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RESUMO

Diversos fatores contribuem para o desenvolvimento da cérie, tais como a dieta, fatores do
hospedeiro — incluindo diversos componentes da saliva — e a presenca de microrganismos
acidogénicos na mucosa oral, particularmente Streptococcus mutans. A despeito da influéncia de
S. mutans no desenvolvimento da céarie, esta bactéria apresenta elevada prevaléncia entre
individuos saudaveis, sugerindo que variagcdes genéticas deste patdgeno podem resultar em maior
ou menor potencial cariogénico. Com base nesta hipdtese, o presente estudo teve por objetivo
correlacionar certos fatores de viruléncia de Streptococcus mutans e componentes da saliva com a
susceptibilidade a carie em criancas. Amostras de saliva foram coletadas de 26 criancas, sendo 14
sem carie e 12 com cérie (apds avaliacdo clinica da cavidade oral) e avaliadas quanto a
capacidade de aglutinar S. mutans. Os microrganismos foram isolados destas amostras de saliva,
e analisados quanto a presenca do gene para a mutacina IV e formacéo de biofilme in vitro. Em
conjunto, os resultados sugerem que a capacidade adesiva de S. mutans e o potencial aglutinante
da saliva correlacionaram-se com a presenca de lesdes cariosas nos voluntarios. Devido a
importancia da formacao de biofilme para o desenvolvimento da cérie, a proteina reguladora de
biofilme A (BrpA) foi avaliada como possivel candidata vacinal contra S. mutans. O gene brpA
foi clonado e expresso em E. coli, e a proteina recombinante, produzida e utilizada na imunizacao
de camundongos, onde se mostrou bastante imunogénica.

Palavras-chave: S. mutans, carie, BrpA.
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ABSTRACT

Many factors contribute to caries development in humans, such as diet, host factors — including
different saliva components — and the presence of acidogenic bacteria in the oral mucosa,
particularly Streptococcus mutans. Despite the influence of S. mutans on caries development, this
bacterium is also prevalent among healthy individuals, suggesting the contribution of genetic
variation on the cariogenic potential. Based on this hypothesis, the present work investigated the
influence of S. mutans virulence factors and saliva components on caries susceptibility in
children. Saliva of 26 children were collected, being 14 caries-free and 12 caries-active
individuals (after clinical evaluation of the oral mucosa) and tested for the ability to agglutinate S.
mutans. The bacteria were isolated from these samples and analysed for the presence of a gene
coding for mutacin 1V, as well as biofilm formation in vitro. Altogether, the results suggest that
the adhesive properties of S. mutans and the agglutination capacity of the saliva samples
correlated with the presence of caries lesions in the volunteers. Due to the importance of biofilme
formation in caries development, the biofilm regulatory protein A (BrpA) was evaluated as a
possible vaccine candidate against S. mutans infection. The brpA gene was cloned e expressed in
E. coli, and the recombinant protein, used in the immunization of mice, inducing high antibody
titters.

Key words: S. mutans, caries, BrpA.
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1. INTRODUCAO

A cérie dentéria é considerada um problema de salde publica em escala global. Apresenta
alta prevaléncia na maior parte das populacbes modernas, especialmente nos paises em
desenvolvimento (Freysleben et al., 2000; Maltz & Silva, 2001), sendo responsavel por enormes
perdas econdmicas. As lesdes cariosas em geral causam dor e desconforto, podendo levar a
disfuncdo mastigatdria, alteracbes na estética facial, além de ser causa indireta de outros
problemas de satde (Pinto, 1999). Na auséncia de tratamento, pode levar & destruicdo total do
dente (Freire et al., 1999).

Em 2003, um levantamento nacional realizado pelo Ministério da Saude mostrou que
cerca de 13,5% dos adolescentes no pais nunca haviam tido uma consulta odontoldgica. Esta
propor¢ao foi menor na regido Sul (5,8%) e maior na regido Nordeste (21,8%) (Projeto SB Brasil
2003). Este mesmo levantamento epidemiologico mostrou a porcentagem de dentes cariados em
criancas de 12 anos: a regido Norte foi a mais afetada, apresentando um indice de 75,52% de
dentes cariados; a regido Nordeste apresentou um indice de 71,47%, a regido Centro-Oeste
52,22%, a regido Sul 48,05%, e a regido Sudeste 42,17%.

Estudos epidemioldgicos mostram que a carie é uma doenca que acomete principalmente a
faixa etaria infanto-juvenil, a populacdo de baixa renda, e as criancas com pais de menor
escolaridade (Lacerda, 1999).

A cérie é uma doenca multifatorial, relacionada a fatores do hospedeiro, questdes como
dieta e higiene bucal, e a presenca de certos tipos de microrganismos produtores de &cido na
cavidade oral.

O dente apresenta um comportamento dinamico em relacdo ao meio bucal. Assim,
mantendo um pH maior que 5,5 na cavidade bucal, o dente ganhara Ca (Calcio) e P (Fosforo) do
meio bucal, em um processo conhecido como remineralizacdo do esmalte. Quando atinge um pH
menor que 5,5 o esmalte perdera Ca™ e P* para 0o meio bucal, tentando atingir o equilibrio. Esse
fendbmeno é chamado desmineralizacdo. Assim, a cérie dental resultara do desequilibrio entre
estes fatores (Cury, 1999).

As bactérias produtoras de acido sdo essenciais para o estabelecimento da carie. Em
principio, qualquer bactéria da cavidade oral capaz de converter agucares em &cidos apresenta

potencial cariogénico. Aqui, destacam-se 0s Streptococcus sobrinus pertencentes ao grupo
1



Mutans e também os Lactobacillus. No entanto, Streptococcus mutans sdo particularmente
eficazes neste processo gracas a sua capacidade de sobreviver e de produzir biofilmes no meio
acido que originam (Flemming & Wingender, 2010). Além da cérie dental, S. mutans é
frequentemente um agente da endocardite, uma inflamacéo das valvulas cardiacas potencialmente
fatal (Nakano et al., 2009).

As criancas adquirem as bactérias orais logo ap6s o nascimento, normalmente por
contaminacdo das proprias maes (Emanuelsson et al., 2000). Se os niveis de S. mutans da mée
forem elevados, a chance da crianca tornar-se infectada aumenta (Kohler et al., 1984; Caufield et
al., 1993, Emanuelsson et al., 2000).

Apesar do S. mutans ser considerado o principal agente etiolégico da cérie dental
(Hamada & Slade, 1980; Loesche, 1986), a simples presenca desta bactéria na cavidade oral nem
sempre leva ao desenvolvimento da cérie; de fato, S. mutans pode ser encontrado ndo somente em
populagGes com moderada ou alta prevaléncia de carie (Beighhton et al., 1987; Alaluwsua et al.,
1987), mas também em popula¢des que ndo tém ou tém baixa experiéncia com carie (Carlsson et
al., 1985; Matee et al., 1993). Uma possivel explicacdo para esta aparente discrepancia é a
contribuicdo de mudltiplos fatores para o desenvolvimento da carie. Fatores de viruléncia da
bactéria, por exemplo, podem diferir entre populagcbes com contrastante prevaléncia de carie
(Emilson et al., 1987, Saarela et al., 1996; Li & Caufield, 1998; Gronroos & Alaluwsua, 1998;
Kamiya et al., 2005). A dieta, em particular o consumo de carboidratos, também contribui para o
estabelecimento da carie. Alaluwsua e colaboradores (1996) verificaram que criangas com
elevado consumo de sacarose apresentaram maior incidéncia de carie quando comparadas as
criangas que consumiam menos sacarose. Também foi observada uma maior variabilidade
genotipica nas bactérias isoladas das criangcas com cérie, indicando que o consumo elevado de
sacarose poderia estar relacionado a maior diversidade de S. mutans na cavidade oral.

Fatores do hospedeiro também parecem influenciar na susceptibilidade a carie. A saliva
contém diversos componentes da imunidade inata, como as proteinas bactericidas lactoferrina e
lisozima, e adquirida, como anticorpos IgA e IgG, que participam do controle da multiplicagéo
bacteriana na cavidade oral. Em um estudo da correlacéo entre componentes antimicrobianos da
saliva e desenvolvimento da carie em humanos, foi verificado que a concentracéo de lactoferrina
e lgG total na saliva é inversamente proporcional ao desenvolvimento de caries (Kirstila et al.,

1998). No entanto, naquele estudo, nenhum pardmetro isolado mostrou correlagdo forte o
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suficiente para permitir o diagndstico em relacdo a céries futuras. Tais resultados sugerem que a
combinacdo de fatores do hospedeiro e dos isolados de S. mutans presentes na cavidade oral
compdem um perfil de susceptibilidade ao aparecimento de céries.

A compreensdo dos mecanismos envolvidos no estabelecimento da carie permitird o

desenvolvimento de novas abordagens de combate a esta doenca.

1.1 Streptococcus mutans

Streptococcus mutans sdo bactérias Gram-positivas, do grupo Viridans, com morfologia
de cocos, catalase-negativas. Pertencem ao grupo de Estreptococos do tipo Mutans, que inclui
outras espécies como Streptococcus sobrinus, Streptococcus rattis, Streptococcus cricetti,
Streptococcus ferus, Streptococcus macacae, Streptococcus downei e Streptococcus orisratti.
Dentre estes, S sobrinus contribui com a progresséo das céries iniciadas por S. mutans (Kohler et
al., 2003). S. mutans pode ser isolado da orofaringe (podendo sobreviver em qualquer parte da
cavidade oral), do sistema gastrointestinal e do sistema urinario. Além da carie dentéria, estdo
também associados a endocardite subaguda e a infec¢Bes intra-abdominais. Aderem com
facilidade ao esmalte dentario e as valvulas cardiacas (Murray, 1998).

Streptococcus mutans sdo anaerobios facultativos, capazes de metabolizar uma grande
variedade de acUcares, incluindo glicose, lactose, sacarose, trealose, maltose, manitol, sorbitol,
rafinose e melobiose (Coykendall, 1989). S&o bactérias A&cido-latico-homo-fermentativas
(Drucker & Melville, 1969). Quando o estoque de carboidrato é limitado, esta bactéria também
produz acetato e etanol.

Os S. mutans também sintetizam polissacarideos intra-celulares (PIC), que s&o
metabolizados para a producdo de &cidos na falta de carboidratos fermentaveis exogenos
(Grénroos, 2000). Quando houver agucares em excesso, 0 glicogénio serd fonte de energia
potencial em forma de polissacarideo intracelular. Assim ocorre um aumento no reservatorio
intracelular de frutose 1,6 bifosfato e intermediarios glicoliticos e inicia-se a sintese de
polissacarideos pela atuacdo da ADP-glicose fosforilase (Thylstrup & Fejerskov, 1995). Os PIC
atuam drenando os intermediarios glicoliticos da célula, protegendo contra metabolitos
intermediéarios toxicos (Iwaami et al., 2001). Quando nenhum agucar for suplementado pela dieta,

3



os PICs sdo utilizados como fonte de energia e os acidos sdo secretados, em um mecanismo
regulado pelos niveis exdgenos de agucar, onde nos baixos niveis a reserva intracelular aumenta,
resultando na ativacdo de glicogénio fosforilase e consumo da reserva intracelular de
polissacarideos (Thylstrup & Fejerskov, 1995).

O sequenciamento do genoma da cepa de S. mutans UAB159, da Universidade do
Alabama, foi concluido em 2002 e revelou a presenca de diversas vias ndo-oxidativas de
metabolizacdo de carboidratos e sistemas de transporte associados, entre as 1963 ORFs
identificadas no estudo (Ajdic et al., 2002). Também foram identificados diversos genes
relacionados a viruléncia do organismo, como aqueles associados a produgdo de glucanos
extracelulares, adesinas, proteases de tolerancia &cida e hemolisinas putativas. Foi detectada
ainda a presenca de genes que codificam enzimas envolvidas na sintese de antibidticos da familia
da gramicidina e bacitracina.

A tolerancia acida representa um dos principais mecanismos de sobrevivéncia de S.
mutans, e estd intimamente relacionada a sua viruléncia. A considerdvel diminui¢do do pH foi
observada na cavidade oral em poucos minutos apds o consumo de glicose (Kleinberg, 2002).
Isso implica que a bactéria é rapidamente acidogénica. A aciduridade do S. mutans esta
relacionada ao seu potencial cariogénico. Além de gerar e tolerar &cido, S. mutans consegue
também tolerar a exposi¢do a rapidos e continuos ciclos de choques &cidos. In vivo, o pH pode
variar da faixa neutra até valores entre 3.0 a 4.0 em menos de vinte minutos ap6s a ingestao de
carboidratos (Imfeld & Lutz, 1980; Yamada et al., 1980; Mormann & Muhlemann, 1981;
Shachtele & Hailander, 1984; Jensen & Wefel, 1989).

