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RESUMO

A bactéria Streptococcus mutans se mostra como pioneira em processos
cariogénicos, sendo que uma das causas da sua prevaléncia e sucesso de
estabilizacao no biofilme dentario é a presenga dos fatores de viruléncia, dentre eles
a Mutacina IV. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a presenca de do gene
Mutacina IV em cepas clinicas de Streptococcus mutans em escolares de 12 anos no
municipio de Taubaté, Sdo Paulo. Os resultados mostraram uma maior incidéncia do
gene da Mutacina IV nas cepas de Streptococcus mutans das amostras coletadas na
regiao Norte (57%), e a populagao que apresentou a menor porcentagem de presenca
deste fator de viruléncia foi a da regido Oeste (5%). Com base nos resultados obtidos
nao foi possivel demonstrar uma relagcao entre a presencga do gene da Mutacina IV em
cepas de S. mutans e o indice de CPO-D da populacao estudada. Conclui-se que nao
foi possivel estabelecer relagao entre a presenga do gene de Mutacina IV nas cepas

de S. mutans e a incidéncia de carie na populacao estudada.

Palavras-chave: Streptoccocus mutans. Carie. Fator de viruléncia. Mutacina.



ABSTRACT

A bacterium Streptococcus mutans shows itself as a pioneer in cariogenic processes,
and one of the causes of its prevalence and success of stabilization in the dental biofilm
is the presence of virulence factors of these IV mutacins. The aim of the present study
was to evaluate the presence of the Mutacin IV gene in clinical Streptococcus mutans
strains in 12-year-old schoolchildren from Taubaté, Sao Paulo. The results show a
higher incidence of the Mutacin IV gene in S. mutans strains of samples collected in
the Northern region (57%), and in the population that exhibits the lowest percentage
of presence of this virulence factor in the Western region (5%). Based on the results
obtained, it was not possible to demonstrate a relation between the presence of the
Mutacin IV gene in S. mutans strains and the DMFT index of the studied population. It
was concluded that it was not possible to establish a relation between the presence of
the Mutacin IV gene in S. mutans strains and the incidence of caries in the studied

population.

Keywords: Streptococcus mutans. Caries. Virulence. Mutacin.
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1. INTRODUCAO

Segundo o relatério da OMS (Organizagao Mundial da Saude) de 2003, a carie
dentaria afeta de 60% a 90% das criangas e adultos em idade escolar, o que a torna
uma das doencas mais comuns em todo o mundo (BRASIL, 2012). E uma doenca
multifatorial e Streptococcus mutans é considerado o principal agente etioldgico
(FONTANA, 2015; BANAS, 2003; VICKERMAN, 2003; OPPENHEIM et al, 2007;
NOBBS et al, 2009). O sucesso e estabelecimento de S. mutans depende de muitos
fatores, os quais incluem fatores de viruléncia das cepas, microbiota competitiva,
dieta, constituicdo genética, comportamento e imunidade do hospedeiro (BOWDEN,
1998; HAMILTON, 1998).

A patogenicidade de S. mutans esta diretamente relacionada ao seu
metabolismo e sua capacidade de produzir grandes quantidades de acidos orgéanicos
(acidogenicidade) e de tolerar o ambiente acido (aciduridade) e isso pode tornar essa
espécie significativamente mais numerosa no biofilme cariogénico (BOWEN, 2011;
KOO, 2011) bem como a producédo de mutacinas, que sao proteinas antibacterianas
(bacteriocinas) capazes de inibir o crescimento de outras bactérias Gram positivas
genética e ecologicamente relacionadas.(CAUFIELD et al, 1993; Ql, 2001;
CAUFIELD, 2001)

Em se tratando do acompanhamento da saude bucal, a verificagdo de dentes
cariados, perdidos e obturados (indice CPO-D) ainda é um método que, pela
abrangéncia, € o mais aceito e recomendado pela OMS para diferentes faixas etarias

e, em especial, para criangas com idade escolar (WHO, 1997).

Com base nos valores do indice CPO-D na idade de 12 anos, foi observado
que a prevaléncia de carie entre escolares no periodo de 1968 — 1996 decaiu no Brasil.
Entre 1980 e 1996 a reducao nos valores do indice CPO-D aos 12 anos foi da ordem
de 57,8% (NARVAI, 2000).

O mais recente levantamento epidemiolégico de saude bucal promovido pelo
Ministério da Saude confirmou essa tendéncia de declinio de carie nos escolares
brasileiros (BRASIL, 2012). Entretanto, pouco se conhece sobre a relagéo entre esses

indices nos municipios brasileiros, ja que os dados publicados pelo Ministério da



Saude demonstram um panorama geral e ndo uma identidade de cada municipio.
Ainda sao poucos os estudos brasileiros sobre saude bucal, no que se refere a
prevaléncia de carie, quando comparados a paises desenvolvidos e ainda mais raros

os estudos realizados por municipio.

