadas com base na fracdo lipidica alterada em: hipercolesterolemia isolada- aumento
isolado do LDL-c (LDL > 160 mg/dL); hipertrigliceridemia isolada- aumento isolado dos
triglicérides (TG > 150 mg/dL); hiperlipidemia mista- aumento do LDL-c (LDL > 160 mg/dL)
e dos triglicérides (TG > 150 mg/dL); HDL-c baixo: redugdo do HDL-c (< 40 mg/dL) isolado
ou em associacdo ao aumento de LDL-c ou de triglicérides. Neste estudo, 74,3% dos pacientes
infartados apresentaram o HDL-c abaixo do desejavel. Logo buscou-se analisar se havia

diferenca de frequéncia dos distdrbios lipidicos entre os infartados e os ndo infartados.
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Observou-se, portanto, que os individuos com HDL-c baixo tém maior tendéncia ao infarto,
enquanto os niveis lipidicos normais protegem contra o infarto, pois x3(4) = 19,992; p= 0,001

(p< 0,05), com uma associac¢éo de 62,5%.
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6 DISCUSSAO

A bactéria S. mutans € amplamente associada a cérie dentaria (LOESCHE, 1986;
PITTS et al., 2017). Embora a sua prevaléncia e incidéncia tenham permanecidas estaveis ao
longo dos Ultimos anos, a cérie dentéaria é uma das doencas mais prevalentes e onerosas para o
sistema de salde global (IHEOZOR-EJIOFOR et al., 2015; LISTL et al., 2015; KASSEBAUM
et al., 2017). Além do notavel potencial cariogénico, a literatura médica tem reportado a
presenca dessa bactéria em placa dental, valvas cardiacas e placas de ateroma de pacientes
submetidos a cirurgias cardiovasculares, sugerindo o possivel envolvimento de S. mutans na
etiopatogénese da aterosclerose e, consequentemente, no IAM (KOZAROV et al., 2006;
NAKANO et al., 2007; FERNANDES et al., 2014).

Neste estudo, S. mutans foi identificado em 22,6% (7/31) e 11,8% (2/17) das
amostras analisadas (placa dental e isolados bacterianos da placa dental) dos infartados e
controles, respectivamente. Os estudos prévios detectaram a presenca de S. mutans em 95,1%
(39/41) e 100% (13/13) das amostras orais coletadas previamente a realizacdo de cirurgias
cardiovasculares (NAKANO et al., 2007; FERNANDES et al., 2014). Por conseguinte, a menor
prevaléncia de S. mutans observada neste estudo pode ser atribuida a uma possivel melhoria
das praticas de higiene bucal, uma vez que as amostras de placa dental foram coletadas apés a
ocorréncia do IAM e de orientacOes aos pacientes acerca da potencial associacdo entre a salde
oral e cardiovascular.

Com base na composicdo quimica do polissacarideo de ramnose-glicose da parede
celular, especifico de cada sorotipo, S. mutans foi classificado em quatro sorotipos clinicos (c,
e, fe k) (NAKANO; OOSHIMA, 2009). As pesquisas empregando as técnicas de imunodifusdo
e PCR mostraram que o sorotipo ¢ é o mais prevalente (70-80%) na cavidade oral, seguido
pelos sorotipos e (~20%), f (<5%) e k (2-5%) (NAKANO; OOSHIMA, 2009;
LAPIRATTANAKUL et al., 2009). No entanto varia¢des na prevaléncia dos sorotipos foram
reportadas entre diferentes populacbes e amostras pesquisadas (SWEDAN; OBEIDAT,;
SHAKHATREH, 2018; MOMENI et al., 2019; ROSERO et al., 2020).

Este estudo empregou a técnica da PCR e determinou a prevaléncia dos sorotipos ¢
(57,1%), e (42,9%) e k (14,3%) em amostras (placa dental e isolados bacterianos da placa dental)
de pacientes infartados portadores de S. mutans, porém o sorotipo f ndo foi detectado.
Utilizando essa mesma abordagem, Nakano et al. (2007) demostraram uma prevaléncia
semelhante do sorotipo ¢ (59,0%) em placa dental de pacientes cardiopatas. O estudo também

reportou uma alta prevaléncia dos sorotipos e e k em placa dental (84,7% e 15,4%) e placas de



64

ateroma (62,5% e 25,1%) de pacientes cardiopatas, ao contrario do sorotipo ¢ que prevaleceu
em amostras orais de individuos saudaveis corroborando com os achados deste estudo
(NAKANO et al., 2007). Portanto o conhecimento da distribuicao dos sorotipos € de relevancia
para saude, pois 0s sorotipos menos prevalentes, em particular os sorotipos e e k, predominaram
em individuos afetados por doencas cardiacas (NAKANO et al., 2007; NAKANO; OOSHIMA,
2009).