1.2 S. mutans e a formacao de biofilmes

A cérie é uma doenca que se desenvolve a partir da formacdo de um biofilme composto
por bactérias cariogénicas, que sdo altamente eficientes na conversdo de carboidratos em acidos
organicos que desmineralizam o esmalte do dente (Shen et al., 2004). Biofilmes sdo comunidades
formadas por um ou mais microrganismos aderidos a diferentes superficies. Sdo associados com
uma variedade de infeccBes humanas e sdo resistentes a antibioticos e as respostas imunologicas
(Cury, 1999; Fleming & Wingender, 2010).



A placa dentéria, encontrada comumente sobre a superficie dos dentes, € um biofilme
microbiano constituido por uma comunidade diversificada de microrganismos orais (Colby &
Russel, 1997). Ela desempenha um papel na etiologia das doencas bucais como a cérie e
gengivite. A sua formacdo depende de varios fatores, como por exemplo, a interacdo entre as
bactérias e o dente, e pode ser caracterizado por quatro fases: formagdo de um filme
condicionante, aderéncia, maturacdo e desenvolvimento. As bactérias do biofilme séo envolvidas
por uma massa de PEC (polissacarideos extracelulares) resultante da aderéncia, multiplicacéo e
desenvolvimento de microrganismos sobre a superficie dentaria. O dente é revestido por
moléculas presentes na saliva, principalmente glicoproteinas ricas em prolina. Estas moléculas
em contato com a hidroxiapatita presente nos dentes, sofrem alteracdes conformacionais e
expdem um sitio adequado para a ligacdo dos primeiros colonizadores por meio de fimbrias
(Matsumura et al., 2003). Neste periodo inicial da colonizagdo dos dentes, a pelicula e os
microrganismos sdo facilmente removidos, pois a interacdo € eletrostatica. N&o obstante, 0s
Streptococci comecam a multiplicar-se e sintetizar PEC e proteinas que promovem a
consolidacdo da matriz, permitindo o estabelecimento de microrganismos que ndo tém estruturas
de aderéncia.

O biofilme ecologico se desenvolve de forma equilibrada e estratificada e o0s
microrganismos interagem formando co-agregados, estabelecendo cadeias alimentares e de
tensdo de oxigénio. Porém, microrganismos aciduricos (que sobrevivem em baixo pH) podem ser
selecionados pela dieta rica em carboidratos e auséncia de higienizacdo adequada. No biofilme
cariogénico havera uma prevaléncia de Streptococcus do grupo mutans, principalmente S. mutans
e outros microrganismos aciddricos como os lactobacilos e leveduras, 0s quais produzirdo acidos
que resultam na desmineralizacdo do dente (Kleinberg 2002; Socransky & Haffajee, 2002; Marsh
et al., 2005). Os trabalhos pioneiros de Sthepan (1944) demonstraram que a carie rampante esta
associada com a acidificacdo da placa, bem como a tolerancia da microflora ao baixo pH.

Os S. mutans sdo mais resistentes aos acidos (Gronroos, 2000), sendo que esta
caracteristica é regulada pelo sistema Quorum Sensing o qual é ativado para a tolerancia acida e
formacéo do biofilme pela bactéria. (Li et al., 2002).

A infeccdo por S. mutans inicia-se com sua adesdo ao dente, um evento que é
independente de sacarose e resulta da interagdo de adesinas bacterianas com glicoproteinas

salivares que cobrem o dente. S. mutans pode aderir a aglutininas salivares, a outras bactérias da
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placa ou receptores na superficie de células epiteliais. Esse processo de aderéncia e colonizacdo é
intermediado por proteinas, enzimas e complexos enzimaticos (Banas & Vickerman, 2003;
Miranda et al., 2001; Islam & Khan, 2007). Dentre as adesinas de S. mutans, destacam-se o
receptor de superficie SpaP (também conhecido como Pac, antigeno I/11) (Jenkinson & Demuth,
1997) e o antigeno A associado a superficie celular (WapA) (Russel et al., 1995; Jenkinson &
Demuth, 1997). Foi demonstrado que os dominios ricos em prolina e alanina estdo envolvidos na
interacdo do antigeno I/I1 com componentes salivares, como as lectinas da pelicula dental que
recobre o dente (Banas & Vickerman, 2003). A despeito da presenca das adesinas e sua
comprovada interagdo com componentes salivares, estudos sugerem que S. mutans ndo séo bons
colonizadores primarios dos dentes, devido a suas adesinas terem pouca afinidade a pelicula
adquirida em relacéo a outras bactérias (Kolenbrander & London, 1993).

Foi sugerido que a adesdo dos S. mutans na placa dental também pode ser mediada por
uma via dependente de sacarose, podendo envolver a ligacdo do glucano & bactéria ou a adeséao
dos S. mutans ao glucano na placa dental, ja que in vitro na presenca de sacarose 0s S. mutans se
encobrem de glucano (Banas & Vickerman, 2003; Bowen & Koo, 2011).

S. mutans produz pelo menos quatro tipos distintos de proteinas ligantes aos glucanos,
GbpA, GbpB, GbpC e GbpD. Sdo proteinas extracelulares, normalmente associadas a parede
celular da bactéria que, na presenca de sacarose, formam uma “ponte” que liga as superficies
celulares destes microorganismos a matriz celular de glucanos (Banas & Vickerman, 2003). Estas
proteinas também promovem a agregacao dos S. mutans na presenca dos glucanos.

A aderéncia dos S. mutans € mediada, portanto, por adesinas da superficie das bactérias
associadas a fimbrias ou fibrilas e receptores da superficie oral que sdo componentes salivares
como mucinas, glicoproteinas, amilase, lisozima, proteinas estaterinas e componentes bacterianos
ligados a superficie oral (Rudney, 1995) constituidas de polissacarideos, glicosiltransferases e
lectinas, que sdo adesinas protéicas com afinidade especifica por carboidratos.

Ao efetivar a adesdo, a bactéria passa a depender de carboidratos para se nutrir e para
produzir a matriz polissacaridica extracelular, que permite a adesdo efetiva ao dente e a outras
bactérias. A enzima glicosiltransferase € a principal conversora de acUcares em energia,
garantindo a nutricdo. E a responsavel por metabolizar glucanos sol(veis e insollveis em agua
dando origem a matriz polissacaridica, que permite a colonizacdo bacteriana sobre a
hidroxiapatita do dente (Matsumura et al., 2003; Miranda et al., 2001; Smith, 2002).
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S. mutans produz pelo menos trés GTFs geneticamente distintas, cada qual sintetiza uma
estrutura de glucano distinta, vinda da sacarose. GtfB (também conhecida como Gtfl) sintetiza
primariamente glucanos insolaveis; GtfC (GtfSI) produz uma mistura de glucanos soluveis e
glucanos insoluveis, enquanto GtfD (GtfS) forma predominantemente glucanos sollveis (Aoki et
al., 1986; Hanada & Kuramitsu, 1989).

Embora todas as trés enzimas possam aderir a hidroxiapatita, sua afinidade a este
substrato € bastante variavel (Vacca-Smith & Bowen, 1998). GtfC possui uma grande afinidade
pela hidroxiapatita, apresentando mais sitios de ligacdo em relacdo a GtfB ou GtfD. Dados de
estudos in situ e in vitro mostraram que a Gtf inicialmente detectada na pelicula é GtfC
(Venkitaraman et al., 1995; Vacca-Smith & Bowen, 2000).

GTFs tambem tém capacidade de se ligarem a muitas bactérias orais (McCabe &
Donkersloot, 1987; Hamada & Torii, 1978; Vacca-Smith & Bowen, 1998), mesmo aquelas que
ndo sintetizam GTFs. Foi demonstrado que GtfB, em particular, se liga com grande avidez aos
microorganismos orais como Actinomyces viscosus, Lactobacillus casei e S. mutans (Vacca-
Smith & Bowen, 1998).

As regides C-terminais de GtfB e GtfC diferem em sua composicdo, o que pode explicar,
em parte, a preferéncia de adsorcdo da enzima GtfC a hidroxiapatita, enquanto GtfB adere melhor
a superficie de bactérias (Honda et al., 1990).

Estudos demonstram ainda que as GTFs interagem com a amilase salivar (Vacca-Smith et
al., 1996). Uma vez que muitos microorganismos orais, incluindo S. mutans, adsorvem lisosimas,
amilase e outras proteinas salivares (Douglas, 1983; Douglas & Russell, 1984; Ambatipudi et al.,
2010) a interacdo com amilase pode facilitar a ligacdo da GtfB a superficie celular das bacterias,
permitindo a sintese de glucanos insolUveis diretamente em sua superficie (Vacca-Smith et al.,
1996; Chaudihuri et al., 2007).

A hidrdlise de amido, e sua digestdo gradual pela alfa amilase salivar livre na solucéo,
leva a adsor¢do da apatita dentro e na superficie da bactéria, também influenciando a formagéo
dos glucanos pela GtfB (Vacca-Smith et al., 1996).

Os glucanos soluveis podem ser rapidamente digeridos, atuando como reservas de energia
para as bactérias. Além disso, contribuem para baixar o valor do pH durante a formacéo da placa

cariogénica (revisado por Paes Leme et al., 2006).



A Figura 01 mostra um esquema da formacdo do biofilme por S. mutans, com a
participacdo das enzimas glicosiltransferases na degradacdo de carboidratos e adesdo ao esmalte

do dente.

—*  Pelirula Adguirida no Esmalie

Esmalte \ ’
.0 J
= 1
o S. mutans - - N Grfs ¥ GifC

Actinomyces spp.
| g {ou outres organismos) ¥ GtfD

- Tl AMIDO + - _|SACAROSE ___________________
Amido

’ o= Amilase

- Q - derivada dos gl
2
Sacarosefamido - derivada dos
lucanos

Amido Hidrolizado: maliose, mal
liodexirin & ouwtros oli;

4 ChpC (e provavelmente} ChpB

BIOFILIME

GLUCANOS MEDIADORES DE ADFRENCIA

Figura 01 - Esquema da Formacdo do Biofilme oral a partir da formacdo de glucanos pelas
enzimas GTFs, de S. mutans. Proposto por Rélla et al., 1983, e revisado por Bowen & Koo,
2011).

Inicialmente, as GTFs secretadas pelo S. mutans sdo incorporadas dentro da pelicula que
recobre o dente (particularmente GtfC) e adsorvidas na superficie de diferentes bactérias
(principalmente GtfB), incluindo microorganismos que nao produzem GTFs (e.g. Actinomyces
spp.). Em uma fase posterior, a alfa amilase da saliva é também incluida na pelicula, e pode se
ligar as GTFs. GtfB e GtfC da superficie rapidamente utilizam sacarose da dieta para sintetizar
glucanos insollveis e soltveis no local. O glucano soltvel formado pela GtfD pode funcionar
como um “gatilho” para GtfB, aumentando a sintese de exopolissacarideos. Concomitantemente,
0 amido é digerido pela amilase, produzindo maltose e uma grande quantidade de
oligossacarideos. Eles podem ser incorporados ao polimero através de reacOes catalisadas,
principalmente, pela GtfB. As GTFs adsorvidas ao esmalte e as superficies microbianas criam no
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local uma matriz insoltvel para a placa dental. As moléculas de glucano promovem a ligacdo
com a superficie do S. mutans (e outros microorganismos) mediante forte agrupamento da
bactéria e aderéncia ao esmalte dentario. Em seguida, GTF adsorvida pelas bactérias produz
glucanos que se ligam ao dente e a novas superficies bacterianas pelos mesmos mecanismos. Este
modelo pode explicar a rapida formacéo e acimulo de uma placa coesiva e aderente na presenca
de sacarose (e também amido) mesmo com um namero de S. mutans relativamente baixo. Depois
do estabelecimento de uma matriz de biofilme rica em glucanos, pressdes ecologicas (como pH)
determinardo qual bactéria ira sobreviver e proliferar dentro da placa com frequente exposi¢édo a
sacarose (ou outros carboidratos fermentaveis).

A sacarose é um dissacarideo formado pela ligacdo entre uma hexose (glicose) e uma
pentose (frutose). A ligacéo glicosidica entre estas duas moleculas é rica em energia, sendo a
sacarose 0 unico acgucar a partir do qual as glicosiltransferases catalizam a sintese de glucanos. A
partir da energia gerada pela hidrolise de n moléculas de sacarose, as GTFs produzem 0s
polimeros de glicose, os glucanos, liberando n moléculas de frutose. A solubilidade destes
polimeros é dependente da proporcdo de ligacdes do tipo alfa (1,3) e alfa (1,6). Alguns dos
glucanos contendo moléculas de glicose com ligacOes alfa (1,3) sdo altamente insolUveis em
agua, rigidos e formam agregados fibrosos chamados mutanos. O glucano insoltvel formado pela
GtfB e GtfC tem uma preponderancia maior que 85% de cadeias alfa (1,3) entre as moléculas de
glicose, e o restante sendo cadeias alfa (1,6) e alfa (1,3) (Fukushima e colaboradores, 1992). Por
outro lado, os glucanos chamados dextranos, que tem ligacdes alfa (1,6) possuem cadeias
flexiveis e séo soluveis em agua (Banas & Vickerman, 2003).