De acordo com acima exposto, o objetivo desse trabalho € analisar a presenga
de mutacina IV em cepas de Streptococcus mutans coletadas de escolares de 12 anos
matriculados nas escolas urbanas da rede municipal de ensino de Taubaté-SP e

relacionar a presenga desses fatores de viruléncia com a presenga de caries.



2. REVISAO DE LITERATURA

A carie dentaria se mostra como um dos problemas mais prevalentes em
relacdo a saude bucal humana, sendo sua ocorréncia diversamente ampla e os custos
relacionados a ela altos (KEYES, 1960; CAULFIELD et a/,1993; CAULFIELD, 1997,
LISTL et al, 2015; MANJI et al, 2018). O processo carioso tem uma origem
multifatorial, sendo ela configurada pela desmineralizagdo de tecidos previamente
mineralizados que compde o corpo dental, podendo ser provocado pelo desiquilibrio
da microbiota bucal. Esse desiquilibrio pode ocorrer pela presenga frequente de
carboidratos fermentaveis (BOWDEN, 1998; HAMILTON, 1998; MARSH, 1999;
TAKAHASHI, 2011; NYVAD, 2011; FAUSTOVA et al, 2018) e potencializado em
hospedeiros cujo os fatores que favorecem a reorganizagcao (BUISCHI, 1997;
AXELSSON, 1997; GRIGALAUSKIEN et al, 2015) ou neutralizagao (SEOW,1998) do

biofilme dentario cariogénico ndo apresente sua agao eficientemente.

Para estudos relacionados com a saude bucal a saliva apresenta-se como um
material de diagnostico facil de coletar, transportar e armazenar (KUBALA et al.,
2018), além de néo ser invasivo ao individuo. A saliva constitui um fator de extrema
importancia para a manutengdo da homeostase na boca (devido ao conteudo de
componentes organicos e inorganicos) (KUBALA et al, 2018). Também é responsavel
pela protecdo da superficie das membranas mucosas contra fatores biologicos,
mecanicos e quimicos (MARTINEZ-PABON, 2013; MORALES-UCHIMA,
2013; MARTINEZ-DELGADO, 2013). A composi¢do da saliva se caracteriza por

99,5% de agua, 0,3% de proteina e 0,2% de substancias inorganicas e organicas.

Os constituintes inorganicos mais comuns sao sodio, potassio, calcio,
magneésio, cloretos e carbonatos, enquanto os componentes orgéanicos incluem
amilases, peroxidases, lipases, mucinas, lisozima, lactoferrina, calicreinas, cistatinas
e hormoénios (DODDS et al, 2005). A saliva também apresenta capacidade
tamponante, ou seja, se houver acidificagao ligeira no ambiente, a saliva torna-se uma
solugdo insaturada e formam-se hidrogenofosfatos de calcio facilmente soluveis,
permitindo a diminuigdo da suscetibilidade dos dentes a carie e quando o pH dessa
secrecao esta entre 6,8 e 7,2, ela se torna uma solugao saturada de fosfato de calcio,

0 que resulta em remineralizarao rapida e eficaz do esmalte dentario, provendo um



maior sucesso na protecdo da saude bucal como um todo. (DODDS et al, 2005;
BRETAS et al, 2008).

Entre os componentes organicos que fazem parte da saliva, € importante
destacara presenga de muitas espécies de microrganismos como bactérias e fungos.
Esses microrganismos formam o denominado microbiota bucal, estabelecendo
relagbes ecoldgicas complexas e integras entre si. A microbiota bucal pode ser
repartida em quatro nichos principais, representados pelo biofilme dentario, sulco
gengival, dorso da lingua e mucosa da boca (JORGE, 2012; GRIGALAUSKIENE et
al, 2015).

Uma etapa importante na colonizagdao bacteriana e no estabelecimento de
muitos quadros infecciosos perante a estabilizacdo da coldnia bacteriana, relacionada
a uma maior protecdo contra o sistema imune e contra agentes
antimicrobianos, € a formacao de biofilme (DONLAN, 2002; COSTERTON, 2002;
DAVIES., 2003), que pode ser definido como um aglomerado microbiano imerso em
uma matriz de polissacarideos extracelulares, que confere aderéncia e fornece meios
susceptiveis a multiplicagao e desenvolvimento de microrganismos sobre a superficie
dos dentes, na presenga de um substrato (CVITKOVITCH et al, 2003; LOPEZ et al,
2010).