Em relacéo ao numero de sorotipos presentes nas amostras analisadas (placa dental
e isolados da placa dental) dos pacientes infartados, 85,7% (6/7) dos portadores de S. mutans
tinham um Unico sorétipo, enquanto um individuo (14,3%; 1/7) abrigava dois sorotipos (c e k).
Este achado é semelhante aos observados em popula¢Ges da Jordania, Estados Unidos e
Espanha (SWEDAN; OBEIDAT; SHAKHATREH, 2018; MOMENI et al., 2019; ROSERO et
al., 2020). No entanto diverge da tendéncia observada no Japéo e Tailandia onde predominou a
deteccdo simultanea dos sorotipos ¢ e e nas populagdes estudadas (LAPIRATTANAKUL et al.,
2009). Vale citar que multiplos sorotipos foram mais frequentes em individuos afetados por
doencas cardiacas ou que foram submetidos a cirurgias cardiovasculares (NAKANO et al.,
2007).

Em adicdo quatro isolados obtidos da placa dental de um paciente portador de S.
mutans (14,3; 1/7) que infartou aos 48 anos, sem comorbidades, foram confirmados como
pertencentes ao sorotipo k. As cepas do sorotipo k foram isoladas pela primeira vez do sangue
de individuos com bacteremia e caracterizadas por uma reducdo drastica na quantidade de
cadeias laterais de glicose do polimero de ramnose da parede celular (FUJIWARA et al., 2001).
Acredita-se que S. mutans pode acessar a corrente sanguinea via traumas ocasionados por
procedimentos odontolégicos (SEYMOUR et al., 2000). Outra propriedade, por vezes, comum
ao sorotipo k € a auséncia de expressdo da proteina ligante de glucano do tipo A (GbpA) que
resultou em baixos niveis de adesao dependente da sacarose e capacidade de ligacdo ao glucano
(LAPIRATTANAKUL et al., 2009; NAKANO et al., 2010). Além disso a auséncia de
expressédo do antigeno PA, baixa hidrofobicidade celular e maior resisténcia a fagocitose pelos
leucdcitos polimorfonucleares sdo atributos de viruléncia comuns as cepas do sorotipo k e estdo
associados a viruléncia sisttmica (NAKANO et al., 2004a; NAKANO et al., 2008b;
LAPIRATTANAKUL et al., 2009).

Ademais a significancia clinica de S. mutans na doenca sisttmica tem sido
associada a presenca de duas proteinas de ligagdo ao coldgeno, Cnm e Cbm, codificadas pelos
genes cnm e cbm, respectivamente (SATO et al., 2004; NOMURA et al., 2012a). Essas

proteinas sdo expressas em maior frequéncia nos sorotipos menos prevalentes (e, f e k)
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(NOMURA et al., 2012a; AVILES-REYES et al., 2016). Assim estudos mostraram que as cepas
de S. mutans apresentam maior afinidade de ligacdo as proteinas da matriz extracelular, como
0 colageno do tipo I, e maior potencial de colonizacdo da polpa dentaria e canais radiculares
qguando expressam as proteinas Cnm e/ou Cbm (SATO et al., 2004; NOMURA et al., 2012a;
NOMURA; OGAYA; NAKANO, 2016; LIMA et al., 2020). Importante, as cepas Cnm e Cbm
positivas apresentaram maior potencial de invasdo e sobrevivéncia no citoplasma de células
endoteliais de artérias coronarias humanas (ABRANCHES et al., 2009; ABRANCHES et al.,
2011; LIMA et al., 2020). Além disso, em modelo animal, autores demostraram que a cepa
OMZ175 (cnm®) acelerou o aumento da resposta inflamatéria e a formacdo de placa
aterosclerdtica, principal causa do IAM (KESAVALU et al., 2012; THYGESEN et al., 2018).
Contudo, neste estudo, 0s genes cnm e cbm nao foram encontrados nas amostras analisadas
(placa dental e isolados bacterianos da placa dental). Futuras pesquisas com amostras de
diferentes sitios, como de lesdes cavitadas, com exposicao de tecido dentinario e pulpar, e de
infeccdes endodonticas poderdo elucidar a distribuicéo e prevaléncia desses genes em S. mutans
no Brasil, uma vez que as cepas que expressam as proteinas Cnm e Cbm tém predilecao pelos
tecidos ricos em coldgeno (NOMURA; OGAYA; NAKANO, 2016; LIMA et al., 2020).