Os frutanos também sdo polissacarideos extracelulares formados pela ligagdo de
moléculas de frutose liberadas com a hidrélise de sacarose. A sintese de frutanos também ocorre
extracelularmente, sendo catalizada pela enzima frutosiltransferase. Os frutanos sdo soluveis em
agua, assim, seu papel na formacao da matriz extracelular é limitado. Acredita-se que o seu papel
de viruléncia no S. mutans esteja no fato de atuarem como reservatérios extracelulares de
substrato durante os periodos de escassez de nutrientes. Assim, nestas fases, exoenzimas
denominadas frutanases (sintetizadas pelo S. mutans) hidrolizam estes polissacarideos, para que
0s monossacarideos de frutose sejam transportados para o interior das células e metabolizados
(Taubman & Smith, 2005).



Com a formacdo do biofilme, a colénia bacteriana estd mais protegida dos fatores
imunoldgicos presentes na saliva. Porém, a presenca da matriz, que torna o ambiente pouco
permedvel, e a producdo de acido como subproduto de seu metabolismo, diminue o pH do meio.
A queda do pH ambiental € um fator de estresse, mas o S. mutans é capaz de modular seus
mecanismos bioquimicos e fisioldgicos de sobrevivéncia de acordo com a flutuacéo das tensdes

fisico-quimicas do meio no qual ele esta inserido (Lemos & Burne, 2008).

1.3 Fatores de viruléncia de S. mutans

A viruléncia de S. mutans reside em trés atributos essenciais: a habilidade para formar
biofilme sobre a superficie do dente, a producdo de grandes quantidades de acidos organicos
(acidogénico) provenientes de grande variedade de hidratos de carbono, e tolerancia ao estresse
ambiental, particularmente pH baixo (Law et al., 2007; Shaw, 1987; Shen et al., 2004).

Proteinas associadas a superficie, como SpaP e Fapl, funcionam como adesinas de alta
afinidade e estdo diretamente envolvidas na iniciacdo do biofilme (Bowen et al., 1991; Froeliger
& Fives-Taylor, 2001; Oetjen et al., 2001). Glucanos extracelulares sintetizados pelas GTFs sdo
importantes na interacdo entre células e ligacdo de S. mutans a superficies lisas, conforme
discutido anteriormente. Proteinas de ligacdo a glucanos também estdo envolvidas no acimulo de
bactérias em presenca de sacarose (Sato et al., 1997).

A proteolise também desempenha um papel importante no processamento e maturacao de
proteinas de superficie relacionadas a viruléncia da bactéria (Gottesman et al., 1997). A proteina
SpaP é encontrada na forma livre no sobrenadante da cultura, juntamente com fragmentos de
diferente massa molecular (Russell et al., 1980). A proteina WapA também é liberada por
clivagem proteolitica (Ferretti et al., 1989) e duas enzimas associadas a parede celular,
dextranase e frutanase, séo encontradas predominantemente no sobrenadante das culturas (Burne
& Penders, 1992; Igarashi et al., 1992 e 1995). Além dos eventos proteoliticos que permitem a
liberacdo destas enzimas e proteinas associadas a superficie celular, GTFs e frutosiltransferases
também sdo clivadas em formas com menor massa molecular (Aduse-Opoku et al., 1989; Russell
et al., 1986) e funcionam como proteinas de ligacdo a glucanos (Russell et al., 1983). Assim, a

expressao de varias proteinas de superficie é associada a protedlise, que pode influenciar
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fortemente o nivel de atividade e a localizacdo celular destas proteinas. Uma enzima proteolitica
importante de S. mutans € HtrA, envolvida na biogénese de proteinas extracelulares e enzimas
glicoliticas, além de afetar a formacéo de biofilme (Biswas & Biswas, 2005).

A resisténcia acida desempenha papel fundamental na viruléncia de S. mutans, e diversos
componentes bacterianos tém sua expressédo e ac¢ao reguladas por alteracdes de pH. A aciduridade
é caracterizada pela expulsdo de protons H+ para fora da célula por uma proteina carreadora ou
transportadora de membrana denominada F-ATPase, que em condicdes de baixo pH age como
ATP-sintase, produzindo ATP para o crescimento e persisténcia da colonia. O excesso do
subproduto H+ em contato com a hidroxiapatita leva a desmineralizagdo do dente, com posterior
formacéo da cérie dental (Lemos & Burne, 2008).

Outro mecanismo de resisténcia acida € a producao de CO, e NH, por ureases ou pelo
sistema de desaminase de arginina intermediada pela enzima AgDS. Esta enzima converte
agmatina — um derivado carboxilado da arginina encontrado na placa dental — em putrescina,
amonia e CO2. Embora os baixos niveis de expressao de AgDS sugiram um papel reduzido desta
enzima na alcalinizacdo do meio externo, em pHs baixos, a agmatina pode contribuir para o
fitness competitivo de S. mutans, aumentando o pH citoplasmatico e gerando ATP, que pode ser
usado para crescimento e eliminacdo de prétons (Lemos & Burne, 2008).

Sistemas de transducdo de sinais de dois componentes (TCS) também desempenham
papel importante na tolerancia acida por S. mutans. Em particular 0s sensores quinases de
localizagdo superficial atuam como importantes fatores de viruléncia, permitindo que a bactéria
regule seu metabolismo de acordo com as alteracbes no meio externo. A analise do genoma de S.
mutans revelou a presencga de 13 TCS putativos (Ajdic et al., 2002), e um estudo de Biswas e
colaboradores identificaram uma 14° quinase (Biswas et al., 2008). A analise de cepas mutantes
para os diferentes sistemas de transducdo de sinais apontou trés quinases, Smu486, Smul128, e
Smul516, que sdo importantes na regulacdo das respostas de tolerancia ao estresse em S. mutans
(Biswas et al., 2008).

Foi identificada uma enzima de reparo celular que, em pH baixo, modula o espessamento
da parede, aumentando a producdo de lipideos na membrana para diminuir a permeabilidade de
H+. Esta enzima é denominada SmX e é codificada pelo gene do mesmo nome, sendo que esta
transcricdo é regulada pelo gene agu R que codifica um regulador transcricional tipo Lux R
(Lemos & Burne, 2008).
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1.3.1 Mutacinas

Devido a ampla gama de microrganismos que habitam a cavidade oral, bactérias capazes
de produzir substancias inibitorias contra outras bactérias competidoras tem vantagens
adaptativas para a colonizagdo primaria do ambiente. Dentre as substancias antibidticas de S.
mutans, as mutacinas exercem papel importante no estabelecimento desta bactéria para formacéo
do biofilme (Parrot et al., 1990).

Estudos demonstraram que a presenca das mutacinas esta relacionada a prevaléncia de S.
mutans na cavidade oral. De acordo com Nyvad & Kilian (1990), pacientes com carie sdo mais
colonizados por bactérias cariogénicas, considerando que os individuos livres de cérie abrigam
uma maior prevaléncia de S. sanguis e outros Streptococcus do grupo mitis. Isto explicaria a
maior atividade da mutacina contra outras bactérias que colonizam a cavidade oral em individuos
com carie.

Gronroos & Alaluwsua (1998), analisaram o nivel da atividade das mutacinas de S.
mutans isolados da cavidade bucal de 19 pares mée-filho, sendo que as criancas possuiam de 18
meses a 3 anos de idade. Foi observado que 88% das cepas produziram mutacina contra mais de
1 das 14 cepas indicadoras, representadas por S. mutans, S. sanguinis, S. salivarius, S. oralis, S.
gordonii e S. pyogenes. As cepas de S. mutans mostraram maior atividade inibitdria que as cepas
de S. sobrinus. As cepas de S. mutans, compartilhadas entre a mée e a sua crianga, mostraram
atividade inibitdria de amplo espectro, se comparadas as cepas que ndo foram transmitidas. Eles
concluiram que os isolados clinicos, apresentaram uma boa producdo de mutacinas e que este
fator de viruléncia foi visto como sendo de grande importancia clinica na colonizag&o inicial pelo
S. mutans.

As bactérias produtoras de mutacinas podem ser classificadas conforme sua atividade
bactericida em 4 tipos: as mutacinas I, Il e 11l sdo inibitdrias para uma gama de microrganismos
gram-positivos, enquanto a mutacina IV é eficaz principalmente contra Streptococcus orais do
grupo mitis (Qi et al., 1999 a, b). Em outro estudo, Qi et al. (2001), caracterizaram as mutacinas
como lantibidticas ou ndo lantibiodticas. A lantibidticas ou classe |, inclui as mutacinas I, 11 e I11.
A mutacina IV pertence ao grupo das ndo lantibioticas ou classe I1.

Baseando-se nas propriedades seletivas e ecoldgicas das mutacinas in vivo, foi
desenvolvida a terapia de substituicdo bacteriana para prevencdo do desenvolvimento da cérie
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dental (Hillman et al., 2000). Através da construcdo de uma cepa mutante S. mutans BCS3-L1,
produtora de mutacina de amplo espectro in vivo (mutacina 1140) e defectiva na producdo de
acido latico, foi possivel efetivar a colonizacdo da cepa produtora de baixo potencial cariogénico
na cavidade oral de ratos. A atividade bioldgica da mutacina produzida in vivo reduziu o indice

Van Loveren et al. (2003), compararam as atividades das mutacinas de S. mutans isolados
das mées, pais e filhos. Onze familias foram selecionadas randomicamente para a coleta da saliva
e isolamento dos S. mutans. As pesquisas mostraram que havia uma similaridade na producéo,
tanto das mutacinas, quanto dos S. mutans da mée, do pai e também dos filhos, indicando que a
transmissdo entre os membros da familia havia ocorrido.

Longo et al. (2003), avaliaram a producdo de mutacinas pelos S. mutans e a diversidade
genotipica dos mesmos em criangas com carie e sem carie. Os autores mostraram que as
mutacinas podem aumentar a capacidade de colonizacdo dos S. mutans e de reduzir a infeccao
por tipos sensiveis. Porém, a analise estatistica ndo conseguiu mostrar uma relagdo entre
atividade de cérie e os niveis de infeccdo pelos S. mutans. A relagcdo de producdo de mutacinas e
a presenca ou nao de carie também néo foi estatisticamente determinada. Neste trabalho, Longo
et al. (2003), analisaram 19 gendtipos de isolados de criangas e somente em um tipo encontraram
sequéncia homologa ao gene da mutacina II.

Kamiya et al. (2005), estudando a correlagdo entre frequéncia de genes de mutacina em
voluntarios com e sem caries, verificaram a prevaléncia de mutacina IV nas bactérias isoladas de
individuos com cérie, que se correlacionou com um maior efeito inibitorio sobre um painel de
microrganismos orais. Este tipo de mutacina é produzido principalmente por células plancténicas
(Qi et al., 2001), sugerindo um papel importante nos eventos iniciais da colonizagcdo por S.
mutans, antes da formag@o do biofilme. A presenca de mutacina IV promove a reducdo dos
colonizadores primarios do dente, permitindo a colonizacdo desta superficie pelo S. mutans. A
mutacina I, por outro lado, é mais expressa nas células do biofilme, sugerindo um papel nas

etapas mais tardias da infecc¢do por S. mutans.
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1.4 Vacinas contra S. mutans

O S. mutans foi isolado de uma lesdo cariosa pela primeira vez por Clark, 1924 apud
Hamada & Slade, 1980 e a devida importancia so foi atribuida 40 anos mais tarde quando
Loesche et al. (1964), comprovaram que S. mutans seria o principal agente etioldgico da carie.
Passou-se desde entdo a busca por uma maneira de induzir competéncia imunolégica que
protegesse o individuo da infeccdo por esta bactéria.

Muitos estagios da patogenia molecular da cérie dental sdo susceptiveis a intervencéo
imune. Microrganismos podem ser inativados na cavidade oral por um anticorpo agregado
enquanto esta ainda na fase salivar, antes da colonizagdo. Anticorpos poderiam também bloquear
0s receptores necessarios para a colonizacdo (como adesinas) ou acumulacédo (como os glucanos
glucanos. Modificagdes no metabolismo de importantes fungdes celulares também podem ser o
alvo. Além do mais, a atividade antimicrobiana do anticorpo da IgA salivar pode ser aumentada
ou redirecionada por um sinergismo com componentes inatos da imunidade como a mucina ou a
lactoferrina.

Os primeiros esforcos na busca por uma vacina contra a carie avaliaram o potencial
imunogénico da injecdo de bactérias inativadas por calor, que resultou em um aumento da
secrecdo de anticorpos nos individuos imunizados, porém ndo houve prote¢do contra a doenga
(Gombés et al., 1980).