Acredita-se que essa matriz formada por polissacarideos, na qual o biofilme
fica imerso torna mais facil a formacao de microambientes mais acidos que favorecem
a sobrevivéncia de bactérias aciduricas e acidogénicas como Streptococcus mutans,
Actinomyces e lactobacilos, e que por meiodeste ambiente, ocorra a modulagao da
atividade microbiana, viruléncia e a patogénese da carie dental (ALALUUSUA et al,
1996; KAMIYA et al, 2005; KOO et al, 2013; KLEIN et al., 2015).

As espécies Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus secretam
diversas proteinas extracelulares que podem estar relacionadas na colonizacao de
superficies orais, sendo importantes na segunda fase do desenvolvimento do biofilme
dental e em atividades metabdlicas que levam a iniciacdo da lesdo de carie dentaria
(HAMADA., 1980; SLADE, 1980; LOESCHE, 1985).

As superficies da cavidade oral sao frequentemente colonizadas por
microrganismos, sendo que os organismos do género Streptococcus constituem parte

essencial dessa microbiota (HOFLIN et al, 2002), sendo o Streptococcus mutans um



agente etioldgico frequentemente relacionado em processos cariogénicos, sendo

apresentado como o principal.

O grupo mutans apresenta espécies antigénicas e geneticamente
heterogéneas, originando assim, varias linhagens desses microrganismos, as quais
permitiram o conhecimento de diferentes biotipos (HOFLIN et al, 2002). Seu sucesso
de estabelecimento nos dentes do hospedeiro € dependente de diversos fatores,
incluindo os fatores de viruléncia das cepas, microbiota competitiva, dieta, constituigao
genética, comportamento e imunidade do hospedeiro (BONELLI, 2006; SCHNEIDER,
2006)

A patogenicidade de Streptococcus mutans esta altamente associada com sua
enorme capacidade de produzir acidos organicos (acidogenicidade) em grande
escala, e de tolerar ambientes acidos (aciduridade), favorecendo sua incidéncia alta
no biofilme cariogenico (BOWEN, 2011; KOO et al, 2011), levando em consideragéo
que, nas superficies dos dentes ndao ocorre nenhuma renovacao epitelial, o que
contribui para que esses microrganismos possam colonizar e crescer nessas regioes,

além de causar a desmineralizacdo do esmalte dentario (HEILMANN, et al., 2015).

Por meio do processo conhecido como quorum sensing acontece um
crescimento na geragao, liberagdo e deteccdo de moléculas sinalizadoras auto
indutoras. Por conta do aumento da densidade bacteriana, as moléculas auto
indutoras podem tender a se acumular e estimular a transcricdo de genes
especificos que agem na regulagao de varias fungées como motilidade, viruléncia, e

até na propria producao de matriz exopolissacaridica (EPS) (HOIBY et al, 2011).

Destaca-se que estudos sobre a biodiversidade de espécies cariogénicas sao
promissores, visto que diferentes gendtipos em um mesmo individuo podem variar na
expressao das caracteristicas patogénicas (CAUFIELD et al, 1993; LIU et al, 2013).
Porém, pouco se conhece sobre a extensao da variagdo genémica do S. mutans ou

sobre o0 mecanismo que gera essa diversidade (OLD et al, 2006).

As bacteriocinas pertencem a familia de peptideos produzidos pelos
ribossomos, caracterizando-se como proteinas produzidas pelas bactérias para inibir
o crescimento de cepas fortemente relacionadas. A producao dessas substancias visa
modular o crescimento de microrganismos competidores ocupando o mesmo nicho

ecologico (HALE et al, 2005). Sendo assim, o Streptococcus mutans também se



destaca pela presenca de bacteriocinas denominadas mutacinas, sendo um dos
principais fatores de viruléncia (MERRITT, 2012; Ql, 2012.). As mutacinas sao
proteinas antibacterianas caracterizadas por serem capazes de inibir o crescimento
de outras bactérias Gram positivas genética e ecologicamente relacionadas.
(GRONROOQS et al, 1998).

De acordo com as caracteristicas de suas propriedades biolégicas como o de
antagonismo seletivo, as mutacinas desempenham papel preponderante no processo
de colonizacdo e consolidagdo de uma cepa pioneira e cepas com alta
producao dessas substancias sdo mais facilmente transmitidas de um adulto para uma
crianga comparada com outras cepas com baixa atividade mutacinolitica
(GRONROOS et al, 1998).

As mutacinas s&do caracterizadas e classificadas, de acordo sua estrutura
quimica, atividade bactericida e sensibilidade para outras mutacinas e pela propria
produzida, em dois grupos: as lantibiéticas (contendo residuos de lantioninas e/ou [3-
metiltantionina), formam esse grupo as mutacinas I, Il e Ill; e as n&o-lantibioticas,
grupo esse caracterizado pela presenga das mutacinas IV e V (BOWEN, 2011; KOO,
et al, 2011; CAUFIELD et al,1993), sendo os genes das mutacinas I, Il, Ill e IV ja
sequenciados. (Ql, 2000; CHEN et al, 2000.).