A presenga de S. mutans, independente do sorotipo, ndo foi associada a cérie
dentéria na populacéo estudada. A prevaléncia de S. mutans nos infartados e controles foi de
22,6% e 11,8%, respectivamente. A baixa prevaléncia de S. mutans pode ser atribuida a uma
possivel melhoria das praticas de higiene bucal e ao sitio de coleta das amostras de placa dental.
Futuras pesquisas, com amostras de placa dental coletadas da superficie de dentes higidos e de
lesBes de cérie cavitadas, poderdo estabelecer uma tendéncia divergente ja que S. mutans é uma
bactéria associada a doenca carie (LOESCHE, 1986; PITTS et al., 2017).

De acordo a Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose, o
HDL-c baixo (< 40 mg/dL), isolado ou em associacdo ao aumento de LDL-c ou de triglicérides,
é utilizado na classificacdo das dislipidemias (FALUDI et al., 2017). Neste estudo, 74,3% dos
pacientes infartados apresentaram o HDL-c abaixo do desejavel de acordo com a classificacdo
citada. A andlise da frequéncia dos disturbios lipidicos na populagéo estudada mostrou que 0s
individuos com HDL-c baixo tém maior tendéncia ao infarto, enquanto os niveis lipidicos
normais protegem contra o infarto, com 62,5% de associagdo entre as variaveis. Vale ressaltar
que o HDL-c baixo é um fator de risco para a doenga arterial coronariana (LUSCHER et al.,
2014; FENG et al., 2019).

A analise de regressdo mostrou que os individuos com niveis normais de colesterol

e sem S. mutans apresentaram uma probabilidade 47,4% menor de infarto. Na maioria dos casos,
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0 IAM ¢ precedido da ruptura ou erosdo de uma placa coronaria aterosclerética (BOATENG;
SANBORN, 2013; ANDERSON; MORROW, 2017). Em geral, a destruicdo do esmalte e da
dentina, em decorréncia de lesbes de carie avancgadas, resulta na exposicdo dos capilares
sanguineos da polpa dentaria permitindo que bactérias orais (incluindo S. mutans) acessem a
corrente sanguinea (NAKANO et al., 2006b; MISAKI; FUKUNAGA; NAKANO, 2021).
Assim estudos apontaram que infecgdes por bactérias periodontais e cariogénicos estariam
associadas ao desenvolvimento e progressdao da aterosclerose (PUCAR et al., 2007;
KOZAROV et al., 2006; NAKANO et al., 2007; FERNANDES et al., 2014). Com isso, autores
propuseram quatros mecanismos patogénicos basicos envolvendo infec¢Bes orais na patogénese
da aterosclerose: (1) bacteremia e invasdo da parede arterial; (2) inducdo de inflamagéo
sistémica pela producéo e liberacdo de mediadores inflamatérios dos locais da infeccdo oral na
corrente sanguinea; (3) resposta imune do hospedeiro a componentes especificos de bactérias
orais e (4) efeitos pro-aterogénicos de toxinas bacterianas especificas. No entanto futuros
estudos sdo necessarios para comprovar esses mecanismos (AARABI; HEYDECKE;
SEEDOREF, 2018; MISAKI; FUKUNAGA; NAKANO, 2021; LIU et al., 2020).