Em 1990, Bayona-Gonzales e colaboradores, realizaram um ensaio clinico para avaliar a
eficacia da utilizacdo de bactérias inativadas na imunizacdo contra a carie. Foram administrados
tabletes mastigaveis com 10 miligramas de piridoxina contendo algumas cepas de Lactobacillus e
Streptococcus. Os resultados demonstraram uma redugdo de 42% na incidéncia de carie nos
individuos imunizados. Também foram testadas vacinas de subunidades, utilizando antigenos
(glicosiltransferase) em lipossomos desidratados. Sete adultos com idade entre 21 e 38 anos
foram imunizados com esta formulagdo, e foi observado aumento de 77% nos niveis de IgA
(Childers et al., 1994). Um estudo mais recente demonstrou que a imunizagdo por via intranasal
com GTF em adultos voluntérios induziu um aumento nos niveis de IgA especifica para o
patogeno (Li et al., 2003). Em 2006, Han e colaboradores estudaram a eficiéncia imunologica de
uma vacina composta por uma proteina de superficie do S. mutans (WapA) que participa do
processo de aderéncia do microorganismo ao dente. Foram aplicadas duas doses no intervalo de
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trés semanas em um grupo de ratos. Foram encontrados niveis elevados de IgA nos animais
imunizados, que se correlacionaram com a inibicdo da aderéncia da bactéria ao dente mediada
por sacarose na presenca do anticorpo anti WapA.

A imunizacéo de ratos com GbpB, induziu resposta imune capaz de reduzir o acimulo de
S. mutans durante a formacdo do biofilme e, consequentemente, os niveis de céarie dental (Smith
& Taubman, 1996).

Estratégias de imunizacdo de mucosa foram desenvolvidas para induzir altos niveis de
anticorpos salivares que podem persistir por periodo prolongado e fortalecer a memdria
imunoldgica. Estudos realizados demonstraram que a imunizacdo de roedores experimentais ou
primatas com antigenos protéicos de Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus por via oral
reduz a colonizagdo por Streptococcus do grupo mutans e o desenvolvimento da carie dental
(Russell et al., 2006). A protecdo tem sido atribuida a anticorpos IgA salivares, que podem inibir
0 acumulo de bactérias sacarose-independente ou sacarose-dependente em superficies dentéarias,
de acordo com a escolha do antigeno. Estudos em humanos mostram que anticorpos salivares de
estreptococos do grupo mutans podem ser induzidos por abordagens semelhantes, e que 0s
anticorpos passivamente aplicados também podem suprimir a re-colonizacdo oral por S. mutans
(Russell et al., 2006).

As adesinas do S. mutans (identificadas como antigeno I/1l, Pac, ou P1) tem sido
estudadas enquanto candidatos a vacinas orais contra S. mutans. O antigeno I/l contém uma
sequéncia rica em alanina na regido n terminal, e outra rica em prolinas na regido central da
molécula, que tém sido associadas com a atividade adesiva destas moléculas (Crowley et al.,
1993; Nakai et al., 1993). Estes dados sdo corroborados pelos estudos de Lehner et al., (1994),
mostrando que fragmentos recombinantes contendo a porcéo central de antigeno I/l induzem
uma inibicdo da adesdo a pelicula dentéria. De forma semelhante, anticorpos direcionados ao
antigeno I/11 intacto ou nas ligac6es salivares bloquearam a aderéncia do S. mutans na saliva que
cobre a hidroxiapatita (Hajishengallis et al., 1992). Diversos estudos demonstraram que a
imunizacdo ativa com o antigeno I/l (Lehner et al., 1981; Katz et al., 1993) ou imunizagdo
passiva com monoclonal (Ma et al., 1990) ou anticorpo transgénico (Ma et al., 1999), protege
roedores, primatas ou humanos da carie causada pelo S. mutans.

Estudos envolvendo a atenuagdo genética de S. mutans tém gerado resultados promissores

em diversos modelos. A reducdo na sintese de glucanos insollveis através de mutagénese sitio-
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dirigida do gene que codifica GbpC resultou em inibi¢do da formacéao de biofilme por S. mutans e
reducdo da formacdo de céries em ratos (Nakano et al., 2002; Thibodeau & Ford, 1991; Bensing
etal., 2001).

De forma semelhante, bactérias mutantes para os genes gtf (principalmente gtfB e gtfC)
mostraram-se eficazes na reducdo carie, pela inibicdo na produgdo de glucanos insollveis em
agua. A inativacdo de gtfD também mostrou resultado semelhante, gerando um mutante com
baixa cariogenicidade em superficies lisas (Yamashita et al., 1993). Finalmente, a administracdo
passiva oral do anticorpo contra GTF também foi capaz de inibir o desenvolvimento da carie em
ratos (Hamada et al., 1991).

Outro fator de grande importancia na diminui¢do da doenca carie € a capacidade de alterar
ou danificar a habilidade que os S. mutans tem de se ligar aos glucanos. Dentre as proteinas de
ligacdo a glucanos, somente a GbpB mostrou a inducdo de uma resposta imune protetora em
modelos animais de cérie (Smith & Taubman, 1996; Smith et al., 1997). Esta protecao foi obtida
através da injecdo subcutanea ou intranasal de GbpB (Smith et al., 1997 a) ou ainda pela injecéo
do antigeno diretamente na regido da glandula salivar (Smith & Taubman, 1996). A saliva de
criangas ndo imunizadas contém anticorpos IgA para GbpB, indicando que a infecgcdo por S.
mutans desencadeia uma imunidade natural contra esta proteina.

De maneira geral, as vacinas de subunidade compreendem uma estratégia de imunizacéao
promissora contra S. mutans, por serem capazes de ativar uma imunidade de mucosa e reduzir o

estabelecimento de lesdes cariosas.

1.5 S. mutanse BrpA

O gene brpA (sigla em inglés para biofilm regulatory protein A), também conhecido como
IytR, foi identificado através de uma busca por reguladores transcricionais no genoma de S.
mutans UAB159 (Wen & Burne, 2002). Codifica uma proteina predita como associada a
membrana, com uma cauda rica em serinas que se estende para a parede celular.

BrpA atua como sensor ambiental, capaz de identificar e sinalizar alteragfes ambientais,
modulando a competéncia da parede celular, lise e multiplicacdo celular (Lemos & Burne, 2008;
Biswas et al., 2008).
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Estudos utilizando mutantes negativos para o gene brpA demonstram que esta proteina
estd envolvida na regulacdo da modulacdo de competéncias acida e oxidativa, lise e reproducao
celular, que s@o atributos fundamentais da tolerancia ao estresse ambiental e formacdo do
biofilme (Merritt et al., 2003; Wen & Burne, 2002; Wen et al., 2005). Essa proteina também
sinaliza a modulacdo da ATPase e transporte de H+ para o exterior da célula. O excesso do
subproduto de H+ em contato com a hidroxiapatita leva & desmineralizacdo do dente e,
posteriormente, a carie (Burne, 1998).

Observou-se que bactérias mutantes negativas para brpA formam cadeias com o dobro do
namero de células quando comparadas com bactérias selvagens. Além disso, estas bactérias
mutantes ndo possuem capacidade de formar um biofilme maduro em superficies de poliestireno.
Ao contrario das bactérias selvagens, que formam biofilmes altamente adesivos, 0s mutantes
formam uma massa ampla de células facilmente removiveis pela lavagem (Wen & Burne, 2002;
Yoshida & Kuramitzu, 2002). Tais defeitos interferem primariamente na acumulacéo celular e na
adesdo inicial necessaria ao desenvolvimento do biofilme. Um estudo mais recente demonstrou
que mutantes brpA negativos, apesar de formar longas cadeias dispersas e microcolonias na
superficie de discos de hidroxiapatita, ndo foram capazes de acumular e desenvolver biofilmes
tridimensionais, sugerindo que brpA também interfere em estagios mais tardios da formacéo do
biofilme (Wen et al., 2006).

Relatou-se também que os biofilmes formados pelo mutante deficiente foram finos e
relativamente dispersos em relacéo a distribuicdo do biofilme formado pelo tipo selvagem. Além
disso, observou-se também maior quebra e fragmentos de células no biofilme da bactéria mutante
em relacdo ao biofilme da bactéria selvagem, resultado de um aumento da autolise no tipo
mutante (Chatfield et al., 2005; Wen & Burne, 2002).

A complementacdo das bactérias mutantes com o gene brpA levou a obtencdo de cadeias
com comprimento similar a formada pelas bacterias selvagens, bem como ao restabelecimento da
capacidade de formar biofilmes. Em conjunto, estes resultados confirmam que o fenotipo
observado no tipo mutante é resultado da perda do gene brpA (Wen et al., 2006).

A formacéo de longas cadeias, aliada a reducéo da capacidade adesiva e de acumulacéo,
levam a reducéo na tolerancia da bactéria mutante deficiente em brpA a acidificacdo do ambiente

externo. Como resultado, S. mutans brpA-negativos apresentam um aumento significativo na
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susceptibilidade ao estresse, e consequentemente, um menor potencial cariogénico (Chatfield et
al., 2005).

As propriedades de tolerancia ao estresse do tipo selvagem e do tipo mutante deficiente
foram analisadas pela morte acida e pela disputa ao peroxido de hidrogénio (Wen & Burne,
2004). Foi mostrado que mutantes deficientes em brpA apresentam maior susceptibilidade tanto a
morte &cida quanto ao estresse oxidativo induzido pelo perdxido de hidrogénio. Como esperado,
a complementacdo com o gene brpA restaurou a capacidade de tolerar o estresse acido no
mutante. ObservacOes similares da diminuicdo da tolerancia acida em bactérias brpA-negativas
foram também encontrados por Nakano et al, (2005).

Foi observado um aumento na autdlise como resultado da deficiéncia de brpA (Chatfield
et al., 2005; Wen & Burne, 2002). Este efeito pode contribuir, pelo menos em parte, no aumento
observado na susceptibilidade do mutante ao acido e ao estresse oxidativo. Além disso, a
formacéo das longas cadeias pelo tipo mutante poderia aumentar o descolamento ou reduzir a
aderéncia do biofilme (Chatfield et al., 2005; Wen & Burne, 2002).

Estudo utilizando eletroforese bidimensional de extratos de células do tipo selvagem e
mutante evidenciou que BrpA pode ter efeitos globais na expressdo génica de S. mutans. A
comparacao do perfil protéico revelou mais de 100 proteinas com expressdo alterada no mutante,
em comparacdo com as bacterias selvagens (Wen et al., 2006). A influéncia de BrpA sobre a
regulacdo génica foi confirmada através de anélise de microarray, onde foram identificados mais
de 200 genes com expresséo ativada ou inibida nos mutantes brpA-negativos. Entre os genes com
expressao aumentada, estdo aqueles envolvidos na tolerancia ao estresse oxidativo, como 0s
codificantes de SOD, Nox e Dpr, sugerindo que a perda de brpA sinaliza estresse oxidativo para a
bactéria. No entanto, o mutante apresenta alta susceptibilidade ao estresse oxidativo, sugerindo
que outros fatores, como defeitos na formacao do envelope externo, estejam envolvidos. Genes
que codificam GbpD, a proteina RecA e o operon F1F0 — que codifica a ATPase responsavel pela
manutencdo do pH em S. mutans — foram inibidos no mutante, contribuindo para maior
susceptibilidade ao estresse. GbpD tem a capacidade de se ligar aos glucanos e a deficiéncia do
GbpD causaria diminuicdo na hidrofobicidade da bactéria, afetando sua adesdo a superficies
duras. Além disso, GbpD apresenta atividade de lipase e estaria envolvida na biogénese da

membrana (Shah & Russel, 2004), o qual afetaria a composi¢do ou integridade da célula e
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possivelmente contribuiria para o fendtipo mais sensivel ao estresse nos mutantes deficientes em
BrpA.

De forma semelhante, a inibicdo da expressdo de F1FO-ATPase nas bactérias brpA-
negativas contribui para o aumento da sensibilidade &cida no mutante (Wen et al., 2006). Em
conjunto, estes resultados sugerem que as mudancgas na expressao génica em resposta a perda de
BrpA sdo responsaveis pelos defeitos na formacdo do biofilme e na tolerdncia ao estresse
oxidativo (Wen et al., 2006).