A presenca de mutacinas se mostra de extrema importancia sob o biofilme
formado na superficie dentaria, onde a partir desses compostos, se permite uma maior
estabilizacdo de S. mutans mutacina produtores na cavidade oral (KURAMITSU et al,
2007; KAMIYA et al, 2005; 2011).

Os lantibioticos geralmente exercem sua atividade antimicrobiana apenas
contra as espécies Gram-positivas, perturbando a integridade da membrana
citoplasmatica por meio da formacéao transitéria de poros, que é, em alguns casos,
facilitada pela ancoragem ao lipidio precursor do peptidoglicano IlI, inibindo a
biossintese da parede celular (H'ECHARD, 2002; SAHL, 2002; TWOMEY et al, 2002;
CHATTERJEE et al, 2005; PATTON, 2005; VAN DER DONK, 2005; BONELLI et al,
2006; Breukink, 2006; KRUIJFF, 2006)

A mutacina | possui 0 mais amplo espectro de atividade (CAULFIELD et al,
1985; KRETH et al, 2005; NGUYEN et al, 2009) e sua producao € rigorosamente
controlada por vias regulatorias complexas codificadas por 25 genes (TSANG et al,



2005). Essa proteina é termoestavel e biologicamente ativa sob um amplo espectro
de pH (4 a 10) (NOVAK et al, 1994; QI et al, 2001; TSANG et al, 2005).

A mutacina Il influencia o nivel energético da célula por conta da inibicao do
desempenho de enzimas essenciais na produgéo de energia metabdlica. Esta incluido
no seu mecanismo de acao a despolarizacido transitoria do potencial elétrico e do
gradiente de pH transmembrana, bem como o esgotamento do estoque intracelular
de ATP, levando a morte bacteriana sem a visualizagao de lise (CHIKINDAS, 1995;
DUFOUR et al, 2007).

A mutacina Il é ativa especialmente contra patogenos resistentes a
medicamentos, entre eles Staphylococcus aureus resistentes a meticilina,
Enterococcus faecium resistentes a vancomicina e Streptococcus pneumoniae
resistentes a penincilina. Essa mutacina, junto com as mutacinas | e Il fazem parte da
classe dos lantibidticos e apresentam potencial para serem utilizadas em terapias
antibidticas devido ao seu amplo espectro de agao contra bactérias Gram positivas
(PARROT et al, 1990, KAMIYA et al, 2005).

A mutacina IV inibe o crescimento dos colonizadores primarios da
superficie dentaria (Streptococcus bucais do grupo mitis) podendo, assim,
favorecer a instalagao do Streptococcus mutans (Ql et al, 2001; HALE et al, 2005;
KAMYIA et al, 2005; KRETH et al, 2005; LIU et al, 2013). Acredita-se que a
capacidade de adsorcao das moléculas damutacina IV a superficie da bactéria, por
meio de receptores especificos, configura como o fator responsavel pelo seu reduzido

espectro de agdo em relagédo as outras mutacinas (MERRIT, 2012; Ql., 2012).

A mutacina V possui atividade antimicrobiana mais ampla, agindo
principalmente em estreptococos mitis, lactococos e micrococos (GALVAO et al.,
2017).

Em estudo que se avaliou o papel dos peptideos NImA e NImB que compdem
a mutacina IV das cepas de S. mutans UA159, destacou-se que seu espectro
antimicrobiano € mais amplo do que anteriormente foi caracterizado. Em testes contra
18 indicadores de cepas que nao se mostram sensiveis a mutacina |V, foi observado
uma diminuicdo da atividade inibitéria contra todas as cepas, porém trés cepas

apresentaram um gene para uma mutacina nova, sendo sugerido por parte dos



autores, em dar sequéncia a nomenclatura, nomeando-a mutacina V (HALE et al,
2005).

Em estudos de Kamiya et al. (2005) foram avaliados a relagdo entre a
diversidade genética e a produc¢ao de mutacina em individuos que apresentavam carie
e individuos livres de carie. Os autores demonstraram por meio de seus resultados
relevante variagado na produgado de mutacina também no espectro de inibicdo em
ambos os grupos, levantando-se a possibilidade de haver uma associagao entre a
atividade mutacinica e diferentes padrées de colonizagao de S. mutans em ambos os
grupos. Foi também possivel observarque linhagens referentes ao mesmo gendtipo
de S. mutansapresentaram diferentes perfis de mutacina, sendo levantada a sugestao
pelos autores, um alto grau de diversidade interlinhagens, posteriormente levando os
mesmo a concluirem que a producdo de mutacina parece ter relevancia clinica na

colonizacao do S. mutans e possui ampla diversidade nessa espécie.