Uma vez que esta pesquisa utilizou um nimero pequeno de amostras, 0s autores
sugerem a realizacdo de futuros estudos em larga escala com amostras de diferentes sitios de
coleta para investigar a prevaléncia dos sorotipos e genes de viruléncia de S. mutans em
individuos saudaveis e diagnosticados com cardiopatias, incluindo criangas. Acredita-se que
isso resultard em dados mais representativos e facilitara a identificacdo de possiveis associacdes
de sorotipos e genes de viruléncia a doencas orais e sistémicas na populacao brasileira.

O presente estuda apresenta algumas limitagbes como uso de uma amostra de
conveniéncia com um nimero amostral pequeno cujas amostras de placa dental foram coletadas
em tempos variaveis ap6s o evento infarto. Em adi¢do ndo foram acessadas informacgoes sobre
padrdo alimentar ou de higienizacdo que sdo fatores fortemente associados a presenca de lesdes
de cérie dentéria e podem estar associados a presenca de S. mutans. No entanto, como o IAM é
um evento ndo frequente em pacientes adultos antes dos 50 anos de idade, o recrutamento foi
dificultado.
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7 CONCLUSAO

S. mutans foi identificado em 22,6% e 11,8% das amostras analisadas dos infartados
e controles, respectivamente.

Os sorotipos raros e multiplos sorotipos foram identificados somente nas amostras
de placa dental dos pacientes infartados. O sorotipo ¢ foi o Gnico identificado nas amostras de
placa dental dos controles.

Os genes cnm e cbm nédo foram encontrados nas amostras analisadas dos infartados
e controles.

A relagcdo de S. mutans com cérie dentaria ndo foi significativa na populacéo
estudada.

Os niveis séricos normais de colesterol em ndo portadores de S. mutans foram

relacionados com uma probabilidade 47,4% menor de infarto.
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S Design: The search strategy was conducted through the electronic databases Pubmed, Scopus, and Web of Sclence
foe studies reporting the effects of natural and synthetic hloactive compounds on the regulation of Q§-associated
and/or -regulated genes of S. mutans
Results: After full-text reading, 19 studies met the inclusion criteria, in most of them, QS inhibitors from synthetic
arlgin were 4, 16 articles described the effect of the compounds on biofilm formation cultiviated in virro
and five studies described these effects on adbesion of blofilm-producing cells, Only 2 studies analyzed the
potential target-component of the QS,

Conelustons: Mostly, the bloactive compounds affected the expression of QS-associated and/or -regulated genes
and virulence traits (eg. adhesion, blofilm formation, acld stress tolerance) of S murans. Further studios are
nocessary o elucidate the targetapecific QS-system constitbent used by bloactive compounds to achieve QS

inhibition as well as validate the we of these compounds in cantrolling dental caries.

. Introduction

Dental carles is a disease dependent on both blofilm aggregation over
the tooth surface and ity recurrent exposure to dietary carbohydrates
(Fejershow, 2004), Streptococcus mutans is & bacterium highly prevalent
In dental biofilms and one of the most studied microorganisms related to
dental carles (Krzysciak, Jurczak, Koscleniak, Bystrowskn, & Skalaiak,
20045 Loesche, 1986), S, mutans exhibit a high degree of virulence,
mainly because of its capacity of producing great amounts of organic
acids (acidogenicity) from metabolized sugars, surviving ot low pH
(sciduricity ), and synthesizing extracellular polysaccharides substances
(EPS) (Bowen & Koo, 20015 Murah, 2001). These exopolysaccharides are
mainly glucans produced by glucasyliransfernses (Gifs) that provide
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binding sites for microorganiam agglomeration on the tooth surface and
formation of pathogenic blofilms (Rea, Chen, L & LL 2016; Schamnow,
Solinekl, & Waest, 2019), 8, magans Gefs are classified into three types
(GtfB, GIfC, and GtfD), which are encoded by g8, gifC and gtfD genes,
respectively  (Jlen et al, 2016), The GufB synthesizes mainly
water-insoluble glucans (rich in a-1,3-glucosidic linkages), GtfC pro-
duces both water-dnsoluble and watersoluble glucans (rich in a1,
6-glucosidic linkages), GUD produces water-soluble glucanms (Hanuda &
Kurmmitsu, 1988; Aokl, Shirozn, Hayakawa, S, & Karmmitsy, 1986;
Hanade & Kamminw, 1989), Furthermore, S. mustans produces multiple
glucan-binding proteins (Gbps); GbpA (Hisacll, Colemnn, & Dougan,
1985), GbpB (Smith, Akita, King, & Toulman, 1994), GbpC (Sato,
Yamamoto, & Kizaki, 1997), and GbpD (Shah & Russell, 2004), which

Recelyed 30 April 2020; Recelved In revised form 23 August 2020; Accepted 25 August 2020

Available online 31 August 2020
0003.9969/0 2020 Elsevier Ltd. All rights reserved.