Interessantemente, estudos de Nakano et al, (2005), demonstram que cepas deficientes em
BrpA séo mais dificilmente fagocitadas pelos leucocitos polimorfonucleares humanos e induzem
um aumento da agregacdo plaquetaria e da duracdo da bacteremia, sugerindo que o BrpA poderia
estar envolvido na viruléncia sistémica no sangue. Naquele estudo, quatro tipos de S. mutans
foram isolados do sangue de pacientes com bacteremia apos extracdo dentaria e de pacientes com
endocardite infecciosa, sendo que todos eles possuem menor susceptibilidade fagocitaria em
relacdo a um tipo selvagem (Nakano et al., 2005). A andlise comparativa das proteinas de
superficie das bactérias revelou a presenca de alteracbes na proteina de ligacdo a glucanos C
(GbpC), que se correlacionou com a susceptibilidade fagocitaria in vitro bem como a longa
duracdo da bacteremia in vivo (Nakano et al., 2005). A hidrofobicidade da bactéria mutante
também foi bem mais alta em relacdo a selvagem e esta associada a formacao de cadeias mais
longas (Nakano et al., 2005). Estes dados sugerem que a perda de BrpA reduz a susceptibilidade
a fagocitose e aumenta a viruléncia sisttmica nao pelo efeito direto de BrpA, mas pela producéo
de longas cadeias pela auséncia do gene brpA (Nakano et al., 2005).

Foi observada ainda a inducgdo de agregacdo plaquetéria pelas bactérias mutantes, o que
aumentaria sua viruléncia na bacteremia ou endocardite infecciosa (Nakano et al., 2005). Outra
propriedade, ja citada, do mutante, é o baixo padréo de sobrevivéncia em meio &cido, lembrando
que na cavidade oral isto seria uma desvantagem para sua sobrevivéncia. No sangue, entretanto,
onde os valores de pH séo proximos & neutralidade, a maior susceptibilidade a acidificacdo nédo
reduz a sobrevivéncia, o que pode explicar em parte as diferencas na viruléncia destes mutantes
nos ambientes oral e sanguineo.

A evidente contribuicdo de BrpA para a viruléncia de S. mutans, aliada a sua localizagéo
predita no envelope bacteriano, indicam esta proteina como candidata para o desenvolvimento de
uma vacina de subunidade capaz de conferir imunidade protetora contra esta bactéria. Espera-se
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que a modulagéo das competéncias relacionadas com a BrpA seja inibida, reduzindo dessa forma
a atividade cariogénica do S. mutans, prevenindo o acimulo bacteriano na superficie do dente e a

formacéo de biofilme maduro.
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2. OBJETIVO

Os objetivos do presente trabalho sdo:

1. Tracar um perfil de susceptibilidade a cérie em criancas, com base em fatores
microbianos e do hospedeiro.
2. Avaliar a producdo de anticorpos contra a proteina reguladora de biofilme A (BrpA)

em camundongos.

Os objetivos parciais séo:

- Analisar comparativamente amostras de S. mutans isoladas de crian¢as com e sem carie,
com relagdo a presenca de fatores de viruléncia especificos (gene para a mutacina 1V e

formacéo de biofilme in vitro).

- Analisar comparativamente amostras da saliva de criangas com e sem cérie, com relagéo

ao potencial aglutinante.

- Produzir BrpA de forma recombinante.

- Avaliar a imunogenicidade de BrpA recombinante em camundongos.

21



3. METODOLOGIA

3.1 Aspectos éticos da pesquisa

O presente estudo foi aprovado pelos comités de ética em pesquisa envolvendo seres
humanos (protocolo n° 0077.0.142.000-10 — Anexo |) e animais (Anexo Il) da Universidade Sao

Francisco.

3.2 Coleta das amostras de saliva

Foram enviados 40 termos de consentimento para os pais para a coleta da saliva de seus
filhos, dos quais 26 foram devidamente assinados. Assim, amostras de saliva (cerca de 2mL)
foram coletadas de 26 criancas com idade entre 7 e 10 anos, estudantes de duas escolas da rede
publica do municipio de Camanducaia, ap0s consentimento assinado pelos pais, diretoras e pela
secretaria de saude. As amostras de cada escola foram classificadas em dois grupos: individuos

com e sem caries, conforme esquematizado na Figura 02.

Escolal Escola2
13 criangas 13 criangas

Grupo A: Sem cdrie Grupo B: com cdrie  Grupo C: Sem cérie Grupo D: com cérie
7 criangas 6 criangas 7 criangas 6 criangas

Figura 02. Distribuicdo das amostras de saliva em criangas com e sem carie nas escolas 1 e 2.

Aos responsaveis pelas criangas, foi enviado um questionario de habitos diarios, onde
foram incluidos os seguintes itens:
e NuUmero de escovacdes diarias
e Realizagdo de escovagéo antes de dormir
e Escovacéo da lingua
e Presenca de &gua fluoretada no domicilio

e Uso de enxaguante bucal
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e Consumo de doces

e Consumo de refrigerantes

e Presenga de respiragéo bucal

No momento da coleta, foi realizado um exame clinico da cavidade oral da crianca, onde

foram avaliados os seguintes critérios:

Presenca de lesdes cariosas

Presenca de biofilme (massa esbranquicada sobre a superficie dental)
Presenca de residuos alimentares entre ou sobre os dentes

Limpeza da lingua

Presenca de gengivite

Os critérios “presenca de biofilme”, “presenca de residuos alimentares”, “limpeza da

lingua” e “gengivite” foram agrupados no critério geral “higiéne bucal”.

As criancas ndo consumiram alimentos ou liquidos por 1 hora antes da coleta. Nenhuma

outra restri¢cdo alimentar foi aplicada as criangas. Para o isolamento de S. mutans, uma aliquota

de 100 pL foi imediatamente transferida para 1 mL de meio TSB (Oxoid) suplementado com

10% de glicerol. As amostras foram transportadas acondicionadas a 0 °C e congeladas a -80 °C

até a analise.

A comparagdo entre as respostas do questionario para os grupos com e sem carie foi

realizada através do teste exato de Fisher.

3.3 Isolamento de S. mutans da saliva

Para o isolamento de S. mutans, os tubos contendo saliva em TSB foram descongelados e

homogeneizados em vortex por 1 min. As amostras foram entfo plaqueadas em meio Agar Mitis

Salivarius suplementado com bacitracina (0.2 U/mL, que é seletivo para S. mutans) e 20% de

sacarose, e incubadas em anaerobiose por 72 horas a 37 °C.
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As coldnias foram submetidas a prova da catalase, e as que obtiveram resultado negativo
— indicativo de S. mutans — foram cultivadas em 5 mL de meio de enriquecimento BHI (Himedia)
por 24 horas. Os cultivos frescos foram submetidos a coloracdo de Gram, e as amostras Gram-

positivas foram congeladas a -80 °C.

3.4 Extracdo do DNA cromossomal de S. mutans

A extracdo do DNA foi realizada a partir da cultura das amostras isoladas apos 24 horas
de incubagdo a 37 °C, utilizando método adaptado de Welsh & McClelland (1990). As células
foram centrifugadas a 8000 rpm por 3 minutos, lavadas com TE (Tris 10 mM / HCI, 1 mM
EDTA, pH 8,0) e fervidas por 10 min no mesmo tampdo. Seguiu-se nova centrifugacdo e 0s

sobrenadantes contendo o DNA cromossomal das bactérias foram utilizados nas rea¢des de PCR.

3.5 Analise da viruléncia de S. mutans
3.5.1 Amplificacéo do gene da Mutacina IV a partir dos isolados de S. mutans

A presenca do gene de mutacina IV em S. mutans foi realizada por PCR das bactérias
isoladas da saliva, utilizando-se primers especificos. Os genes de gtfB e brpA foram utilizados
como controle positivo. As sequéncias dos primers utilizados nas reac0es estdo descritas a seguir:

Mutacina IV (Qi et al., 2001)

Primer mut IV Sense: 5° ATG GGA TAT TTA AAG GGA AA 3’

Primer mut IV Anti-sense: 5> TCA GAG CAG CTA CAAAAACT ¥

brpA (Ajdic et al., 2002).

Primer brpA Sense: 5 CTT GAG ATG AAG ATT GGT AAA AAA AT 3’
Primer brpA Anti-sense: 5 GAATTC TTA ATT ACC AAT TCCCGT TCC 3
GtfB (regido de ligacdo a glucanos) (adaptado de Jespersgaard et al., 1999).
Primer GTFB Sense 5° CTC GAG ATG CGT GTT GAT AAG TAT GGG ACT 3’
Primer GTFB Anti-sense 5> GAATTC TTG AGATCC TGT CACTGC TG 3’
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3.5.2 Ensaio de aderéncia dependente de sacarose de S. mutans

A aderéncia de S. mutans em repouso foi determinada através de ensaio de formacéo de
biofilme em placa de 96 pocos, adaptado de Banu et al. (2010). Estoques congelados de bactérias
isoladas da saliva de criangcas com e sem carie foram plaqueados em BHI e cultivados a 37 °C em
anaerobiose por 16 horas. Col6nias foram transferidas para 2 mL de meio BHI liquido e
cultivadas nas mesmas condicOes até atingirem DOggo 0,4-0,5. Em seguida, as amostras foram
diluidas em meio BHI suplementado com 20% de sacarose até DOggo 0,1 € transferidas para a
microplaca de 96 pocos (aliquotas de 200 pL por pogo). A placa foi incubada a 37 °C durante 20
horas, e a absorbancia das amostras foi aferida em leitor de placa da marca Eppendorf. Os
sobrenadantes foram descartados, e a placa, lavada duas vezes com PBS estéril. Os biofilmes
foram fixados por 15 minutos em metanol 99% e corados com fucsina 0,1% por 5 minutos. A
placa foi novamente lavada com PBS e seca a 30 °C por 30 minutos. Os biofilmes foram
quantificados pela medida da absorbancia a 492 nm em leitor de placas, seguida pela
normalizacdo dos valores a partir das medidas dos cultivos. A comparacdo entre as amostras de

criangas com e se carie foi feita pelo teste de Mann-whitney.

3.6 Medida da capacidade aglutinante da saliva

A capacidade aglutinante da saliva foi medida por espectrofotometria em microtubo de
1,5mL. O isolado de S. mutans B3 (com carie) foi cultivado em BHI até D.O.g00 0,5 centifugado,
e o pellet lavado com PBS estéril. Aliquotas de 100 uL foram transferidas para o microtubo e
foram adicionados 100uL de cada amostra de saliva e PBS até completar volume final de 1mL
por tubo. Os tubos foram incubados por 1 h a 37 °C, e a absorbancia a 600 nm foi medida nos
tempos 0 e 1h. Como controle, foi utilizada apenas a suspensdo bacteriana em PBS. A

comparacgéo entre as amostras de saliva foi feita pelo teste de Mann-whitney.
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3.7 Avaliacéo imunologica de BrpA
3.7.1 Clonagem do gene brpA em vetor de expressdo em procariotos

O gene brpA foi amplificado a partir do DNA cromossomal de Streptococcus mutans
isolado da amostra de saliva B3, utilizando-se primers descritos no item 3.5.1

As condigdes da amplificacdo foram:

1. 94°C 5 minutos — Denaturagdo inicial

2. 94°C 1 minuto— Denaturagio

3. 50°C 1 minuto— Anelamento dos oligonucleotideos
4. 72°C 2 minutos — Elongacao

5. 72°C 10 minutos — Elongagao final

Etapas 2 a 4 repetidas 30 vezes

Ao término da reacgdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%,
e a banda com tamanho correspondente ao gene brpA, cortada e purificada com auxilio do kit
GFX (GE HealthCare). A clonagem em vetor de expressdo foi realizada em duas etapas.
Primeiramente, o gene brpA purificado foi ligado ao vetor pGEM-T Easy (Promega), e o produto
da ligacdo, pGEM-T Easy-brpA, transformou E. coli DH5-a. As bacgrias transformadas foram
plagueadas em meio LB (Luria-Bretani — Himedia) contendo 100pug/mL de ampicilina (LBamp) e
incubadas a 37 °C durante 16 horas. Uma col6nia bacteriana foi cultivada em meio liquido LB
contendo ampicilina (LBamp), e o DNA plasmidial foi extraido utilizando-se o kit Plasmid Prep
(GE HealthCare).