Outro fator que torna os estudos referentes aos perfis de mutacinas pode ser
observado no trabalho de Nicolas et al. (2006). Os autores realizaram um estudo
simples para a sintese e posterior processo de purificagdo de mutacinas, demostrando
que a sequéncia de aminoacidos da mutacina H-29B produzida pelo cepa de S.
mutans do tipo 29B ¢é igual a j& conhecida mutacina |l. Essas
observagcbes levaram os autores a conclusdo de que as linhagens de S.
mutanscomorigens amplamente distintas podem levar a producdo deuma alta

diversidade de bacteriocinas similares.

Com relacao ao desempenho das mutacinas, foi verificado que a Mutacina IV
€ regulada pela sua alta densidade celular tdo bem como, por um sistema de

regulacdo de competéncia (KRETH et al, 2006).

No Brasil, a incidéncia de colonizacdo de S. mutans em criangas é
extremamente precoce, se apresentando mesmo antes da erupcdo dentaria dos
individuos (ALVES, 2009; NOGUEIRA et al, 2009). Essa colonizagao precoce pode
estar associada ao alto consumo de sacarose e contato com individuos infectados
(MAKI, 2014; SAKAYORI et al, 2014), além do sistema imunologico imaturo dessas
criangas. O Streptococcus mutans também podese apresentar em altos niveis mesmo
em criangas que nao apresentam caries (CARLSSON et al, 1985; MATEE et al, 1993;
MATTOS-GRANER et al, 2001).



Em relagdo ao acompanhamento da saude bucal, a analise de dentes cariados,
perdidos e obturados (indice CPO-D) ainda é um método que, por sua enorme
abrangéncia, é considerado o mais aceito e recomendado pela OMS para diversas
faixas etarias e, em destaque, para criangas com idade escolar (BREUKINK, 2006;
KRUIJFF, 2006)

. Com base nos valores do indice CPO-D para a idade de 12 anos, foi verificado
uma consistente e constante tendéncia de declinio em relagdo a na prevaléncia da

doenca entre escolares no periodo de 1968 —1996 no Brasil. Entre

1980 e 1996 a reducgao nos valores do indice CPOD aos 12 anos foi da ordem de
57,8%(BUISCHI, 1997; AXELSSON, 2007). Enquanto de 1980 a 2010 houve uma
queda do indice de CPO-D, saindo da alta prevaléncia de caries (CPO-D = 7,3) em
1980 e chegando a baixa prevaléncia de caries (CPO-D = 2,1) em 2010 (BOLZAN,

2015), se mostrando expressiva e amplamente significativa.

O mais recente levantamento epidemiolégico de saude bucal promovido pelo
Ministério da Saude confirmou essa tendéncia de queda na presenca de carie nos
escolares brasileiros (CAO, 2016; FAN et al, 2016). Porém, se quase desconhece a
relagao entre esses indices nos municipios brasileiros, visto que os dados publicados
pelo Ministério da Saude se mostram generalistas e ndo especificos e proprios de
cada municipio. Ainda ndo sao grandes os estudos brasileiros sobre saude bucal no
que se refere a prevaléncia de carie, quando comparado a paises que apresentam

seu IDH (indice de Desenvolvimento Humano) maior.
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3. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi cadastrada no Sistema Nacional de Informagao sobre Etica em
Pesquisa envolvendo Seres Humanos (SISNEP) sob o protocolo no
60709416.4.0000.5501 e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da
Universidade de Taubaté (UNITAU).

Foi  realizado um  estudo epidemiolégico analitico transversal, onde a
populacao foi constituida por um total de 82 escolares de 12 anos de idade,
regularmente matriculados nas escolas urbanas da rede municipal de ensino de
Taubaté-SP. As amostras de saliva foram coletadas de acordo com o trabalho de
Cunha Vasques, M.C (2018) que, posteriormente, foram congeladas a -6°C e

utilizadas nesse trabalho.