Short Communication

BIOMEDIC
)l Joumnal of Sclentific & IOCLGI MA"(HEH

~

ISSN: 2574 -1241

DOI: 1026717 BSTR2019.14.002588

The Role of Candida Albicans and Streptococcus Mutans
Spent Culture Supernatant in Single and Dual-Species
Biofilm

Regis WFM, Reis ACM, Rocha FR, Guedes SFF, Maia DCBS and Rodrigues LKA*

Department of Operative Dentistry, Brozil

*Corresponding author: Rodrigues LKA Faculty of Pharmacy, Dentistry and Nursing, Department of Operative Dentistry, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Received: [ February 01,2019

Citation: Regis WFM, Reis ACM, Rocha FR, Guedes SFF, Maia DCBS, Rodrigues LKA The

Published: 2 February 15,2019 Role of Candida Albi

and Strep us M Spent Culture Supernatant in Single

and Dual-Species Biofilm. Biomed | Sci & Tech Res 14(4)-2019. B|STR. MS1D.002588.

Short Communication

The association of bacteria with fungal species in biofilms can
provide substrates, metabolites and growth fctors in certain
dircumstances [1], and these interactions or “communication”
mech, b distinet living in biofilms, which
occur when microonganisms exchange chemical signals, are known
as quorum sensing (QS) [2). Microorganisms within biofilms can
alsobelong to the same 5§ and the g d signals can freely
spread and diffuse across the cell brane into the 1i
thereby orchestrating biofilm formation [3]. The QS molecules
which have been found in the spent culture supernatant (SCS) of
bacterial and fungal cultures have been noted as regulators of
virulence hani | formation, especially
in pathogenic biofilms [4]. Frequently, S mutens and C olbicans
are found together in oral biofilms [1]. Thus, considering the
polymicrobial characteristic of dental caries, investigating the way
that interactions between microbes affect biofilm formation and
cell morphology is ial to und ding the pathog i
of this disease [5]. Therefore, this study aimed to evaluate the
infl of C albi and S SCS, hined or not, in the
biofilm formation of these microorganisms grown in their singhe-
species and dual-species hiofilms.

Subjects and Methods

Strains of C. albicans (ATCC 10231) and S mutans (UA 159)
were grown in YNB and BHI, respectively, for 18 h, at 37 °C under
microaerophilic conditions [6). The microbial cultures were

i

d to biofil

adjusted to a 0.5 Mc Farland standard (equivalent to 1.5 %108
CFU/mL) in YNB broth supplemented with 19% glucase (w/v) and
BHI broth supplemented with 19 sucrose (w/v), respectively
The microorganisms were inoculated separately into the wells of
in microtiter plate and incubated at 37 °C (5% CO,) for 48 h, with
culture medium replaced every day. After this period, for SCS
obtainment, the biofilms were centrifuged at 1,300 rpm (NT-835,
Novatecnica, Piracicaba, SP, Brazil) and SCS filtered with 0.22-pm
membranes filters as previously described [7.8]. The single and
dual- species biofilms were grown in vitro in the presence of the

died SCS combined orisolated, cultured in RPMI1-1640 medium
for 48 h [1]. Following this period, the biofilms were collected, the
biamass was determined (9] and soluble and insoluble extracellular
polysaccharides were assessed [10). The polysaccharide analysis
was expressed as total extracellular polysaccharides (tEPS)
by adding the values of soluble plus insoluble extracellular
polysaccharides. Data were expressed as a mean and standard
deviation, and group comparison was performed by Student T-test
or ANOVA followed by Bonferroni’s post-hoc test. Graph Pad Prism
version 5.0 was used for data analysis and 2 95% confidence value
was considered.

Results and Discussion

Our results showed no difference in S, mutans biomass when
in contact with both SCS tested (Figure 1a). However, there was
of its own SCS

an i in C albi bi in the pr
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