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1. Listas 

1.1 Listas de Tabelas 

Tabela 1. Rela9ao das cepas produtoras selecionadas para a 

detec9ao da atividade antimicrobiana de mutacinas in vitro. 

Tabela 2. Sequencia dos primers para os genes estruturais mulA. 

nlmA e n/mB das mutacinas. 

Tabela 3. Rela9a0 das cepas produtoras, mutacinas produzidas e as 

respectivas proteinas regulat6rias analisadas. 

Tabela 4. Sequencia dos primers para os genes estruturais c1aH, dgK 

e comO das proteinas kinases. 

Tabela 5. Niveis de transcri9ao dos genes estruturais das mutacinas I, 

II, Ill e IV, em diferentes lases de crescimento e meios de cultura. 

Tabela 6. Resultados em unidades arbitn3ria da concentra9ao inibit6ria 

minima (CIM) e da atividade do extrato (crescimento estatisticamente menor 

que o controle) da cepa S. sanguinis ATCC 15300 submetida a a9ao dos 

diferentes extratos brutos. 

Tabela 7. Resultados do teste de difusao dos extratos brutos em 

diferentes pHs (media dos diametros de inibi9ao em mm). 

Tabela 8. Medias dos diametros dos halos inibit6rios (em mm) obtidos, 

ap6s dilui9ao seriada do EBSA e tratamento com proteinase K e seus 

respectivos controles. 

Tabela 9. Diametros dos halos inibit6rios (em mm) obtidos, ap6s 

dilui9ao seriada do EBSA e tratamento com saliva diluida e seus respectivos 

controles. 

Tabela 10. Medias dos diametros dos halos inibit6rios (em mm) 

obtidos, ap6s dilui9ao seriada do EBCL e tratamento com saliva e seus 

respectivos controles. 

Tabela 11. Resultados em unidades arbitn3rias. Atividade antimicrobiana dos 

diferentes extratos na formagao de biofilme de S. sanguinis e S. mutans. 
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1.2 Listas de Grilficos 

Gnifico 1. Gnifico da produgao de mutacinas (medida pelas medias e 

desvios padr6es dos diametros de inibigao !rente diferentes cepas 

indicadoras) em meios TSA normal e TSA diluido 1 x (TSA Y,), em 

microaerofilia e anaerobiose. 

Grafico 2. Gralico da produgao de mutacinas (medida pelas medias e 

desvios padroes dos diametros de inibigao !rente diferentes cepas 

indicadoras) em meios TSA KCI (0,1M) e TSA tamponado em pH 5,5, em 

microaerofilia e anaerobiose. 

Grafico 3. Grafico da expressao relativa do gene estrutural da 

mutacina Ill (mutAIII) produzida pela cepa C2S4 em diferentes densidades 

6pticas e meios de cultura. 

Grafico 4. Grafico da expressao relativa do gene estrutural da 

mutacina Ill (mutAIII) produzida pela cepa C801 0 em diferentes densidades 

6pticas e meios de cultura. 

1.3 Listas de Anexos 

Anexo 1. Medias obtidas das contagens de UFC/ml (em triplicata) das 

cepas de S. mutans produtoras de mutacinas de amplo espectro, em 

diferentes meios de cultura e microaerofilia (M) ou anaerobiose(A). 

Anexo 2. Medias obtidas das contagens de UFC/ml (em triplicata) das 

cepas indicadoras, em diferentes meios de cultura e microaerofilia (M) ou 

anaerobiose (A). Anexo 3. Medias dos diametros de inibi9ao em mm das 

cepas indicadoras frente as mutacinas produzidas por isolados deS. mutans 

crescidos em TSA normal e TSA diluido 1 x (TSA Y,) em microaerofilia (M) e 

em anaerobiose (A). 

Anexo 4. Medias dos diametros de inibi9ao em mm das cepas 

indicadoras frente as mutacinas produzidas par isolados de S. mutans 

crescidos em TSA KCI (0, 1M) e TSA tamponado em pH 5,5 em 

microaerofilia (M) e em anaerobiose (A). 

Anexo 5. Certificado do Comite de Etica Local em pesquisa. 



1.4 Listas de abreviaturas, siglas e palavras em outro idioma 

dNTP(s)- Trifosfatos de desoxiribonucleotfdeos 

et al.- e outros (abreviatura e "et alli") 

g- gramas 

3 

In vitro - Conjunto de reay5es que se realizam em tubos de ensaio ou em condiy5es 

laboratoriais. 

In vivo- Experimento realizado em seres vivos. 

KCI- Cloreto de potcissio 

M- molaridade 

MgClz - Cloreto de magnesia 

mm - Milimetro 

mM - milimolar 

mL - mililitro 

m V- Milivolts 

°C- Grau Celsius 

p- Nivel de significfulcia 

pb - Pares de bases 

pCO,- Pressilo parcial de CO, 

PCR- Reayao de Polimerase em Cadeia 

pH- Potencial hidrogeni6nico 

Primer- Iniciadores 

Taq polymerase- DNA polimerase isolada de Thermus aquaticus 

UFC- Unidades Fonnadoras de Col6nias 

UFC/ml- Unidades Formadoras de Col6nias por mL 

f.l- Micra 

J.!L - Microlitros 
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2. RESUMO 

A maioria dos isolados clinicos de S. mutans e capaz de sintetizar 

substancias antimicrobianas denominadas mutacinas. Este fator de viruiE!ncia 

pode ser essencial na coloniza~ao e na preval8ncia da especie mais 

relacionada com o desenvolvimento da carie dental, principalmente em nichos 

de alta complexidade ambiental e competitividade microbiana, como o biofilme 

dental. 

Esta pesquisa teve como objetivo principal, analisar a influencia de 

condi96es ambientais como estresse 8.cido, nutricional e populacional, na 

produgao de substancias semelhantes as mutacinas in vitro. Os resultados 

esclareceram os mecanismos fisiol6gicos de regulagao da sintese e/ou 

atividade de substancias inibit6rias semelhantes as mutacinas, em condig6es 

ambientais, comumente descritas em urn biofilme cariog8nico. 
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3. lntrodugao 

3.1 Revisao de literatura 

Estima-se que a cavidade bucal de um individuo adulto hospede cerca 

de 700 especies bacterianas distintas. A maioria destas especies sao 

comensais, mas um subgrupo consiste de pat6genos oportunistas que podem 

causar doenyas bucais. Essa complexidade da microbiota que coloniza a 

cavidade oral dos seres humanos e urn reflexo da grande diversidade de 

ecossistemas disponiveis para o seu desenvolvimento. 

Os estreptococos grupo mutans sao pertencentes a essa microbiota, e 

as bacterias deste grupo, em destaque os Streptococcus mutans, sao 

considerados os principals agentes etiol6gicos da carie dental (WHILEY & 

BEIGHTON, 1998). Varios fatores predisponentes da doenya carie estao 

relacionados com caracteristicas de virul8ncias de S. mutans, como par 

exemplo a produyao de glucanos insoiUveis em agua e de proteinas ligantes de 

glucanos (Gbps), em presenya de sacarose, aumenta a aderencia de S. 

mutans na superficie dental promovendo a formayao do biofilme cariogenico 

(SMITH eta/., 1994; SATO et at., 1997). 

Neste biofilme, o acumulo de metab61itos acidos produzidos por S. 

mutans, provoca a desmineralizayao da superficie do esmalte e a formagao de 

cavitayoes, tornando o meio seletivo para especies mais acidUricas (LI et a/., 

2002). A resistencia ao pH acido e a sintese de bacteriocinas. denominadas 

mutacinas, podem representar vantagens ecol6gicas a esp9cie de S. mutans, 

atraves do centrale e diminuiyao da populayao de microrganismos 
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competidores e sensiveis, na cavidade oral (KITAMURA et a/., 1989; 

GRONROOS eta/., 1998; Ll eta/., 2001b; NAPIMOGA eta/., 2005). 