Para a escolha das escolas municipais, foi levada em consideragao a divisdo
dos bairros em Regides: Norte, Sul, Leste e Oeste. Foi escolhido um bairro
representativo de cada uma das regides: Parque Aeroporto (Norte); Sdo Gongalo
(Sul); Agua Quente (Leste) e Jardim Santa Tereza (Oeste) (Figura 1.). Todos os
bairros escolhidos se tratam de nivel socioeconémico baixo e com acesso limitado a
servicos odontologicos. As coletas foram divididas em letras conforme a ordem
cronoldgica de realizacdo das mesmas, ou seja, A (Oeste); B (Sul); C (Leste) e D
(Norte).
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Figura 1 — Mapa do municipio de Taubaté, representativo das regides analisadas

Pt = HEH  Fazer login

Aredoll Y Aguall |

| o
3 =) Guented .55
— | & : T

Parquel

Aeroportof i
Taubaté
=
- E= Museu Historico
il Folclérico e
EXm|

“EQuiririm@ : ©o

W o =
(s33) Sk
el :
i SaoGongalo? | |
Jardim@@ =
Santaf S
Teresal® £, N

Marlenes
Mirandald

» | + @

ApoOs a selegdo das escolas, também realizada por representatividade no
bairro, foi requerida a autorizacdo da Secretaria Municipal de Educacido e, em
seguida, foram feitos os primeiros contatos com os diretores das respectivas escolas
para explicar como se daria o estudo proposto. Com o consentimento prévio dos
diretores iniciou-se a sele¢ao, por meio das listas de presenca, de escolares de ambos
0s sexos. Em um contato prévio com os alunos selecionados foi entregue o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido aos pais ou responsaveis diretos de acordo com a
letra “a”, do item IV.3, da Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de
Saude e o Termo de Assentimento do Menor segundo a Resolugéo 466/12 Conselho

Nacional de Saude, para o consentimento do préprio aluno.

O exame clinico intra-bucal de cada estudante foi feito por uma unica
examinadora, previamente calibrada, auxiliada por uma anotadora. Tal exame foi
realizado por meio de inspecdo visual, com o escolar sentado em uma cadeira, de
frente para a examinadora em salas com boa iluminagao, escolhidas de forma prévia
pelo(a) diretor(a). Foram utilizados equipamentos de protegcédo individual (luvas,

gorros, mascaras) e espatulas de madeira, gazes descartaveis e espelhos bucais.

Para a avaliacdo da prevaléncia de carie dentaria foi utilizado o indice CPO-D,
segundo critérios de diagnostico da Organizacao Mundial de Saude (OMS) (BRETAS,
2008).
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1 Tabela - Classificagdo da OMS para valores CPO-D médio em uma populacao,

considerando 12 anos de idade

Valor médio do CPO-D Prevaléncia de caries na populagao
0a1,1 Muito baixa

1,2a2,6 Baixa

2,7a44 Média

4,5a6,5 Alta

6,6 ou maior Muito alta

Para verificar da presenca de S. mutans e o fator de viruléncia mutacina 1V, foi
utilizado 500 pL de cada amostra de saliva, descongelada a temperatura
ambiente, onde foi homogeneizada (agitador de tubos tipo Vortex®, Phoenix, AP56,

Araraquara, Sao Paulo, BR) e centrifugados por 10 minutos (4690xg).

Apos remogao do sobrenadante, 200uL de matriz comercial de extragdo e
purificacdo de DNA (Instagene, Bio-Rad®) foram adicionados ao pellet formado. Apds
homogeneizagdo por 10 segundos, o material foi mantido em banho-maria por
30 minutos a 56°C. O material foi novamente homogeneizado por 30 segundos e

mantido por mais dez minutos em banho-maria a 100°C.

A conclusdo do processo de extragdo e purificacdo ocorreu pela
homogeneizagdo por 30 segundos e centrifugagdo (4690xg) por trés minutos. O
método de PCR utilizado para a identificacdo da espécie de S. mutans foi baseado no
protocolo descrito por CHEN et al (2007). Além disso também foi utilizado em todas
analises o controle negativo e o leader. A reacao de amplificacdo para a deteccao da
presenca de mutacina IV foi realizada em um volume final de 15 uL contendo 10 a 20
ng de DNA e para amplificagdo foi utilizada o reagente GoTag® Hot Start Green
Master Mix (Promega, Sdo Paulo, BR), a ele foi adicionado 0,2 uL de cada iniciador
(10 uM/uL). Os primers utilizados estdo descritos na Tabela 1.
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As condicdes e etapas para a realizagao da PCR foram: desnaturacao inicial
de 95°C por 5 min, 40 ciclos de desnaturagao de 95°C por 30s, anelamento de 60°C
para S.mutans e 56°C para os demais primers por 45s, extensao de 72°C por 1 min e
extensao final de 72°C por 10 min. Para realizacdo da PCR, foi utilizado o
termocicladorMastercycler® gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Os produtos
amplificados foram analisados em gel de agarose (Invitrogen, Carlsbad, CA) a 1,5%
em TAE, corados com 1 ug/mL de brometo de etidio (Invitrogen, Carlsbad, CA) e
visualizados em um transiluminador UV (Gibco BRL, modelo TFX 20M, LIFE
TECHNOLOGIES, EUA). Para o registro e arquivamento foi utilizado o sistema de foto
documentagdo KODAK Digital Science.