A segunda etapa da clonagem iniciou-se com a digestdo enzimatica do vetor pGEM-T
Easy-brpA com as enzimas Xho | e EcoR | (Fermentas), seguida pela eletroforerese em gel de
agarose 1% para separacdo do gene brpA. A banda correspondente ao gene foi excisada,
purificada e ligada ao vetor de expressao pAE (Ramos et al., 2004), previamente digerido com as
mesmas enzimas. O produto da ligacdo, pAE-brpA, transformou E. coli DH5-a e, a@s nova

incubacdo em meio liquido, os plasmideos foram purificados e armazenados.
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3.7.2 Producéo da proteina BrpA em E. coli

A expressdo de BrpA foi realizada em E. coli BL21(DE3), pela inducéo dos cultivos em
D.0. 0,7-0,8 com 1 mM de IPTG durante 3 horas. A analise da expressao foi feita utilizando-se 1
mL dos cultivos induzido e ndo-induzido. Quatro amostras representando clones bacterianos
distintos foram cultivadas, tiveram a expressao quimicamente induzida, e foram entdo
centrifugadas, ressuspendidas em tampédo de aplicagdo (Tris 250 mM, SDS 1%, contendo B-
mercaptoetanol e glicerol) e 10 puL de cada fracdo das amostras (soltvel e insoltvel) foram
aplicados em gel de poliacrilamida 12%. Apo6s a analise das proteinas em gel, 1 clone positivo foi
selecionado para expressdo em larga escala. Este clone foi inoculado em 20 mL de meio LB amp
durante 16 h, diluido em 300 mL de meio novo e cultivado de forma semelhante as amostras da
expressao analitica. Apds a inducdo, o cultivo foi centrifugado, e o pellet, lisado quimicamente
pela adicdo de 15 mL do detergente B-Per (NOVAGEN) e 1 pL de Dnase (Sigma), com
incubacdo durante 10 minutos em temperatura ambiente. Apds a incubacdo, a amostra foi
centrifugada e a fragdo solGvel, purificada por cromatografia de afinidade ao Ni*?, com auxilio do
aparelho Akta Prime (GE HealthCare). Inicialmente, a amostra foi passada atraves da coluna
contendo a resina carregada com Ni*?, seguida pela lavagem com tampéo de equilibrio (Tris 50
mM, NaCl 150mM). Para a eluicdo, foi utilizada solugdo de Imidazol a 400 mM em tampdo de
equilibrio. A proteina purificada foi submetida a dialise no tampao de equilibrio descrito
anteriormente para remocao do imidazol, e quantificada pelo método de Bradford (Sambrook et
al., 2006).

3.8 Imunizacéo de camundongos

Cinco camundongos BALB/c fémeas foram imunizados pela via intraperitoneal (ip) com
trés doses de BrpA (10upg/animal/dose) utilizando-se 100 pg de hidréxido de aluminio (Alum)
como adjuvante, em intervalos de 7 dias. Outros cinco animais (grupo controle) foram
imunizados com Alum, apenas. A coleta do sangue foi realizada por puncéo retro-orbital 7 dias
apo6s a Ultima imunizacdo. O material foi centrifugado, e o plasma contendo 0s anticorpos,

armazenado a -20 °C.
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3.9 Andlise da producao de anticorpos anti-BrpA

A producdo de anticorpos anti-BrpA foi analisada por ELISA. As placas foram
inicialmente incubadas com lug/mL de BrpA recombinanteidiliem tampdo Carbo nato-
Bicarbonato 50 mM, pH 9,6 (lug/mL) e permaneceram a 4 °C por "overnight". Para a curva
padrdo, utilizou-se 1gG de camundongo (Sigma). Apos esse periodo, as placas foram incubadas
por 30 min a 37 °C e lavadas 3 vezes com PBS (pH 7,2) + Tween 20 (0,1%). O bloqueio foi
realizado com leite 10 % em PBS (200 pL/poco), a 37 °C por 30 minutos, seguido por 3 lavagens
em PBS + Tween. O soro obtido dos camundongos imunizados foi adicionado em diluigdes
sequenciais em PBS/BSA 1% (100 pL / pogo) e incubado a 37 °C durante 1 hora. Ap6s 3 novas
lavagens com PBS + Tween 20, o anticorpo secundario, “goat anti-mouse 1gG” (Sigma), foi
diluido a uma razéo de 1:4000 em tampédo PBS/BSA e adicionado(100 uL/po¢o). Seguiu-se nova
incubacdo a 37 °C por uma hora e, apos lavagens, foi adicionado o anticorpo final conjugado
(anti-goat peroxidase-HRP, Sigma) diluido a uma razdo de 1:20000 em PBS/BSA. Apos 1 hora
de incubacéo, as placas foram novamente lavadas 3 vezes, e o0 substrato (8 mg de OPD em 20 mL
de tampdo citrato de sodio 0,1 M, pH 5,0 e 10 mL de H,05), adicionado (100 puL/po¢o). Apos dez
minutos de incubagdo no escuro, a reacao foi bloqueada com &cido sulfarico 8N (50uL/pogo) e a
absorbancia das amostras a 492 nm foi determinada. A comparacédo entre os grupos foi realizada
pelo teste T de Student.
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4. RESULTADOS

4.1 Analise dos questionarios

Os dados sobre o0s habitos diérios das criangas envolvidas no estudo, coletados por meio

de questionario enviado aos pais, estdo compilados na Tabela 01 e Figura 03.
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Figura 03. Parametros avaliados pelo questionario sobre habitos diarios dos individuos do estudo.

Para a comparacdo entre os grupos, foi utilizado o teste exato de Fisher, considerando-se p<0,05.

Analisando-se a tabela 01 e figura 03, pode se observar que ndo houve, entre as criangas
com e sem carie, diferenca significativa com relagdo ao numero de escovacdes diarias, escovagdo
da lingua, uso de agua fluoretada, consumo de doces e refrigerantes ou presenca de irmdos. No
entanto, o numero de criangas que relataram escovar os dentes antes de dormir foi

significativamente maior no grupo com carie (p= 0,006), um resultado contrario ao esperado.
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Tabela 1. Respostas ao questionario pessoal (enviado aos pais).

Item da Pesquisa

Sem cérie - 14

Com céarie - 12

Parametros de Sim Nao Sim Néao
correlacdo negativa

com a carie

Escovacdo no 12 85,7% 2 14,3% 12 100% 0 0,00%
minimo 2x/dia

Escovacdo antes de 7 50% 7 50% 12 100% 0 0,00%
dormir*

Escovacdo de lingua | 11 78,6% 3 21,4% 10 83,3% 2 16,7%
Uso de agua 6 42,86% 8 57,14% 7 58,3% 5 41,7%
fluoretada

Uso de enxaguante 3 21,4% 11 78,6% 1 8,3% 11 91,7%
bucal

Parametros de Sem carie - 14 Com carie - 12
correlagdo positiva . - . -

com a Carie Sim Nao Sim Nao
Consumo de doces 13 92,8% 1 7,2% 12 100% 0 0,00%
Consumo de 14 100% 0 0% 12 100% 0 0,00%
refrigerante

Tem irméos 12 85,7% 2 14,3% 12 100% 0 0,00%

*p< 0,05, na comparacdo entre individuos com e sem cérie.
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No momento da coleta das amostras de saliva, foi realizado o exame clinico da cavidade oral dos
voluntarios, e os resultados sdo mostrados na tabela 2.

Tabela 2. Avaliacéo clinica da cavidade oral dos participantes do estudo

Item avaliado Criancas sem Carie — 14 | Criangas com Carie -12
Sim N&o Sim N&o
Respiracao bucal 1 |172% |13 [938% |1 |3,85% |11 |42,31%
Boa higiene bucal* | 12 [ 85,7% |2 |143% |5 |41,7% |7 |58,3%
Carie a tratar* 0 | 0% 14 | 100% |7 |583% |5 |41,7%
Dentes 0 | 0% 14 1100% |11 [91,7% |1 |8,3%
restaurados**
Dentes extraidos 0 [0% 14 | 100% |3 |25% 9 | 75%

*p< 0,05, na comparacao entre individuos com e sem carie

**p<0,001, na comparacdo entre individuos com e sem carie.

Analisando-se a tabela 2, é possivel observar uma correlacdo entre ma higiene bucal e
presenca de lesbes cariosas (p= 0,037). Também, no grupo com cérie observa-se a perda de
dentes em decorréncia do agravamento das lesées, bem como a presenca de novas lesdes cariosas

(p=0,002). A presenca de respiracdo bucal ndo apresentou correlacdo com o status de carie.

4.2 Isolamento de S. mutans das amostras de saliva

A figura 04 mostra o cultivo das amostras de saliva em placas de petri contendo meio
seletivo para S. mutans, Agar Mitis Salivarius. A andlise das placas revelou uma grande
variabilidade na morfologia e no nimero de unidades formadoras de colbnia entre diferentes
criancas. As setas indicam colbnias sugestivas de S. mutans, de coloragdo azul, com aparéncia

aspera, aderidas ao meio de cultura, envolvidas por uma gota de liquido brilhante. A col6nia
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selecionada de cada placa foi submetida & prova da catalase, garantindo assim maior seletividade

para o cultivo em caldo BHI.

Figura 04. Cultivo em Agar mitis salivarius da saliva de criancas em idade escolar, com (A e B)
ou sem (C) cérie. As setas indicam as col6nias selecionadas para crescimento em BHI.

Mesmo entre as criangas com carie, foi possivel observar variabilidade no perfil das
bactérias (Figura 4A e B). Na placa B6 (Figura 4A) observou-se o crescimento de coldnias bem
maiores que o S. mutans, com aspecto de uma massa cremosa, ndo aderida ao gel, catalase
positivas. Ja a placa B3 (Figura 4B) apresentou predominio do crescimento de colénias com
caracteristicas de mutans. Por essa razdo, esta placa foi selecionada para a coleta da amostra com
a qual foi realizado o crescimento para amplificacdo génica de brpA.

Na placa C5 (Figura 4C) observou-se o crescimento de colénias menores e com aparéncia
mais suave, opaca e ndo se apresentaram aderidas ao Agar, um aspecto sugestivo de
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Streptococcus sobrinus (Smith, 2000), embora ndo seja possivel afirmar, com base apenas na
morfologia da col6nia, tratar-se desta espécie de bactéria.

Embora seja possivel verificar algumas diferencas na morfologia das col6nias bacterianas,
a coloracdo azul do meio dificulta uma identificacdo morfolégica mais precisa. Também, devido
a utilizacdo de antibidtico e meio seletivo, as coldnias obtidas ndo representam a microbiota do
individuo; por essas razdes, ndo foi realizada a contagem diferencial das coldnias. De maneira
geral, ndo houve correlacdo entre quantidade de bactérias na placa e a origem da saliva.

Ap6s o isolamento, todas as amostras foram submetidas a coloracdo de gram, e
apresentaram cultivos puros com morfologia sugestiva de S. mutans, conforme mostra a Figura
05.

Figura 05. Coloracdo de Gram de um esfregaco de Streptococcus mutans isolado de saliva
de crianca com carie em idade escolar e cultivado em meio BHI (isolado B3). O material foi
analisado em microscépio dptico com objetiva de imersdo (100x).

4.3 Andlise da formacao de biofilme por S. mutans

Para avaliar a formacéo de biofilme pelas bactérias isoladas da saliva dos voluntérios, foi
utilizado um ensaio de adesdo dependente de sacarose, através do cultivo das amostras em meio
contendo sacarose por 24 horas, em microplaca. Embora a D.O.gp dos cultivos tenha sido
ajustada para 0,1 quando da passagem para meio contendo sacarose, houve diferencas no

crescimento bacteriano apds 24 horas, que variou de D.O.g00 0,33 a 0,8. Assim, foi necessario

33



fazer a normalizacgdo dos cultivos, considerando o de maior D.O. como 100%, e calculando as
porcentagens relativas dos demais cultivos.

As amostras foram entdo lavadas, fixadas e coradas com fucsina, e foi realizada nova
leitura de absorbancia, desta vez a 492nm. Os resultados desta leitura foram padronizados
conforme a D.O. normalizada dos cultivos, dividindo-se o valor da D.O. pela porcentagem
correspondente a cada cultivo. A figura 6 mostra as medianas de absorbancia normalizadas, que
correspondem a formacéo de biofilme pelas bactérias isoladas de criangas com e sem carie. As
bactérias isoladas dos voluntarios com cérie apresentaram capacidade adesiva significativamente

superior a do grupo sem cérie (p=0,0177)

0,1 4
0,09 -
0,08 -
0,07 A
0,06 -
0,05 -
0,04 -

0,03 1

Absorbancia (492 nm)

0,02 -

0,01 -

Semcarie Com carie

Figura 06. Formacdo de biofilme por S. mutans isolados de criancas com e sem cérie, em

presenca de sacarose (*p=0,0177).

4.4 Analise da presenca do gene para mutacina IV em S. mutans

A presenca do gene da mutacina IV nas bactérias isoladas da saliva de criangas com e sem
carie foi analisada por PCR, utilizando-se o gene brpA e um fragmento do gene gtfB como
controles. A figura 07 mostra a analise por eletroforese dos DNAs amplificados por PCR.

O fragmento B de GtfB, inicialmene selecionado com controle positivo da reacdo, nao foi

obtido em nenhuma das condicGes avaliadas (concentragdes de MgCl, de 1,5; 2,5 e 3,5mM, Tms
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e temperatura de 50 a 58 °C) e ndo pode ser utilizado como controle. Assim, o gene de brpA foi
utilizado em susbstituicdo ao de gtfB.

A analise da PCR revelou a amplificacdo de fragmentos de tamanho esperado para o gene
da mutacina IV (com 1344 pares de bases) em sete amostras, sendo quatro de individuos sem
carie (tabela 3 e figura 07, lanes 6, 8, 15 e 17) e trés com cérie (tabela 3 e figura 07, lanes 10, 12 e

19). No houve diferencas significativas entre as bactérias dos dois grupos.