Bacteriocinas sao proteinas antimicrobianas que algumas bacterias 

produzem para inibir o crescimento de outras gen8tica e ecologicamente 

relacionadas (Jacob et al., 1953; TAGG et al., 1976). Diferente des antibi6ticos, 

substancias inibit6rias de ample espectro de a9ao produzidas par diversos 

microrganismos, as bacteriocinas tem pequeno espectro de a9ao e atuam 

normalmente sabre cepas da mesma esp8cie ou sabre cepas de esp8cies 

semelhantes a esp8cie produtora. Entretanto, existem bacteriocinas com maier 

espectro de a9ao (Gronroos et al., 1998). Estas substancias podem agir contra 

outras especies de bacterias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como 

conferir vantagens ecol6gicas em diversas comunidades bacterianas, como na 

placa dental (Balakrishnam et al., 2002). As bacteriocinas produzidas par S. 

mutans sao denominadas mutacinas. 

Uma caracteristica marcante de S. mutans e que a maioria dos isolados 

clinicos produz subst8ncias semelhantes as mutacinas capazes de inibir o 

crescimento de bacterias genetica e ecologicamente relacionadas (JACOB et 

a/., 1953; TAGG eta/., 1976; GRONROOS eta/., 1998; KAMIYA eta/., 2005a, 

b). Existem evidencias de que as mutacinas podem exercer um importante 

papel na proleyao e colonizayao deS. mufans na cavidade oral, principalmente 

em ambientes complexes, como o biofilme dental e lesoes de carie 

(BALAKRISHNAN et a/., 2002; KAMIYA et a/., 2005a). A produ9iio destas 

substfmcias in vivo sugere vantagens eco16gicas a cepa produtora atraves da 

substituiyao da microbiota residente ou preven9ao da invasao de 

microrganismos ex6genos (IKEDA eta/., 1982; HILLMAN eta/., 1984). 
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Estudos recentes tern relacionado a produ<;ao de peptideos 

antimicrobianos com o sistema quorum-sensing - TCSTS (Sistema de 

Transdu<;ao de Sinal via Dois Componentes), demonstrando o aumento da 

expressao de genes estruturais em condi<;oes de maior densidade celular ou 

controle da expressao gEmica atraves de mecanismos regulat6rios 

pertencentes a este sistema (QI et at., 2004; HALE et at., 2005; van der 

PLOEG, 2005; YONEZAWA & KURAMITSU, 2005). 

CondigOes que ocorrem comumente no biofilme, como alta densidade 

celular e aumento do estresse ambiental, como redu<;6es de pH, oxida<;ao e 

nutrientes, entre outros fatores ativam o sistema quorum-sensing, atraves do 

aumento da concentra<;ao de peptideos ferorm6nios ou sinais que coordenam 

fun<;6es protetoras e de sobrevivencia para a celula, que incluem 

desenvolvimento da competencia celular, resistencia ao pH acido e produ<;ao 

de mutacinas (APPLEBY et at., 1996; Ll eta/., 2001a, b; van der PLOEG, 

2005). 

Basicamente, o Sistema TCSTS e realizado atraves de dois 

componentes regulat6rios consistindo de uma proteina histidina kinase, 

associada a membrana citoplasm8.tica, e uma segunda protelna regulat6ria, 

situada no citoplasma. A proteina histidina kinase capta a presen<;a de 

peptideos sinais do ambiente e transmite este sinal atraves da fosforila<;ao da 

proteina regulat6ria, ao qual ativa a transcri<;ao de genes alvos envolvidos na 

adapta<;ao, sobrevivencia e mecanismos de virulencia (APPLEBY et at., 1996; 

FABRET & HOCH, 1999; van der PLOEG, 2005). 

Dentre as mutacinas bern caracterizadas, as mutacinas I, 11, IV e Smb 

tern a expressao g8nica controlada indiretamente pelo aumento da densidade 



8 

celular ou envolvem mecanismos de regula9ao quorum sensing (estudos in 

vitro) (CHEN el a/., 1998; Ql et at., 2004; van der PLOEG, 2005; YONEZAWA & 

KURAMITSU, 2005). Foi demonstrado que as proteinas kinases CiaH e ComD, 

e a prole ina Dg K sao importantes componentes regulat6rios que coordenam a 

expressao dos genes de produ9ao das mutacinas I, IV e II, respectivamente 

(CHEN el a/., 1998; Ql el a/., 2004; van der PLOEG, 2005). As proteinas 

kinases tambem foram correlacionadas com a maior adaptavao ao estresse 

c;ICido, resistencia a bacitracina e desenvolvimento da competencia celular. 

Estes mecanismos regulat6rios coadjuvantes podem representar um 

importante meio de sinalizavao da expressao de fatores de virulencia, 

relacionados com a sobreviv8ncia das cepas produtoras, principalmente em 

ambientes complexes e competitivos como o biofilme dental e lesoes de carie. 

Estudos in vitro, que analisaram a expressao e os mecanismos 

regulat6rios da produvao de mutacinas, elucidaram o papel destes 

antimicrobianos em saliva e/ou biofilme in vivo. (KRETH eta/., 2004). A maior 

atividade inibit6ria das mutacinas detectada em meios s61idos (condiyao 

remanescente de biofilme) bern como a significante expressao g8nica em 

celulas sesseis versus planct6nicas sugere maier atividade biol6gica destas 

substancias em biofilme dental em relavao a saliva (KRETH el a/., 2004). 

Em trabalhos previos, foi observada que a expressao dos genes 

estrutural da mutacina tipo I (mu!AI) foi maior em celulas aderidas ou sesseis 

em relal):ao as c61ulas planct6nicas, in vitro, entretanto os mesmos resultados 

nao foram observados para ogene estrutural da mutacina II (muiAII) e IV (nlmA 

e B). Segundo alguns estudos, os padr6es de expressao genica e 

consequentemente os fen6tipos desenvolvidos no estado planct6nico e de 
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biofilme sao diferenciados, devido as diferengas ambientais as quais as celulas 

bacterianas sao expostas (COSTERTON eta/., 1995; BURNE el a/., 1997; 

OTOOLE eta/., 2000). 

Diante do exposto, este projeto se propos a analisar a sintese e a 

atividade antimicrobiana de mutacinas em condig6es de estresse acido, 

nutricional e populacional, objetivando reproduzir caracteristicas ambientais 

comumente descritas em urn biofilme cariog8nico. 

3.2 Objetivos 

Os objetivos deste trabalho foram: 

1. detectar e comparar a sintese e a atividade de substancias 

semelhantes as mutacinas em condir;5es normais au de estresse 

ambiental, comumente encontrados em biofilme dental, como 

oscila9ao de pH (5,5 a 7,0), depleviio de nutrientes, e reduvao da 

tensao de oxigenio; 

2. analisar a expressao de genes hom6logos as mutacinas I, 

II, Ill e IV, assim como dos genes hom61ogos as proteinas regulat6rias 

CiaH, DgK e ComO em culturas de celulas planct6nicas, com 

diferentes densidades populacionais (D. 0. "' 0, 5 e 1, 0), submetidas ao 

pH acido (5,5) ou neutro (7,0); 

3. detectar a atividade biol6gica de mutacinas pre-purificadas 

sabre o crescimento planct6nico e a formac;:ao de biofilme de 

microrganismos de interesse odontol6gico. 
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4. Material e Metodos 

4.1. Analise da produ~lio de substlincias semelhantes as mutacinas 

em diferentes condi~iies ambientais 

Foram selecionados 16 fen6tipos de S. mutans, produtores de 

substancias inibit6rias de ample espectro contra estreptococos orais, 

identificados previamente em isolados de individuos carie-ativos 

(NAPIMOGA et a/. 2004; KAMIYA et a/., 2005a) e em isolados de pares 

mae-filho (FLORIO eta/., 2004; KLEIN et a/., 2004). Para cada fen6tipo 

produtor de mutacinas, foram selecionadas 3 cepas indicadoras de interesse 

odontol6gico, que apresentaram sensibilidade moderada (= 25%), 

intermediaria (= 50%) e alta sensibilidade (=1 00%), de acordo com o 

tamanho do diametro de inibigao, seguindo a formula: [(diiimetro da zona de 

inibigao - 6 mm):(maior diametro da zona de inibigao obtido - 6 mm)] x 

100% (WU eta/., 2004), estabelecidos em estudos previos (Camargo et al., 

2007; Camargo et al., 2008; Taiete et al., 2009a). 