2 Tabela — Primers utilizados no presente estudo

Primer Fragmento *TF Referéncia
S. mutans  F:-TCGCGAAAAAGATAAACAAAC A Chen, et
749pb
R: GCCCCTTCACAGTTGGTTAG al. 2007
Mutacina IV F: AGTTTTGGTGGAGATAAAC 4 Umeko et al., 2008
156pb

R: TCAAAACCACCTCTATTTG

*TF = Tamanho do Fragmento
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4. RESULTADOS

Levando em consideragao apenas amostras com a presenga do S. mutans
previamente identificado, foram analisadas apenas 75 amostras de 82 amostras

coletadas no total, sendo elas divididas em 04 coletas.

Foi verificado a presencga do gene de Mutacina IV nas cepas de S. mutans em
todas as coletas realizadas, ou seja, em todas as escolas visitadas, independente da

localizagao geogréafica.

A prevaléncia de carie na populacao total estudada foi de 44% e o indice de
CPO-D foi de 2,28. Foi verificada diferenca significativa com relacdo ao indice CPO-
D entre as escolas das diferentes regides estudadas (p=0,0405). Houve diferenca
significativa Regido Sul e Oeste (p=0,0310) e entre as Regides Sul e Leste (p=0,0209).
Os indices de CPO-D das escolas estudadas por bairro foram: Parque Aeroporto,
regido Norte, (CPOD = 2,7); Sdo Goncalo, regido Sul, (CPO-D = 1,4); Agua Quente,
regiao Leste, (CPOD = 3,2) e Jardim Santa Teresa, regiao Oeste, (CPO-D = 2,7).
Onde, o indice o maior indice de CPO-D é encontrado na regido Leste, seguido da

regiao Oeste, Norte e posteriormente, Sul.

Para as amostras recolhidas na regidao Oeste verificamos a menor incidéncia
de cepas com a presenca da Mutacina IV, que apresentaram um média de 2,7 no
indice de CPO-D, mas nao representa a coleta referente ao bairro com menor média
no indice de CPO-D (1,4).

Na da regido Sul apresentaram uma incidéncia baixa de presencga de Mutacina
IV nas cepas de S. mutans analisadas, ou seja, menos de 50% da populagéo
analisada. E possivel observar que os menores indices de CPO-D demonstraram uma
maior auséncia do fator de viruléncia Mutacina IV.

A regido Leste foi a regido que apresentou a maior média no indice de CPO-D
(3,2), porém para a porcentagem de presenga do gene de Mutacina IV nas cepas de
S. mutans se mostrou menor comparado a porcentagem de cepas com a auséncia
desse fator de viruléncia.

Ja para os escolares da regidao Norte foi a populacdo que apresentou a
porcentagem de presenca do gene de Mutacina IV nas cepas de S. mutans superior

a porcentagem de cepas com auséncia desse fator de viruléncia, mesmo sendo a
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regiao que nao diferiu estatisticamente no indice de CPO-D com a regido Sul, que se

refere a regido com menor indice de CPO-D encontrado neste estudo (1,4).

3 Tabela — Tabela representativa das analises dividida por regido, amostras que apontaram

presenca de mutacina IV de Streptococcus mutanse o indice CPO-D da regiao

Amostras  Mutacinas (+) CPO-D

NORTE (A) 23 1 2,7
SUL (B) 23 8 1,4
LESTE (C) 25 10 3,2

OESTE (D) 13 7 2,7
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5. DISCUSSAO

Estudos da biodiversidade de espécies cariogénicas podem ser promissores,
principalmente se associados as analises dos fatores de viruléncia e patogenicidade
dos principais agente etiolégicos da carie dental (RODRIGUES et al, 2008), isto €, o
estudo do S. mutans e seus genes de viruléncia (mutacinas) se mostra como essencial

para compreensao, profilaxia e estudo de ocorréncias em estudos cariogénicos.

Diferentes mutacinas se apresentam para diferentes fung¢des durante o
processo de colonizagdo do S.mutans. A Mutacina IV mostra ser importante na fase
inicial de colonizagao, eliminando os colonizadores primarios como os S. sanguinis, ja
que seu espectro antimicrobiano € especifico contra essas espécies. Apos o
estabelecimento do S. mutans na superficie dental, se inicia a sintese de Mutacina |,
pelas células do biofilme, agindo na inibicdo de competidores potenciais de diversas
espécies, enquanto o espectro antimicrobiano da mutacina IV é especificamente
contra membros do grupo mitisde estreptococos bucais. (CHATERJEE, 2005; PAUL
et al., 2005)

Visto que a produgdo de mutacina pelo S.mutans pode favorecer sua
instalagcao, colonizagao e aumentar o risco de carie, foi investigado nesta pesquisa a
freqiéncia dos genes para Mutacina IV em linhagens de S. mutans isoladas de
escolares com diferentes experiéncias de carie dentaria. Dentro desse contexto, &
importante ressaltar que a presenca do gene Mutacina IV nas cepas de Streptococcus
mutans analisadas nao indica necessariamente que o Streptococcus mutans produza

o fator de viruléncia Mutacina IV continuamente.