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1415 16 17 18 19 20 21

1650 pb
1000 pb

Figura 07. Eletroforese em gel de agarose da amplificagdo do gene da mutacina IV a partir de
bactérias de individuos sem cérie (amostras 2 a 8 e 15 a 17) e com cérie (amostras 9a 14 e 19 a

21). Nos dois géis, 1 e 18 correspondem ao padréo de peso molecular 1Kb Plus.
O gene brpA foi amplificado das mesmas amostras utilizadas para amplificagéo do gene
da mutacina IV. A tabela 3 apresenta as amostras positivas para cada um dos dois genes, dentre

as 19 bactérias analisadas.

Tabela 3. Amostras positivas para a presenga dos genes brpA e mutacina IV.

Total de amostras amplificadas= 19
Amostras Amostras Amostras Amostras Amostras
positivasbrpA | positivaspara | positivaspara | positivaspara | negativaspara
mutacina IV brpA e brpA e brpA e
mutacina IV negativaspara | positivaspara
mutacinalV mutacina IV
10 7 4 4 2
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Analisando-se a tabela, é possivel observar que o gene de brpA foi amplificado de cerca de 50%
das bactérias. Em duas amostras, foi possivel amplificar mutacina 1V, mas ndo brpA. Em

conjunto, os dados sugerem que brpA ndo foi um bom controle positivo para esta reacao.

4.5 Avaliagao do potencial aglutinante das amostras de saliva

O potencial aglutinante das salivas foi avaliado através da incubacdo das amostras em
presenca de S. mutans, e comparacdo da densidade 6tica das mesmas nos tempos O e apds 1 hora
de incubac&o. Os resultados, apresentados na figura 8 mostram a reducgéo da densidade Gtica apos
a incubacdo, reflexo da aglutinacdo das bactérias. E possivel observar, nas amostras de saliva das
criancas sem carie, uma reducéo de cerca de 20% na densidade Gtica um valor significativamente
maior ao obtido pelas amostras de saliva das criangas com carie. Estes resultados sugerem que a
saliva das criancas sem cérie apresenta maior potencial aglutinante sobre S. mutans, em

comparagao a das criangas com carie.

Figura 08. Avaliacédo do efeito aglutinante das amostras de saliva sobre S. mutans. O resultado foi

expresso em porcentagem de reducgédo da absorbancia a 600 nm (*p=0,0059).

4.6 Clonagem do gene brpA em vetor de expressao em procariotos
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A Figura 09 mostra a eletroforese em gel de agarose do gene brpA amplificado por PCR a
partir do DNA cromossémico de S. mutans isolado da saliva. A seta indica o gene brpA, com

1221 pares de bases.

1650 pb
1000 pb

Figura 09. Eletroforese em gel de agarose do gene brpA amplificado por PCR. 1. Padrdo de
corrida para DNA, 1Kb plus, 2. O gene brpA indicado pela seta.

A banda correspondente ao gene foi cortada, purificada e ligada ao vetor de clonagem
pGEM-T Easy (Promega). O produto da ligacdo, pPGEM-T Easy-brpA, transformou E. coli DH5-
a, ¢ apds o isolamento de coldnias em meio LB amp, foi realizada a extracdo dos vetores, com
auxilio do kit Plasmid Prep (GE HealthCare).

Apo0s a purificacdo, os vetores foram digeridos com as enzimas Xhol e EcoRI a fim de
separar 0 gene brpA, para que 0 mesmo pudesse ser ligado ao vetor de expressao pAE. A figura
10 mostra o produto da digestdo enzimatica dos vetores pGEM-T Easy-brpA com as enzimas
Xhol e EcoRl.
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Figura 10. Eletroforese em gel da agarose dos produtos da digestdo enzimatica de pGEM-Teasy-
brpA. 1. Padrdo 1kb plus; 2. vetor fechado; 3. e 4. pGEM-Teasy-brpA digerido. A seta indica o
gene brpA ..

As bandas correspondentes ao gene brpA foram cortadas, purificadas e ligadas ao vetor
pAE e digerido com as mesmas enzimas. O produto, pAE-brpA, foi inserido em E. coli DH5-a, e
purificado dos cultivos bacterianos em meio LB amp liquido. A obtencdo do DNA recombinante

foi confirmada por seqtienciamento.

4.7 Producdo da proteina BrpA

A proteina recombinante foi produzida de forma sollvel no citoplasma de E. coli
BL21(DE3) transformada com a construgdo pAE-brpA, pela inducéo dos cultivos com IPTG. A
purificacdo foi realizada por cromatografia de afinidade ao Ni**, pela eluicdo com Imidazol 400
mM. A presenca da proteina nas fracdes da purificacdo foi analisada por SDS-PAGE, conforme
mostra a figura 11.
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Figura 11. Anélise da proteina BrpA purificada de E. coli BL21(DE3). A proteina foi purificada a
partir do sobrenadante dos lisados bacterianos. 1. Padrdo de peso molecular LMW (Sigma). 2.

Flow-through. 3. Lavagem. 4 a 7. Fracgdes eluidas.

A proteina BrpA recombinante, presente nas fragdes 5 a 7, foi dialisada contra tampé&o de

equilibrio e congelada a -20 °C.

4.8 Avaliacao da resposta imune humoral em camundongos imunizados com BrpA

A figura 12 mostra a producao de anticorpos ap0s a imunizacao de camundongos com trés
doses da proteina recombinante. Pode-se observar que BrpA foi bastante imunogénico, induzindo
a producéo de anticorpos da ordem de 20 a 30 mg/mL, contra uma média de 4,7 ug/mL, no grupo
controle (figura 12). A tipagem dos anticorpos revelou a presenca de elevadas concentracdes de

IgG1 e IgG2a, sem diferenca estatistica entre os dois isotipos.
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Figura 12. Andlise da producdo de IgG anti-BrpA em camundongos, por ELISA. As
concentracfes foram calculadas para os soros coletados ap6s a terceira imunizacdo com a
proteina recombinante. A comparacdo entre os grupos foi feita através do teste t de Student,
considerando-se p<0,05. A. Soro de animais imunizados com BrpA; B. soro de animais controle,
injetados com Alum.
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5. DISCUSSAO

A susceptibilidade a carie depende de uma série de fatores como a dieta e a higiene oral,
além de fatores intrinsecos do hospedeiro e do S. mutans. Saarela et al. (1996), sugeriu que
alguns isolados de S. mutans sdo mais cariogénicos do que outros, uma vez que a simples
presenca de grandes quantidades desta bactéria na saliva ndo pode ser correlacionada com a
presenca de lesGes cariosas. Assim, o presente trabalho buscou tracar um perfil de
susceptibilidade a carie em criangas em idade escolar, com base na analise de componentes da
saliva e de Streptococcus mutans.

Inicialmente, foi avaliada a correlacdo entre fatores relacionados a higiéne bucal e habitos
alimentares com o status de cérie, por meio de questionario associado a avaliacdo clinica dos
voluntarios do estudo.

No questionario de habitos diarios, foi observada uma correlacdo positiva entre o habito
de escovacdo noturna e a presenca de cérie, um resultado contrario ao esperado, uma vez que o
tempo de permanéncia de residuos alimentares na cavidade oral esta relacionado a um maior
risco de desenvolvimento de lesdes cariosas (van Houte et al., 1982; Mattos-Graner et al., 1998;
Islam et al., 2007). No entanto, durante a andlise clinica da cavidade oral dos voluntérios, o
parametro higiéne bucal apresentou diferenca significativa entre as criangas com e sem carie,
sugerindo que a qualidade da escovacéo teve forte influéncia sobre o desenvolvimento de lesdes
cariosas nas criangas deste estudo. A remogdo mecéanica ou desestruturacdo do biofilme formado
estd diretamente associada a diminuicdo da doenga cérie. Consequentemente, individuos com
melhor higiéne ndo possuem ou possuem um indice menor de cérie (Fadel & Kozlowski Junior,
1999). Também, a verificagdo de dentes extraidos em criangas com céarie sugere 0 aumento na
gravidade das lesGes, possivelmente ocasionado pela auséncia de higiéne oral adequada.

Em nosso trabalho, as criangas selecionadas foram de escolas publicas, possuiam um
nivel social semelhante e apresentavam uma idade onde a fase de denticdo é mista (presenca de
dentes deciduos e dentes permanentes). Nesta faixa etaria, a escovacdo dos dentes ja €
independente da ajuda dos pais pois estas criangas ja apresentam uma coordenacdo motora que
Ihes permite tal procedimento. Observamos maior indice de cérie em criangas com piores
condicdes de higiéne bucal. Tal fato ndo foi relacionado a uma menor idade dos participantes.

A fim de se estudar a contribuicéo de fatores bacterianos para o desenvolvimento da cérie

em criancas, foi realizado o isolamento de Streptococcus mutans a partir das amostras de saliva
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coletadas. Todas as amostras de saliva analisadas apresentaram colonias com morfologia
sugestiva de S. mutans, indicando um alto indice de infeccdo por este microrganismo entre
criancas em idade escolar. No entanto, como o meio Agar Mitis Salivarius permite o crescimento
de outras bactérias do grupo mutans, em especial Streptococcus sobrinus, a confirmacdo da
presenca de S. mutans deve ser realizada através de testes bioquimicos ou por PCR (Salazar,
2008; Loesche, 1986). O S. sobrinus apresenta caracteristicas morfolégicas e de viruléncia
semelhantes ao S. mutans, embora 0s mecanismos moleculares envolvidos nesta viruléncia
possam ser bem distintos. O S. sobrinus também fermenta grande quantidade de acglcares, mas
nem todos os fermentados pelo S. mutans, como por exemplo, a rafinose, a melobiose, o sorbitol.
Outra diferenga, é que sua alta tolerancia aos acidos ndo parece ser decorrente da atividade da
bomba translocadora de prétons, como ocorre com 0s S. mutans, e sim do aumento da atividade
de outros sistemas (Nascimento et al., 2004 ). S. sobrinus também esta envolvido no
desenvolvimento de cérie. Foi demonstrado que associag¢fes entre S. mutans e S. sobrinus podem
estar presentes em lesGes cariosas (Hamada & Slade, 1980; Coykendall, 1989; Law et al.,2007).
No entanto, a prevalénia de S. sobrinus na cavidade oral € muito menor do que a de S. mutans
(Loesche, 1986). Okada et al. (2005), em estudo de um ano com 60 pre-escolares (3 a 5 anos de
idade) compararam a incidéncia de cérie com a colonizacdo por Streptococcus do grupo mutans.
A prevaléncia de S. mutans e S. sobrinus encontrada foi de 61,7% e 56,6%, respectivamente.
Treze (21,7%) criancas apresentavam apenas S. mutans, dez (16,6%) criancas, apenas o S.
sobrinus e vinte e quatro (40,0%) eram colonizadas por ambas as espécies. Em treze criancas ndo
foi possivel a deteccdo de S. mutans. Criancas colonizadas por S. mutans e S. sobrinus tinham
maiores indices de prevaléncia de cérie em relacdo as colonizadas apenas por S. mutans. Embora
as razdes da dominancia de S. mutans sobre S. sobrinus na cavidade oral ndo sejam totalmente
compreendidas, a reduzida prevaléncia deste Gltimo sugere que a maior parte das bactérias do
grupo mitis isoladas a partir de técnicas de cultivo especificas para o género Streptococcus seréo
S. mutans.

Outra maneira de diferenciar S. mutans de S. sobrinus é através da técnica de PCR
(Loesche, 1986). Napimoga et al. (2004), utilizaram um fragmento do gene da glicosiltransferase
B para identificar S. mutans isolados de amostras de saliva. O mesmo gene e uma técnica de PCR
semelhante foram utilizados no presente trabalho, porém néo foi possivel amplificar o fragmento
esperado em nenhuma das condicOes avaliadas. Assim, o gene de brpA foi selecionado e sua
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sequéncia nucleotidica foi utilizada em analises de alinhamento por Blast (NCBI) contra os
genomas de S. mutans e S. sobrinus, a fim de se avaliar o grau de identidade de sequéncia.
Conforme esperado, embora tenha sido encontrada alta identidade com ORFs de S. mutans, ndo
foi encontrado nenhum fragmento de DNA com homologia de sequéncia no genoma de S.
sobrinus, indicando que brpA poderia ser utilizado na segregacdo entre estas duas espécies
bacterianas. A andlise dos fragmentos amplificados por PCR a partir do DNA genémico das
amostras bacterianas mostrou a presenca do gene brpA em 10 das 19 amostras, confirmando que
estas contém S. mutans. No entanto, como ndo ha dados sobre a prevaléncia do gene brpA nos
isolados de S. mutans, ndo € possivel afirmar que as demais amostras ndo sejam S. mutans. Uma
amplificagcdo posterior utilizando outra regido do gene da glicosiltransferase devera confirmar a
identidade dos isolados que nao foram identificados.