A tecnica da mutacinotipagem ou metoda da difusao em agar, lei 

realizada para avaliar a produgao de substancias semelhantes as mutacinas 

em diferentes condigoes ambientais. Para tanto foi utilizado o metoda do 

antagonismo proposto e descrito par KAMIYA eta/. (2005a), com algumas 

modificay6es, em microaerofilia e anaerobiose, utilizando-se meio TSA (1 ,5 

ou 0,8%) tamponade com fosfato de s6dio 0,1 M em pH 7,0 ou 5,5 (desafio 

acido), com o respective centrale de osmolaridade (KCI a 0,1 M) e meio TSA 

(1,5 ou 0,8%) nao diluido ou diluido 1x (desafio nutricional). No meio diluido 

1x (TSA 50%) foram adicionados as mesmas porcentagens de agar-agar e 
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as concentragoes de sais foram normalizadas com base na composigao do 

meio TSB, reduzindo possiveis variaveis. 

Cepas de S. mutans congeladas em BHI glicerol (10%) foram 

reativadas em 5 mL de BHI e incubadas a 37'C, 10% C02 por 18h. Ap6s 

acertar a concentragao de celulas (108 UFC/mL, D.O. " 0,1 a 550nm) as 

respectivas culturas de celulas produtoras foram inoculadas nos meios de 

cultura das placas de petri atraves de picadas equidistantes. Foram 

inoculadas 16 cepas produtoras em cada placa, que foi incubada par 48h, 

em microaerofilia au anaerobiose. Ap6s este periodo, as placas foram 

cobertas com meio contendo 0,8% (5mL) - pour plate - contendo 0,5 mL 

(108 UFC/mL, D.O." 0,1 a 550nm) de uma cultura overnight em TSB (TSB; 

Dileo) de uma cepa indicadora. Ap6s 24h de incubagao, nas mesmas 

condigoes, a diametro da zona de inibigao foi medido em mm. Todos as 

testes foram realizados em duplicata. 

As medias dos diametros de inibiyao, obtidas nas diferentes 

condiQoes avaliadas, foram utilizadas para a analise estatistica (Teste t de 

Student), visando determinar a influencia destes fatores ambientais no 

aumento au redugao da sintese de substancias semelhantes as mutacinas in 

vitro. Para a amilise estatfstica foram empregadas as m8dias das zonas de 

inibi9ao de 3 cepas indicadoras (de baixa, media e alta sensibilidade as 

mutacinas) para cada cepa produtora. 

Os halos de inibi9ao obtidos na mutacinotipagem dependem da 

capacidade de difusao dos antimicrobianos e do grau de sensibilidade da 

cepa indicadora, assim sao diretamente relacionados com o nUmero de 

c81ulas produtoras e indicadoras, respectivamente, capazes de crescer em 
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determinada condic;;ao. Para que a capacidade de crescimento das cepas 

produtoras e indicadoras nao interferisse nos tamanhos dos halos inibit6rios 
' 

obtidos nas diferentes condig5es, o inocula inicial tanto da cepa produtora 

como da cepa indicadora foi padronizado para que fosse obtido um 

crescimento na mesma palencia· de 10 em cada uma das condigoes 

testadas. 

Para tanto, as cepas produtoras e indicadoras selecionadas foram 

crescidas em TSB (5mL) par 12 h, a 37'C, em microaerofilia (D.O. = 0,5, 

metade da lase log). As culturas foram diluidas serialmente e plaqueadas 

em TSA nas diferentes condig5es de pH e concentragao de nutrientes, 

sendo cad a trip Iicata incubada em anaerobiose au microaerofilia par 48h. Foi 

seguido o protocolo da tecnica da micropipeta (WESTERGREN & B. 

KRASSE, 1978), aplicando-se 25 ~I de cada diluigao em triplicata sabre o 

meio de cultura. As col6nias foram contadas para a determinac;:ao do nUmero 

de UFC/ml, em cada condiyao testada. Duas variflveis foram comparadas 

somente quando o numero de celulas (UFC/mL), que potencialmente 

cresceram nas diferentes condiy6es, foi aproximado, na mesma potencia de 

10. Como controle da capacidade de crescimento das cepas, nas diferentes 

condiyOes testadas, o mesmo in6culo inicial utilizado na Mutacinotipagem foi 

diluido serialmente e plaqueado em TSA em diferentes pHs e concentras:oes 

de nutrientes, a as triplicatas foram incubadas em microaerofilia au 

anaerobiose, ate o final dos experimentos. As unidades formadoras de 

co16nias foram novamente contadas nas diferentes condic;6es para confirmar 

que em cada situac;ao testada, o crescimento das cepas produtoras e 

indicadoras, potencialmente, foi o mesmo. 
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4.2.1. Analise da expressao das mutacinas I, II, Ill e IV frente ao 

estresse acido e populacional 

Para a analise da expressao genica de mutacinas caracterizadas 

foi empregada a tecnica de RT-PCR semi-quantitativa. Cerca de 2 isolados 

produtores de mutacinas tipos I, II, Ill ou IV, identificados em estudos previos 

(KAMIYA et al., 2008) foram selecionados para a analise da expressao 

genica sob estresse acido e populacional. No total, foram analisados 6 

isolados clinicos, sendo cada tipo de mutacina representado ao menos par 2 

isolados distintos. (Obs: 1 cepa expressou positivamente os genes 

estruturais das mutacinas tipos I e II; enquanto duas outras cepas 

expressaram positivamente os genes das mutacinas I e IV). As cepas 

produtoras selecionadas e o tipo de mutacina produzida esta listado na 

tabela 1. 
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Tabela 1. Rela9ao das cepas produtoras selecionadas para a 

detecyao da atividade antimicrobiana de mutacinas in vitro. 

Cepas produtoras 
C7(5)1 

C18(1 0)6 
C1S2 

C8D10 
C2S4 
C9S9 

Mutacinas produzidas 
I e II 

II 
leiV 

Ill 
Ill 

I e IV 

Os niveis de transcri9ao dos genes estruturais das respectivas 

mutacinas foram mensurados par densitometria em gel de agarose a 2%, 

nas diferentes condi9oes ambientais testadas. 

As cepas foram crescidas em microaerofilia, a 37'C em 5 ml de meio 

TSB tamponade (pH 5,5 ou 7,0 alem do controle de osmolaridade - TSB 

com KCI a 0,1 M). A curva de crescimento de cada cepa foi monitorada por 

espectrofotometria a 560 nm e o pH em diferentes tempos das curvas de 

crescimento foi monitorado em pHmetro. Culturas com densidades 6pticas 

de 0,5 e 1 ,0, em pH 5,5 au pH 7,0 e TSB KCI 0,1 M foram centrifugadas 

sendo as celulas submetidas a extra9ao de RNA total. Os testes foram 

realizados em duplicata. 