Diante aos resultados apresentados no presente estudo, a relevancia dos
dados pode ser apontada como alta, diante da baixa disponibilidade de dados que
relacionam o indice de carie e presenca de fatores de viruléncia como as mutacinas
disponibilizado nos municipios, principalmente em paises em desenvolvimento, onde

esses dados para escolares de 12 anos se mostram escassos.

De acordo com a literatura, as comparagdes se mostram conflituosas visto que

os parametros de analise dos estudos epidemiolégicos em escolares de 12 anos no
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Brasil, em relagédo a seus critérios de diagndstico e amostragem, ndo sdo uniformes.
Além disso, tais informagdes se mostram extremamente genéricas e de cunho
Estadual e ou Federal, ndo abordando os municipios como dados individuais em sua

maioria.

A capacidade de produc¢ao de mutacina pode facilitar a instalagao e colonizacao
de S. mutans no biofilme dentario aumentando significativamente o risco de carie
(KAMIYA et al, 2005). Entretanto, alguns autores ndo encontraram associagao entre
atividade mutacinica e o numero de S. mutans ou a incidéncia de
carie (ALALUUSUA et al, 1991) (LONGO et al, 2003), enquanto outros mostram uma
associacao positiva entre as proporcoes de S. mutans com o total de estreptococos
bucais e o potencial mutacinico. (RODRIGUES et al, 2008). Ao fim, mostraram
producao distinta de mutacinas entre S. mutans isolados de individuos adultos livres
de carie e com carie ativa. (KAMIYA et al, 2005)

Enquanto a presenca de Mutacina IV nas colonizacdes por S. mutans, para pré-
escolaresse mostrou evidente e recorrente em criangas que ja apresentaram caries
em algum momento de sua vida (RODRIGUES et al, 2008), os resultados do presente
estudo, nas amostras obtidas, para criangas de 12 anos, aponta que essa relagéo &
inconclusiva, visto que nao foi possivel associar o indice CPO-D com a ocorréncia de

Mutacina IV de S. mutans nas amostras coletadas.

Em uma pesquisa de isolados clinicos de S. mutans para a presenga do gene
para a Mutacina IV por meio da PCR, encontraram >50% de resultados positivos (Ql

et al, 2001), no presente estudo a ocorréncia nao passou de 50% (27,08%).

Estes autores ainda sugerem que a Mutacina |V seria produzida para contribuir
para que S. mutans elimine os colonizadores primarios da superficie do dente e
estabelega sua prépria populagdo, o que se justifica se mostrar recorrente o maior
numero de achados do gene Mutacina IV em individuos carie-ativos (KAMIYA et al,
2005) e se mostra importante para as primeiras etapas da colonizagdo do S. mutans.
(Ql et al, 2001). Porém, no presente estudo, pode-se ser observado ndo haver
diferencga entre o numero de criangcas com ou sem experiéncia de carie colonizada por
gendtipos de S. mutans produtores de mutacina, ou seja, a presenca desse gendtipo
nao influenciou na capacidade de desenvolver a carie (NAPIMOGA et al, 2005),

colocando em questao o fato de que a que a colonizagao por S. mutans produtores
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de mutacinas poderia indicar individuos mais susceptiveis a carie dentaria.
(RODRIGUES et al, 2008). Tal informagao pode corresponder com os dados de que
a Mutacina IV se mostra mais presente em amostras de individuos que ja

apresentaram caries uma vez na vida (RODRIGUES et al, 2008).



19

6. CONCLUSAO

Apesar de se observar a ocorréncia significativa do fator de viruléncia Mutacina
IV em cepas clinicas de Streptococcus mutans em escolares de 12 anos, nao foi
observado uma relagdo entre a presenga da Mutacina IV e a incidéncia de carie na
populacdo estudada. A partir destes resultados se comprova cada vez mais a
complexidade dos estudos que visam estabelecer uma relagao entre o fator de causa
da incidéncia de carie na populacao e o indice de CPO-D por exemplo, ja que como
destacado mais de uma vez neste estudo provem de um carater multifatorial. E por
isso estudos como esse se mostram cada vez mais urgentes para a montagem de um
panorama deste tipo de problema de saude publica nos municipios, para se instigar
acgdes constantes por meio do poder publico na rede escolar como forma de manterem

os baixos indices de CPO-D.
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