Estudos de Kohler e seus colaboradores (1984) mostraram que criancas que foram
colonizadas pelo S. mutans antes dos dois anos de idade apresentaram uma prevaléncia maior de
carie em relacdo as que foram colonizadas depois dos dois anos. O mesmo grupo de criangas, aos
sete anos, que foram colonizadas apds os dois anos, possuia niveis baixos de S. mutans e
significante baixo indice de carie em relacdo as que foram colonizadas mais cedo. Estes dados
ressaltam a importancia da idade de exposi¢do ao S. mutans, e confirmam a elevada prevaléncia
da bactéria mesmo entre criancas sem cérie.

A correlacdo entre potencial cariogénico e expressdo aumentada de certos fatores de
viruléncia bacterianos ja foi sugerida em diversos estudos (Qi et al., 2001; Kamyia et al., 2005).
Foi verificada uma correlacéo positiva entre o nivel de sintese de glucanos insoltveis em agua e
frequéncia de células aderentes na presenca de sacarose em individuos com caries, mas ndo em
individuos sem cérie (Napimoga et al., 2005). Também foi verificada uma associacdo entre a
presenca de certos genes e o potencial cariogénico. Em trabalho de Kamiya et al. (2005),
analisando a presenca de mutacinas em amostras de saliva, foi observada uma maior quantidade
de isolados de S. mutans positivos para o gene da mutacina IV em adultos com carie, em
comparagdo com o grupo sem carie. No presente estudo, no entanto, ndo foram observadas
diferencas na presenca deste gene entre as criangas com e sem carie. Este contraste pode ser
devido a variabilidade no grupo de voluntarios participantes dos estudos (Kamiya e seus
colaboradores trabalharam com a saliva de adultos, enquanto este trabalho coletou amostras de
criangas).
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Ao contrario da maioria das doencas infecciosas, em que os fatores de viruléncia
classicos, como toxinas, desempenham um papel importante no dano provocado pelo
microrganismo, a patologia da carie dentaria estd associada quase exclusivamente ao
metabolismo bacteriano. O catabolismo dos nutrientes na saliva e da dieta do hospedeiro criam
estressores na forma de acidos, espécies reativas de oxigénio, e outros agentes que causam danos
a biomoléculas. Assim, tolerancia ao estresse, pelo S. mutans, esta intimamente ligada a
viruléncia (Lemos et al., 2008).

Neste contexto, um dos mecanismos mais importantes — e também mais difundidos entre
microrganismos orais — de tolerdncia ao estresse € a formacdo de biofilmes. Por esta razéo,
diversos grupos tém analisado as diferencas na capacidade de formar biofilme como correlatos de
viruléncia em S. mutans, utilizando metodologias distintas e com resultados conflitantes (Wen &
Burne, 2002; Nakano et al., 2005; Wen et al., 2006). No presente trabalho, foi comparado o
potencial de formacdo de biofilme entre S. mutans isolados da cavidade de criangcas com e sem
carie, utilizando-se um ensaio de adesdo dependente de sacarose em placa. Foi observada uma
maior capacidade adesiva das bactérias isoladas de criancas com carie, em relacdo ao grupo sem
carie. Este resultado sugere uma correlacdo positiva entre capacidade adesiva e potencial
cariogénico.

Diversos estudos tém relatado a contribuicdo de fatores da saliva na inibi¢do da cérie,
incluindo enzimas salivares como a lisozima, a peroxidase salivar e a lactoferrina,
imunoglobulinas, como IgA secretora, 1gG e IgM, e potencial aglutinante (Kirstil4 et al., 1998;
Souza et al., 2001). No presente trabalho, foi analisado o potencial aglutinante das salivas sobre
S. mutans. As salivas das criangas sem cérie apresentaram capacidade de aglutinar S. mutans
significativamente superior as dos individuos com carie. Este resultado j& foi observado por
outros estudos (Kirstil et al., 1998) e sugere influéncia da capacidade aglutinante da saliva sobre
a prevaléncia de carie. Em conjunto, a analise dos diferentes fatores bacterianos e do hospedeiro
sugere que tanto o potencial da bactéria para formar biofilme, quanto a capacidade da saliva em
bloquear seu estabelecimento correlacionam-se com a presenca de lesdes cariosas em criancgas.

A proteina BrpA foi identificada pela analise do genoma de S. mutans, e apresenta
homologia com reguladores transcricionais de outros cocos gram-positivos (Wen & Burne,
2002). Sua estrutura e localizagdo sugere estar associada ao envelope celular bacteriano, fazendo
desta proteina um candidato vacinal potencial contra S. mutans. Estudos com bactérias BrpA
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negativas demonstram que esta proteina é essencial para a formacéo eficiente de biofilmes (Wen
& Burne, 2002; Nakano et al., 2005; Wen et al., 2006), um mecanismo necessario para a
sobrevivéncia desta bactéria na cavidade oral, e consequentemente associado com uma maior
viruléncia. Com base nestes dados, o presente projeto propds a investigacdo da acessibilidade da
proteina BrpA a anticorpos na superficie de S. mutans, uma caracteristica desejavel em potenciais
candidatos vacinais. Para tanto, o gene brpA foi clonado em vetor de expresséo e teve sua
expressao induzida em E coli BL21(DE3), a proteina produzida foi utilizada na imunizacéo
sistémica de camundongos. BrpA apresentou elevada imunogenicidade neste modelo, induzindo
a producdo de niveis de anticorpos da ordem de miligramas. Em conjuntos os dados sugerem que
BrpA é um candidato vacinal interessante contra S. mutans, € novos ensaios de andlise funcional
destes anticorpos (capacidade de ligacdo a superficia bacteriana, potencial opsonizante) deverédo

ser realizados para confirmar os dados aqui apresentados.
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6. CONCLUSAO

O exame clinico da cavidade oral dos voluntérios revelou forte correlagdo entre ma higiene
bucal e a presenca de lesdes cariosas, ndo tendo sido observada correlagdo com os demais

fatores avaliados;

A prevaléncia do gene para mutacina IV foi a mesma entre 0s grupos com e sem carie;

O potencial aglutinante das salivas das criancas sem carie apresentaram capacidade

aglutinante sobre S. mutans significativamente superior a do grupo com caérie;

As bactérias isoladas do grupo com carie apresentaram capacidade de adesdo

significativamente superior as do grupo sem carie;
Em conjunto, dentre os diversos fatores bacterianos e do hospedeiro analisados, a capacidade
de formar biofilme e o potencial aglutinante da saliva apresentaram correlacdo com o

desenvolvimento de caries;

A proteina recombinante BrpA produzida em E. coli mostrou-se bastante imunogénica em

camundongos;
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Anexo | — Parecer do Comité de ética em pesquisa com humanos.

¢)

e _ UNIVERSIDADE
Comité de Etica em Pesquisa — CEP SAO FRANCISCO

Braganca Paulista, 13 de Abril de 2010,
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto de Pesquisa: INFLUENCIA DE FATORES MICROBIANDOS E COMPONENTES DO HOSPEDEIRC NO
POTENCIAL CARIOGENICO DE Streptococcus mutans,

Curso: Odontologia
Grupo: Il
Autor (es): Profa. Michelle Darrieux Sampaio Bertoncini; Margareth Bulhman Ballini

Instituicdo: Universidade Sdo Francisco

Protocolo CAAE: 0077.0.142.000-10 (Citar este nimero nas correspondéncias referentes a este projeto)
Prezado (a) (s) Pesquisador (a) (s),

© Comité de Etica em Pesquisa — CEP, da Universidade S3o Francisco, analisou expressamente no dia
13/04/2010 o projeto de pesquisa supracitado, sob a responsabilidade de Vossa Senhoria

Este Comité, acatando o parecer do relater indicado, apresenta-lhe o seguinte resultado:

Parecer: APROVADO

Atenciosamente,

Patricia de Oliveira Carvalho
Vice- coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa - USF
Universidade S3o Francisco

Ao términe do desenvolvimento do estudo o (a) isador (a) dvel devera enviar oo CEP-USF o relatdrio consolidodo de
conclusdo do mesmo.

CAMPUS DE BRAGANCA PAULISTA Av. 530 Francisco de Assis, 218 - CEP12916-900 Fone (11) 4034.8000 - FAX (11) 40341825
CAMPUS DE CAMPINAS Rua Waldemar César da Silveira, 105 - Cura D'Ars CEP ©3045-270 (19) 37793300

CAMPLUS DE ITATIBA Rua Alexandre Rodrigues Barbosa, 45 - CEP 13251-900 Fone (11) 4534-8000 - FAX {11) 45241933
CAMPUS DO PARI - SA0 PALLO Rua Hannemann, 352 - Pan - CEP D3031-040 Fone(11)3315-2000 - FAX [11)3315-2036
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Anexo Il — Parecer do Comité de ética em pesquisa com animais.

UNIVERSIDADE

Comité de Etica em Pesquisa — CEP SAO FRANCISCO
Braganga Paulista, 12 de Agosto de 2011.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto de Pesquisa: Avaliagio da resposta imunolégica contra a proteina BrpA de
Streptococcus mutans

AREA DE CONHECIMENTO: Salde e Bioldgicas

Autor(es): Prof(a). Dr (a). Michelle Darrieux Sampaio Bertoncini;Margareth Bulhmman ;
Rodriguo Cappozolli
Instituicdo: UNIVERSIDADE SAO FRANCISCO

Protocolo: 001.09.11
Prezado(a)(s) Pesquisador(a)(s),

0O Comité de Etica em Pesquisa — CEP, da Universidade Sdo Francisco, analisou
expressamente dia 12/08/2011 o projeto de pesquisa supracitado, sob a responsabilidade
de Vossa Senhoria.

Este Comité, acatando o parecer do relator indicado, apresenta-lhe o seguinte
resultado:

Parecer: APROVADO

&l

Carlos Augusto Real Martinez
Coordenador do Comité de Etica no Uso de Animal em Pesquisa
Universidade S3o Francisco

CAMPUS DE BRAGANCA PAULISTA  Av. S3o Frandisco de Assis, 218 - CEP 12916-300 Fone (11) 4034-8000 - FAX (11) 403 41825
CAMPUS DE CAMPINAS Rua Waldemar César da Silveira, 105 - Cura C'Ars CEP 13045-270 (19)3779-3300

CAMPUS DE ITATIBA Rua Alexandre Rodrigues Barbosa, 45 - CEP 13251200 Fone (11) 4534-8000 - FAX (11) 4524-1333
CAMPUS DO PARI - 540 PAULO Rua Hannemann, 352 - Pari - CEP 03031-040 Fone (11)3315-2000 - FAX (11) 3315-2036
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Anexo Il — Modelo do questionario de habitos diarios que foi encaminhado aos pais dos alunos
envolvidos no projeto.

*  Questionirio pessoal

. Responda as perguntas abaixo referentes ao seu filho (a)
. Parte I — dados gerais

. Nome da crianga:
. Idade: anos

. Sexo () Masculino (_) Feminino
. Enderego residencial

. Tem irmaos? () Sim (___)Nédo. Quantos?

. Ha outras pessoas de 0 a 15 anos de idade morando na mesma casa? Quantos e quais as
idades?

. Parte II — Saude geral
. Seu filho (a) tomou antibiotico nestes 30 dias? () Sim (__) Néo. Qual

. Seu filho (a) faz uso freqiiente de algum medicamento?(_ ) Sim (__) No.
. Qual?

*  Possui alguma das doengas abaixo:

. Diabetes (__) Sim (__) Nao

. Problema cardiaco (__) Sim (__) Néo

. Convulsdes () Sim () Nao

. Parte III — higiene bucal

*  Quantas vezes por dia seu filho (a) escova os dentes?

. (__) Nenhuma (__)Uma (_ )Duas (_ ) Trés (__) Mais de trés

. Seu filho (a) escova os dentes antes de dormir?

. (_)Sim(__)Nio

. Quando seu filho (a) escova os dentes costuma também escovar a lingua?
. (_ ) Sim (__)Nao

. Seu filho (a) usa enxaguante bucal?

. (_)Sim(_)Nao

, Seu filho esta sob tratamento com outro dentista?

. (_)Sim(_ ) Nao

*  Adgua que seu filho bebe em casa é de mina?

. (_) Sim (__) Nao

. Seu filho (a) gosta de doces?

* () Sim(_)Niao

. Quantas vezes por semana ele (ela) come doce?

. Seu filho toma refrigerante?

. (_ ) Sim(_ ) Nao

. Quantas vezes por semana ele (a) toma refrigerante?
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Anexo IV — modelo da ficha de avaliacdo oral das criangas

Ficha dentista
Indice de cérie

NuUmero de d entes restaurados
NuUmero de d entes extraidos

Respirador Bucal

Sim Nao
Higiene bucal
Ruim Mediana Boa

Data da ultima aplicacdo de flor:

Observar boca seca na coleta da saliva e correlagdo com indice de cérie:

68