4.2.2. Extracao de RNA 

0 RNA total foi extraido com o kit de extra9ao de RNA (RNeasy kit 

QIAGEN), seguindo as instru9oes do fabricante, com algumas modifica9oes. A 

extra9ao de RNA foi realizada com aliquotas de 1,5 ml (DO = 1 ,0) a 3 ml (DO = 

0,5) de cultura que foram centrifugadas (1 0000 rpm, 4'C, Bmin) e os pellets de 

celulas foram lisados com lisozima (20 mg/~L) em banho maria a 37'C por 30 
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min, vortexando em intervalos de 5 min. Ap6s a centrifuga9ao a 4°C, o RNA foi 

extraido com os tampoes do kit e o pellet de RNA foi resuspendido em 35 ).LL 

de agua tratada com dietil-pirocarbonato (DEPC). Ap6s a extra9ao do RNA 

realizou-se analise qualitativa das amostras de RNA atraves de eletroforese em 

gel de agarose 1%. 0 DNA residual presente na amostra de RNA extra ida foi 

removido com DNase (Life Technologies-Gibco), seguindo-se as 

recomendagoes do fabricante. Para tanto, a cada 12 ng de RNA, foi adicionado 

Tampao de rea9ao 10x, DNase I e agua DEPC para 44 fll. A suspensao foi 

incubada a temperatura ambiente por 15 min. Posteriormente, foi adicionado 1 

).LL de EDTA para inativar a DNase com incuba9ao a 65°C par 10 min (em 

termociclador). 

As concentra96es e pureza do RNA foram determinadas ap6s 

tratamento com DNase I, pais o kit extraia DNA concomitantemente com 

RNA, o que podia ser visualizado em gel de agarose, a presenga de band as 

adicionais de DNA, al8m das leituras em espectrofotOmetro variarem muito. 

As concentragoes e pureza do RNA foram determinadas par 

espectrofotometria a 260 nm e 280 nm, respectivamente, e sua integridade 

confirmada atraves da visualiza9ao em g8is corados em brometo de etfdio 

(0.3 mg/ml). 

4.2.3. Sintese de eDNA 

Para cada cepa produtora foram realizadas 12 extraQ6es de RNA de 6 

condigoes em duplicata: a) controle TSB adicionado de KCI 0,1 M (0.0 0,5 e 
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D.O 1,0); b) TSB pH 5,5 (D.O 0,5 e D.O 1,0); e c) TSB pH 7,0 (D.O 0,5 e D.O 

1, 0). 

0 RNA total (12 ng) tratado com DNAse foi submetido a Transcri9ao 

Reversa (RT) com a enzima Super Transcrispt RT Ill (Life Technologies

Gibco) e um Mix de primers randomicos (201-LM) Ea1, Ea7, Es1, Es3 e Es8 

(CHIA et at., 2001 ), para a sintese de eDNA. 

lnicialmente, foi adicionado ao RNA total (12 ng), o Mix de primers 

randomicos (20 f!M), dNTPs (10 mM) e agua DEPC para 10 fll. A mistura foi 

submetida a temperatura de 65'C por 5 min e a 4'C por 1 min. A segunda 

lase de sintese de eDNA consistiu na adi9ao de tampao RT 1 Ox, MgCI, (25 

mM), DTI (0, 1 M), RNase OUT (40 Ulf!L) e a enzima Super Transcript RT Ill 

(200 U/f!L). 0 volume total dos reagentes (17 f!L) foi submetido ao ciclo 

termico: 25'C/10min; 50'C/50min; 85'C/5min e 4'C/1min. 

Antes de se realizar a amplifica9iio par PCR realizou-se a curva de 

expressao para cada par de primers das mutacinas I, II, Ill e IV (esta ultima 

constituida dos genes n/mA e n/mB). Utilizando-se para isso o eDNA 

sintetizado a partir de 12 ng de RNA total extraido das cepas produtoras 

dessas mutacinas, submetendo-se de 20 a 60 ciclos termicos (94'C/45seg, 

50'C/1min e 72'C/5min). A curva de expressao foi delineada a partir da 

densitometria das bandas eletroforeticas. ldentificando-se o numero 6timo de 

ciclos na metade da curva, para que assim nao haja saturayao da reayao de 

PCR dado par urn nUmero muito superior de ciclos termicos, au 

quantificac;6es subestimadas advindo de urn nUmero muito inferior de ciclos. 
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4.2.4. RT -PCR 

Cerca de 1 ~L da reagao contendo eDNA foram utilizados como 

template para amplificagao par PCR (reagao para 25 ~L), juntamente com 50 

mM de MgCI, , 0.3mM de cada primer especifico, 200 ~M de dNTPs, 1.25 

unidades de Taq polimerase (Life Technologies- Gibco) e tampao para PCR 

1 Ox; os testes foram realizados em triplicata de cada duplicata. 

Ap6s a desnaturagao inicial (94'C par 2 min), as amplificag6es foram 

realizadas atraves de 37 ciclos termicos (94'Ci45seg, 50'C/1 min e 72'C/5min), 

seguido de extensao final a 72'Ci7min. Os produtos da PCR (10 ~L) foram 

analisados par eletroforese em gel de agarose a 2%, em tampao TBE 1 x, 

corado com brometo de etidio (0,3 ~g/ml). Foi realizada a densitometria das 

bandas, normalizando a absorbiincia em relagao ao gene de referencia 16S 

(igualmente expresso em todas as condi96es ambientais testadas) de cada 

cepa produtora na mesma condigao de meio de cultura e de densidade 

populacional. Foram utilizados controles da sfntese de eDNA com reayoes sem 

a transcriptase reversa, para verificar a existEmcia de DNA residual ou 

contaminants em cada amostra. 

4.2.5. Primers especificos para os genes estruturais 

As seqOencias dos genes estruturais mulA das mutacinas I, II, Ill e IV, 

bem como as seqOencias do gene 16S foram utilizadas para delinear os 

primers especificos (KAMIYA et al., 2008). Os primers delimitaram regi6es 

especificas de ate 200 pares de bases, para otimizar os resultados do RT

PCR (tabela 2). Todas as seqOencias foram obtidas no Gene Bank 
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e os delineamentos dos oligonucleotideos 

foram desenvolvidos no programa Primer 3 (http://www.broad.mit.edu/cgi-

bin/primer/primer3.cgi). 

Tabela 2. Sequencia dos primers para os genes estruturais mulA, 

nlmA e nlmB das mutacinas. 

Primers Seqoencias Mutacina Gene Bank 
Amplificad 

0 

mutAI_Foward TAGAAGTCCTTGGTACTGAA 
AF238860 163pb 

mutAI_Reverse TTGAAACTAGGATTTTTCAC 

mutAII_Foward CAGTAACGCAGTAGTTCCTT II 
U40620 162pb 

mutAli_Reverse TTAACAGCAAGTGAAAACAT II 

mutAIII_Foward CAATAATTAGAAGTCCTTGG Ill 
AF154675 194pb 

mutAIII_Reverse AAGGACAGGTAGTTTCAATA Ill 

nlmAIV _Foward CAATTTGATGTAATGGACAG IV baseado 
no genoma 154pb 

n/mAIV _Reverse CTACACAATATGGGGTAACA IV do S. 
mutans UA 

n/mBIV _Foward AGTTTTGGTGGAGATAAAC IV 159 

(NC00435 156pb 
nlmBIV _Reverse GGAAAAACTACAGATCCAA IV 

0) 

16S_Foward TATCTTCCTCAATTAAACCA 
NP722374 181pb 

16S_Foward TAGTTAAGATTGCCAGTGAT 

4.3.1. RT-PCR para os genes regulat6rios 

Foi realizado a tecnica de RT-PCR semi-quantitativa descrito nos 

itens acima para os genes regulat6rios, ciaH, dgK e comD, que regulam a 

expressao das mutacinas I, II e IV respectivamente. 

Para tanto, foi utilizado os mesmos reagentes e os mesmos cDNAs 

empregados para verificar a influEmcia do estresse acido e populacional na 
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expressao dos genes estruturais das mutacinas caracterizadas. Foi realizada 

a densitometria das bandas, normalizando a absorbancia em relagao ao 

gene de referencia 168 (igualmente expresso em Iadas as condigoes 

ambientais testadas) de cada cepa produtora na mesma condigao de meio 

de cultura e de densidade populacional. As cepas produtoras analisadas, 

assim como a mutacina produzida e a proteina regulat6ria envolvida no 

processo de expressao da bacteriocina estao listadas na tabela 3. 

Tabela 3. Relagao das cepas produtoras, mutacinas produzidas e as 

respectivas proteinas regulat6rias analisadas. 

Cepa produtora Mutacina produzida Proterna RegulatOria 
C7(5)1 I CiaH 

C7(5)1 II DgK 
C18(10)6 II DgK 

C1S2 I CiaH 
C1S2 IV ComO 

C9S9 CiaH 

C9S9 IV ComO 

4.3.2. Primers especificos para os genes regulat6rios 

As seqOencias dos genes ciaH, dgK e comO, bern como as 

seqOencias do gene 168 foram utilizadas para delinear as primers 

especificos (KAMIYA et al., 2008). Os primers delimitaram regioes 

especificas de ate 200 pares de bases, para otimizar as resultados do RT-

PCR (tabela 4). Todas as seqOencias foram obtidas no Gene Bank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e as delineamentos dos oligonucleotideos 

foram desenvolvidos no programa Primer 3 (http://www.broad.mit.edu/cgi-

bin/primer/primer3.cgi). 
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Tabela 4. Sequencia dos primers para os genes estruturais ciaH, dgK 

e comO das proteinas kinases. 

Primers SeqUEmcias Gene Bank Amplificado 

ciaH_Forward AATATGGAGGTAATAAAGAC Baseado 

no genoma 183pb 
ciaH_Reverse AATATGGAGGTAATAAAGAC 

da cepa 

dgK_For.Nard AGAAGAGCGTAATATGAAAA S. mutans 

dgK_Reverse AACATGGAAAAATGATAGTC UA 159 
192pb 

como _Fmward GTTATAATATCGGCCATCTA (NC004350 

comD_Reverse GTATGGTAATGAAATCAAGC I 
162pb 

16S_Forward TATCTTCCTCAATTAAACCA 
NP722374 181pb 

16S_Reverse TAGTTAAGATTGCCAGTGAT 

4.4. Estatistica 

0 teste ANOVA foi empregado para comparar a expressao dos 

genes de produ9ao das mutacinas e das proteinas regulat6rias em celulas 

submetidas aos pHs 7,0 e 5,5 (estresse acido) em rela9ao ao controle KCI (0, 1 

M) e as densidades celulares de 0,5 e 1,0 (estresse populacional). 

4.5. Detec~ao da atividade antimicrobiana de mutacina(s) in vitro 

Anteriormente a realiza9ao da extra9ao das mutacinas, foi verificado o 

perfil de sensibilidade de cepas indicadoras as mutacinas caracterizadas 

produzidas pelas cepas produtoras selecionadas (tabela 1 ), tendo como 

objetivo a sele9ao de uma cepa indicadora altamente sensivel as diversas 

mutacinas, para serem empregadas nas metodologias descritas abaixo. 

Para isto foi realizado o metodo do antagonismo proposto e descrito por 

KAMIYA eta/. (2005a), com algumas modifica9oes. As cepas indicadoras 
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utilizadas foram: S. sanguinis ATCC 15300 e S. sanguinis M5. Os testes 

foram realizados em duplicata. Assim, a cepa indicadora que se apresentou 

mais sensivel as mutacinas produzidas pelas cepas produtoras foi 

selecionada. 

Segundo a CLSI (Clinical and Laboratorial Standards Institute) o pH 

do meio pode influenciar no aumento au reduyao da atividade inibit6ria de 

determinada droga antimicrobiana. Para testar o efeito do pH ambiental na 

atividade de substancias semelhantes as mutacinas, foram empregadas 

mutacinas pr8-purificadas no metoda da concentrayao inibit6ria minima 

(CIM) e da difusao em agar com meio TSA tamponade em pH 5,5 e 7,0. 

Aliquotas de 200~L das cepas produtoras congeladas em BHI 

glicerol (1 0%) foram inoculadas em 200 ml de TSB, send a entao incubado 

em microaerofilia par 18 h. Ap6s a remo('ao das celulas par centrifugac;ao 

(8000 rpm, 2'C, 8 min) as proteinas do sobrenadante foram precipitadas 

com sulfato de amenia (40%) a 4' C overnight. Sendo ap6s esse periodo 

centrifugado novamente (9200 rpm, 2'C, 25 min); ao pellet de proteinas 

formado ap6s a centrifugac;ao foi adicionado 12 ml de agua destilada 

deionizada, sendo dissolvido com auxilio de urn sonicador. A extrayao 

seguiu-se adicionando igual volume de clorof6rmio seguindo o protocolo de 

Ql et at. (1999), ap6s homogeneizac;ao e centrifugac;ao (10000 rpm, 4'C, 1 

minuto) a interface de proteinas formada entre o meio de cultura e o 

clorof6rmio foi recuperada e lavada em agua destilada deionizada par duas 

vezes. 0 pellet foi armazenado a -20 C. 

0 pellet dissolvido em agua MilliQ foi diluido serialmente (1:1 -

dilui('ao serial 2) em tampao fosfato de s6dio, em pH 5,5 e 7,0 em placas de 
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microtitulagao de Elisa. Meio TSB 2X concentrado, contendo 105 UFC/ml da 

cepa indicadora S. sanguinis ATCC 15300 (de alta sensibilidade as 

mutacinas pre-purificadas, baseando-se em resultados da tecnica de 

mutacinotipagem - metodologia acima) foi adicionado as microdiluigoes 

seriadas. As microplacas foram incubadas em microaerofilia a 37'C por 24 

horas. 0 leitor de Elisa a 550nm foi utilizado para monitorar o crescimento 

das cepas indicadoras, comparando-se as densidades 6pticas antes e ap6s 

a incubagao, sendo entao determinada a CIM (em Unidades Arbitrarias -

UA), que foram comparadas nos diferentes pHs, para cada extrato bruto 

utilizado. Para esta metodologia, a CIM das substancias semelhantes as 

mutacinas, em determinado pH, foi expressa em UA, que foi definida como a 

maior diluigao da droga que inibiu totalmente o crescimento da cepa 

indicadora testada, em relagao ao controls. Os resultados obtidos 

elucidaram o papel do pH do meio na atividade inibit6ria de substancias 

semelhantes as mutacinas. 

Para verificar a influencia do pH na capacidade de difusao de 

substancias semelhantes as mutacinas em agar, o metoda da difusao em 

agar foi empregado, seguindo o protocolo de 01 eta/. (1999). Aliquotas de 

25 ~L das mutacinas pre-purificadas, diluidas serialmente (1:1 - diluigao 

serial 2) nos tampoes com pH 5,5 ou 7,0, foram depositadas sabre a 

superficie do meio TSA tamponado nos respectivos pHs, e ap6s a secagem 

foi vertido sabre a placa 5 ml de TSB a 0,8% em pH 5,5 ou 7,0 contendo urn 

inocula com 108 UFC/ml de uma cultura overnight da cepa indicadora S. 

sanguinis ATCC 15300. As placas de petri foram incubadas em microaerofila 

(10% PCO,, 37'C) por 24 horas; ap6s o periodo de incubagao os diametros 
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dos halos inibit6rios foram determinados em milimetro, e as resultados 

obtidos nos pH 5,5 e pH 7,0 para o mesmo exlrato foram comparados, 

esclarecendo se o pH influi na difusao das substancias semelhantes as 

mutacinas. Nesta metodologia, a CIM foi determinada em UA, sendo uma 

unidade arbitr8ria definida como a menor concentrac;ao da substancia 

semelhante a mutacina capaz de produzir halo inibit6rio;, 4 mm. 

Todos as testes foram realizados em duplicata. 

4.6. Detec9ao da atividade antimicrobiana de mutacina(s) in vitro 

- o pape/ das proteases 

Para verificar se a atividade antimicrobiana apresentada pelos extratos e 

de origem prol<§ica (mutacinas), au pela a9ao de algum composto utilizado na 

extragao das mutacinas ou outra(s) substancia(s) nao proteicas do 

metabolismo bacteriano, foi realizado o tratamento dos extratos brutos obtidos 

ap6s precipitagao com sulfato de am6nia (EBSA) com proteinase K com 

concentragao final de 2mg/ml, ficando as amostras incubadas par um periodo 

de 2 horas a 37°C, sendo em seguida fervidas a 100° C par 5 minutos para 

inativar a proteinase K (protocolo de Busarcevic et al., 2008 com modificagoes). 

Como controle foi utilizado o extrato adicionado de proteinase K na mesma 

concentragao final sen do em seguida fervid a a 1 00°C par 5 minutos para 

inativar a proteinase K, no tempo 0 (zero), este mesmo controle foi incubado 

par 2 horas a 3JO C, ap6s a inativayao da proteinase. Ap6s a fervura, as 

amostras foram resfriadas naturalmente a temperatura ambients. Ap6s isso, as 

extratos fa ram diluidos serial mente (1 :1, diluigao serial 2), e aliquotas de 25 ~L 

foram plaqueadas em TSA e realizado o pour-plate com a cepa indicadora S. 
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sanguinis ATCC 153000. Ap6s 24 horas de incuba9ao em microaerofilia foi 

verificado a presen<;a au ausencia dos halos de inibiyao. 

Para verificar o papel das proteases salivares sabre as mutacinas 

contidas nos extratos realizou-se a metodologia anteriormente descrita, 

entretanto sendo utilizado saliva ao inves da proteinase k. Adicionou-se a 

mesma quantidade de extrato bruto obtido ap6s precipita9ao com sulfato de 

amenia (EBSA) e de saliva, sendo entao incubadas por 37'C por 2 horas e logo 

em seguida fervidas por 5 minutos a 100'C. Como controls foi utilizado o 

respectivo extrato adicionado de saliva, que no tempo 0, foi fervido a 1 OO'C por 

5 minutos para inativar a proteases, sendo posteriormente incubado por 2 

horas a 37' C. Como a saliva foi diluida 1x ao ser adicionada em mesmo 

volume de EBSA, realizou-se a mesma metodologia descrita com o pellet de 

proteinas que foi obtido ap6s a extra9ao com clorof6rmio (EBCL), desta 

maneira as protefnas salivares estariam em concentrayOes mais pr6ximas das 

encontradas in vivo. Todas as amostras foram resfriadas naturalmente a 

temperatura ambients. As amostras foram diluidas serial mente (1: 1) e allquotas 

de 25 ~L de cada diluigao foram plaqueadas em TSA sendo em seguida 

realizado o pour-plate com a cepa indicadora. Ap6s 24 horas de incubagao foi 

verificado a presenga ou ausencia de halos de inibigao. Todos os testes foram 

realizados em duplicata. 

Os resultados foram expressos em UA. 
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4.7. Atividade antimicrobiana no desenvolvimento do biofilme 

bacteriano in vitro 

0 extrato bruto foi diluido serialmente em tampao fosfato de 

s6dio, pH 5,5 e 7,0 em placas de microtitulagao de Elisa. Meio THB sacarose 

2X concentrado, contendo 105 UFC/mL da cepa indicadora S. sanguinis ATCC 

15300 ou da cepa indicadora S. mutans UA 130 (cepa de resistencia moderada 

as mutacinas- Camargo et al., 2007; Camargo et al., 2008; Taiete et al., 2009) 

foi adicionado as microdiluivOes seriadas. As microplacas foram incubadas a 

10% PCO,, 37°C por 18 horas. Ap6s esse periodo aliquota de 150 ~L da 

cultura de cada diluigao foi transferida para outra placa de microtitulagao de 

Elisa eo crescimento planct6nico da cepa indicadora foi mensurado no leitor de 

Elisa a 550nm, comparando-se as densidades 6pticas antes e ap6s ao periodo 

de incubagao. A atividade das mutacinas sabre o crescimento planct6nico das 

cepas S. sanguinis ATCC 15300 e S. mutans UA 130 foi analisado atraves de 

compara~6es com o crescimento planct6nico apresentado pelo centrale 

(celulas nao submetidas a agao do extrato brute). 

A formagao do biofilme foi quantificada pelo metodo de evidenciagao de 

celulas aderidas ao poliestireno com crista! violeta, seguindo descoloragao com 

alcool etilico 98% e leituras da absorbancia a 575 nm em leitor de Elisa 

(O'TOOLE & KOLTER, 1998). 

0 restante do sobrenadante foi descartado, e a placa de microtitulagao 

foi lavada duas vezes em agua destilada. Foi entao adicionado 150 ~L de 

crista I violeta 1 %, deixando-se agir entao 30 minutos para evidenciar a 

formagao de biofilme, sendo entao descartado o corante e a placa lavada tres 

vezes em agua destilada, deixando-se para serem secas a temperatura 
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ambiente par duas horas. Ap6s esse periodo foi adicionado 200 ~L de etanol 

98% (Merck) para descorar a placa par um periodo de Ires minutos, sendo 

entao transferidos 150 ~L do sobrenadante corado para outra placa de 

microtitulagao e levada ao leitor de Elisa para medir a absorbancia a 575nm. A 

atividade biol6gica das mutacinas na inibigao da formagao do biofilme de 

especies sensiveis foi detectada atraves de compara96es com o biofilme 

formado em solugao controle. 

5. Resultados e Discussao 

5.1. Analise da produ~ao de substancias semelhantes as 

mutacinas em diferentes condi~oes ambientais 

Os anexos 1 e 2 demonstram os resultados obtidos pela 

contagem de UFC/ml em diferentes condig6es ambientais. A amilise do 

crescimento foi realizada em triplicata, sendo obtidos resultados 

semelhantes. A produgao de mutacinas em diferentes condigoes ambientais 

apenas foi comparada quando o crescimento nesses meios foi 

estatisticamente semelhante. 

0 anexo 3 demonstra as resultados obtidos pela mutacinotipagem em 

meio TSA normal e TSA diluido 1x (TSA %), em condi96es de anaerobiose e 

microaerofilia. As medias dos halos inibit6rios foram analisadas 

estatisticamente (Student I) revelando maior produgao de mutacinas em TSA 

normal (p < 0,05), tanto em microaerofilia como em anaerobiose (gratico 1). 

Considerando que as taxas de crescimento das cepas produtoras e 
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indicadoras nao se diferenciaram nos meios TSA concentrado e dilufdo 1 x, 

conclui-se que a composigao do meio de cultura e essencial para a sfntese 

de substancias semelhantes as mutacinas e que o estresse nutricional pode 

reduzir a produgao das bacteriocinas por S. mutans. 

20.0 e .§_ 18.0 

.i 16.0 
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:.0 14.0 
:E 
.. 12.0 
~ 

~ 10.0 

e s.o 
j 
0 6.0 
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~ 0.0 

A,B 

MlcrOfoerofllla Anaeroblose 

Grafico 1. Grafico da produgao de mutacinas (medida pelas medias e 

desvios padroes dos diametros de inibigao frente diferentes cepas 

indicadoras) em meios TSA normal e TSA dilufdo 1 x (TSA 112), em 

microaerofilia e anaerobiose. 

* Letras iguais, maiusculas e minusculas revelam diferengas 

estatisticamente significantes entre si (p < 0,05, teste de Student). 

A redugao da sfntese de bacteriocinas em situag6es de deplegao 

nutricional pode basear-se na teoria da economia de energia celular. 

Segundo RILEY & WERTZ (2002), a sfntese de bacteriocinas ou lantibi6ticos 

requer alto gasto de energia, com a expressao de 6 a 11 genes pertencentes 

ao locus de biosslntese de antimicrobianos, entre eles, genes relacionados 

com a transcrigao de pre-peptfdeos, de protefnas modificadoras p6s-

traducionais, de protelnas envolvidas no transports e na imunidade ao 
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antimicrobiano secretado. Em casas extremes de estresse nutricional, a 

redugao da sintese de bacteriocinas pode ser importante para a 

sobrevivencia da cepa produtora, principalmente em ambientes complexes e 

competitivos, como o biofilme dental (Taiete et al. 2007; Taiete et al., 2009a). 

Em recente estudo de KRETH el a/. (2005), observou-se maior 

sintese de mutacinas pel a cepa S. mutans UA 140 em meio BHA diluido 1 x 

(BHI 50%) em relagao ao meio BHA enriquecido com sacarose e tamponade 

em pH 7.0. Entretanto, os autores nao compararam a sintese de mutacinas 

entre meio BHA normal sem tamponamento e BHA 50% e empregaram uma 

tecnica de antagonismo diferente, dificultando possiveis comparag6es com o 

presente estudo. 

Ao analisar a produgao de mutacinas em meios de cultura 

tamponados com pH 5,5 e 7,0 em relagao ao controle (TSA com KCI 0,1 M) 

(anexo 4), verificou-se a ausencia de halos inibit6rios em meio TSA 

tamponade com pH 7,0 (resultados nao descritos na tabela do anexo 4). 

Nenhuma cepa produtora apresentou capacidade inibit6ria nesta condivao, 

indicando a impossibilidade da produgao da sintese de mutacinas em pH 

neutro e estavel ou possivel interferencia na atividade biol6gica ou na 

capacidade de difusao das bacteriocinas em meio solido. Nos testes 

realizados no item 4.5, verificou-se que em pH houve difusao de mutacinas 

pelo agar, entretanto especula-se que o pH externo influencie na adsorgao 

das moiE§culas antimicrobianas na membrana de c81ulas produtoras. 

Segundo GUERRA & PASTRANA (2003) e WU et a/. (2004) pHs mais 

baixos diminuem a capacidade de adson;ao de bacteriocinas na membrana 

de celulas produtoras, podendo contribuir na difusao dos peptideos no meio. 
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A productao de mutacinas em meio nao tamponade (TSA + KCI 

0,1 M) foi estatisticamente maior em relagao ao meio TSA pH 5,5 (grafico 2), 

tanto em microaerofilia como em anaerobiose, concordando com resultados 

obtidos em estudos anteriores de GUERRA & PASTRANA (2003). Neste 

trabalho, foi observado maior sfntese de nisina e pediocina em meios nao 

tamponados, cuja queda de pH foi mais acelerada em relactao aos meios 

tamponados, sugerindo que a L\pH (pH drop) influencia positivamente na 

productao de bacteriocinas. 
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Grafico 2. Grafico da productao de mutacinas (medida pelas medias e 

desvios padroes dos diametros de inibictao frente diferentes cepas 

indicadoras) em meios TSA KCI (0, 1M) e TSA tampon ado em pH 5,5, em 

microaerofilia e anaerobiose . 

* Letras iguais, maiusculas e minusculas revelam diferenctas 

estatisticamente significantes entre si (p < 0,05, teste de Student). 

A sfntese de mutacinas em anaerobiose foi estatisticamente maior 

(p < 0,05) em meios TSA dilufdo 1 x, TSA contendo KCI (0, 1M) e TSA (pH 5,5) 

em relactao a microaerofilia, possivelmente devido a maior queda de pH 
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determinada pela produ,ao mais elevada de acidos provenientes da 

fermenta9ao da glicose (presente no meio TSB), metabolicamente 

predominante em ambientes anaer6bios (graticos 1 e 2) (Taiete et al., 2007; 

Taiete et al., 2009a). Em condi9ao anaer6bia, a maioria das cepas produtoras 

apresentou maior taxa de crescimento em rela9ao a condi9ao microaer6bia 

(anexo 1). 

5.2.1. Analise da expressao das mutacinas I, II, Ill e IV frente ao 

estresse acido e populacional 

A curva de crescimento de cada cepa produtora de mutacina nos 

diferentes meios empregados (TSB tamponade com tampao fosfato em pH 

7,0, pH 5,5 eo controle de osmolaridade TSB com KCI 0, 1M), foi monitorada 

atraves de espectrofotometria a 560nm. 

5.2.2. Extracao de RNA 

Foram realizadas 72 extra96es de RNA utilizando o kit de extra9ao de 

RNA (RNAeasy kit QIAGEN). Ap6s as extra96es, aliquotas de 5 ul do RNA 

extra ida foram analisados par eletroforese em gel de agarose 1% corado 

com brometo de etidio (0, 3 ).lg/ml).). Onde foi possivel verificar a qualidade 

do produto obtido pela extra9ao, sendo encontrado RNA em Iadas as 

amostras. 

Ap6s o tratamento com DNase para a elimina9ao do DNA residual, foi 

determinado a pureza e a concentra9ao de RNA atraves de 

espectrofotometria em 260nm e 280nm. Aliquotas de 10uL das amostras 
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tratadas foram novamente analisadas por eletroforese em gel de agarose 

2%, para observar possivel degrada9ao do RNA durante o tratamento com 

DNase, assim como a efetividade do tratamento em eliminar o DNA residuaL 

5.2.3. Sintese de eDNA 

Preliminarmente a execu9ao do RT-PCR realizou-se a curva de 

expressao dos pares de primers das mutacinas I, II, Ill e IV, utilizando para 

isso o eDNA sintetizado a partir do RNA extraido das cepas produtoras. 

Sendo determinado 37 ciclos para todos as genes analisados. 

5.2.4. RT-PCR para os genes estruturais das mutacinas e para os 

genes regulat6rios 

Tabela 5. Niveis de transcri9ao dos genes estruturais das mutacinas I, II, 

Ill e IV, em diferentes lases de crescimento e meios de cultura: 
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relativa (UR) de expressao genes 

Metade da Fase log 
Densidade 

CJS2 

C9S9 

C7(5)1 

C7(5)1 

Cl8(10)6 

ClS2 

C9S9 

1valores representatives de dais experimentos independentes. Valores 

de UR multiplicados par 100. 

2 controle = meio TSB contendo KCI a 0,1 M 

[iii expressao genica estatisticamente maior do respective gene em 

uma comparagao inter-grupo (DO 0,5 ou 1 ,0) (p < 0,05, Teste ANOVA) 

* expressao g8nica estatisticamente maior do respective gene em uma 

comparagao intra-grupo (DO 0,5 e 1 ,0) (p < 0,05, Teste AN OVA) 

** - ausencia de expressao 
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Grafico 3 . Gratico da expressao relativa do gene estrutural da mutacina Ill 

(mutAIII) produzida pela cepa C2S4 em diferentes densidades 6pticas e meios 

de cultura. 
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Grafico 4. Grafico da expressao relativa do gene estrutural da mutacina Ill 

(mutAIII) produzida pela cepa C8D1 0 em diferentes densidades 6pticas e 

meios de cultura. 

Mutacina 1: 
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Segundo a analise estatistica (ANOVA, p = 5%) a cepa C1S2 

apresentou maior produc;ao de mutacina I em meio TSB nao tamponade em 

relagao aos meios tamponados em pH 5,5 e pH 7,0, tanto na DO 0.5 como na 

DO 1.0. Houve maior expressao do gene estrutural mutAI (ANOVA p <5%) em 

meio TSB nao tamponade na densidade 6ptica = 1.0 (estresse populacional) 

comparando-se como nivel de expressao em densidade 6ptica prOxima a 0,5. 

A cepa C9S9 nao apresentou uma expressao significante do gene 

mutAI, na densidade 6ptica proxima a 0,5 em nenhum dos meios de cultura 

utilizados. Houve maior expressao do gene estrutural da mutacina I em meio 

nao tamponade frente ao estresse populacional (DO= 1.0) (Anova, p<5%). 

Nao houve diferenga estatisticamente significativa na produ9ao de 

mutacina I pela cepa C7(5)1 nos diferentes meios de cultura na densidade 1.0. 

Entretanto, na densidade 0,5 houve maior expressao do gene estrutural da 

mutacina I nos meios tamponados (pH 5.5 e 7,0) em relagao ao controle. Em 

adigao, observou-se maior expressao do gene mutAI em meio nao tamponade 

na densidade 6ptica 1 em rela9a0 a 0, 5. 

T odas as cepas produtoras de mutacina I apresentaram o mesmo perfil 

de expressao do gene estrutural da mutacina I, sendo mais expresso em meio 

nao tamponade em alta densidade celular, sugerindo uma possivel correlagao 

positiva na produgao de mutacina I e a densidade populacional (quorum 

sensing), em meios nao tamponados, que apresentam variac;:6es nos niveis de 

pH ambiental (Taiete et al., 2008; Taiete et al., 2009a). 

TSANG et al. (2006) relata que S. mutans possui um elaborado sistema 

regulat6rio que controla a expressao da mutacina l; utilizando diversos 

sistemas como TCSs, PTSs, ou sistemas de sinalizagao interespecies, ativados 
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em importantes mudangas ambientais, influindo na produgao de mutacina I. 

Estudos de Merritt et al. (2005) e de Ql et al. (2004) demonstram que as 

proteinas codificadas pelos genes ciaH e luxS e requerido para a produgao 

desse tipo de mutacina. CiaH e uma protefna histidina kinase de um TCSTS 

(two-component signal-transduction system); enquanto LuxS e responsavel 

pela sintese de uma molecula auto-indutora de sinalizagao celular 

interespecies. Esses mesmos produtos regulam outras fungoes celulares, 

fundamentais a sobrevivencia das especies de S. mutans em niches de 

complexidade ambiental como a capacidade de formagao de biofilme e a 

tolerancia a condigoes de estresse. Acredita-se que a sfntese de peptfdeos 

antimicrobianos no biofilme dental pode trazer vantagens ecol6gicas a especie 

produtora principalmente neste ambiente altamente competitive. Os resultados 

de expressao genica das mutacinas I e II obtidos no presente estudo 

corroboram com esta hip6tese. 

Mutacina II: 

Segundo a analise estatfstica (ANOVA, p = 5%) a cepa C7(5)1 

apresentou maior produgao de mutacina II em meio TSB nao tamponade em 

relagao aos meios tamponados em pH 5,5 e pH 7,0, tanto na DO 0.5 como na 

DO 1.0 . Foi observada maior sintese de mutacina II (ANOVA p < 0,05) !rente 

ao estresse populacional (DO= 1.0) em estresse acido (pH= 5.5). Este dado 

enfatiza que a produgao da mutacina II pode ser maior em ambientes adversos, 

como alta densidade populacional e estresse Elcido, condig6es encontradas em 

biofilme dental. Quando em meio tamponade em pH 7,0, observou-se o 

contrario, ou seja maior sfntese no meio de menor densidade populacional 
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(ANOVA, p < 5 %). Salienta-se que esta mesma cepa tambem produz a 

mutacina tipo I, o que pode aumentar seu espectro de atividade antimicrobiana 

e suas vantagens ecol6gicas na cavidade bucal. 

Ja a cepa C18(10)6 apresentou maior expressao do gene mutAII nos 

meios TSB tamponados, principalmente em estresse acido em DO = 0,5. 

Houve maior expressao do gene estrutural mutAII (ANOVA p <5%) em meio 

TSB nao tamponado na densidade 6ptica = 1.0 (estresse populacional) 

comparando-se com o nivel de expressao em densidade 6ptica proxima a 0,5. 

Ja a cepa C7(5)1, tambem produtora de mutacina II, apresentou maior sintese 

desta substancia sob estresse populacional associado ao estresse acido. Nao 

se encontrou informay6es em artigos cientificos sabre as possfveis 

mecanismos de regulagao de mutacina II em cepas de Streptococcus mutans. 

Pelos dados expostos, este tipo de mutacina pode apresentar importante 

vantagem seletiva a cepa produtora, uma vez que ambas as cepas analisadas 

apresentaram maior expressao do gene estrutural mutAII em ambientes de alta 

densidade populacional/celular, sugerindo um mecanismo de regulagao par 

mecanismos do sistema quorum-sensing (Taiete et al., 2008; Taiete et al., 

2009a). 

Mutacina Ill: 

Dentre as mutacinas caracterizadas, a mutacina tipo Ill foi a menos 

estudada quanta aos mecanismos de produgao ou regulagao genica. Os meios 

tamponados apresentaram a melhor condigao para a produgao de mutacina Ill 

pela cepa C2S4, nas diferentes densidades 6pticas testadas. 
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Todos os meios testados apresentaram expressao significativamente 

maier do gene estrutural da mutacina Ill sob estresse populacional (DO = 1.0) 

(grafico 3). Entretanto a cepa C8D10, produtora de mutacina Ill, nao 

apresentou o mesmo perfil de expressao genica. Esta cepa apresentou maier 

produgao de mutacina Ill em meio tamponade em pH 5,5 e DO = 0,5 (grafico 

4). Nao existem estudos que correlacionem a expressao de mutacina Ill com o 

sistema quorum sensing, o que dificulta a discussao dos dados obtidos no 

presente estudo. Os resultados contrastantes obtidos acerca da expressao do 

gene muiAIII devem-se ao background genetico de cada cepa (Taiete et al., 

2008; Taiete et al., 2009a). 

Em recente trabalho publicado por KAMIYA et al. (2008), cepas 

produtoras de mutacinas tipo Ill apresentaram ample espectro de inibigao 

contra diferentes especies bacterianas e fungicas de interesse medico e 

odontol6gico, o que reforga o interesse nos estudos sabre a analise da 

expressao do gene estrutural deste importante fator de virulencia de S. mutans. 

Mutacina IV: 

0 gene n/mA, que codifica o peptideo NlmA, urn dos componentes da 

mutacina IV, foi mais expresso em meio de cultura nao tamponade em alta 

densidade celular pela cepa C9S9. Ja o gene n/mB nao apresentou o mesmo 

perfil de expressao, sen do mais expresso em meio TSB tamp on ado em pH 

acido (5,5) e baixa densidade populacional. 

0 gene nfmA da mutacina IV foi mais expresso em meio de cultura nao 

tamponade em alta densidade celular pela cepa C1 S2, apresentando o mesmo 

perfil de expressao genica da cepa C9S9 para o mesmo gene. Ja o gene n/mB 
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da cepa C 1 S2 nao apresentou o mesmo perfil de expressao do gene nlmA, 

sendo mais expresso em meio TSB tamponade em pH acido (5,5) e baixa 

densidade populacional. 

Houve concordEmcia nos resultados obtidos para a expressao dos genes 

nlmAB da mutacina IV para as duas cepas analisadas. Ou seja, ambas 

apresentaram maior expressao de nlmA em meio TSB nao tamponade e alta 

densidade celular, e maior expressao de nlmB em meio acido e baixa 

densidade populacional. 0 que pode indicar que estes genes nao estao 

organizados em um mesmo OPERON discordando com os estudos de Qi et al 

(2001). Disseca96es geneticas do locus nlmAB nao suportam a hip6tese de 

que a mutacina IV seja composta par dais peptideos de atividades sinergicas e 

o papel do peptideo NlmB permanence enigmatico (Hale el a!., 2005). KAMIYA 

et al. (2008) detectou duas cepas que expressaram positivamente os genes 

nlmA ou nlmB e apresentaram um perfil de espectro antimicrobiano distinto, 

entretanto o papel individual dos peptideos NlmA e NlmB no espectro de 

inibi9ao da mutacina IV nao pode ser identificado neste estudo. 

Van Der Ploeg et al. (2005) relata em seu artigo que a competencia para 

a transforma9ao genetica e a forma9ao de biofilme sao dependentes do 

sistema TCSTS ComDE, junto com o peptideo CSP (peptideo estimulador de 

competencia) (codificado pelo gene comC). Neste estudo van der Ploeg et al. 

observou que a expressao dos genes nlmA e nlmB foram maiores em altas 

densidades celulares, assim como quando havia urn acrescimo do peptideo 

CSP, sugerindo que o estresse populacional via sistema TCSTS estimula o 

desenvolvimento da competencia celular assim como a prodw:;ao da mutacina 

IV. 
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Genes regulat6rios: 

As proteinas kinases CiaH, e ComD sao importantes componentes 

regulat6rios que coordenam a expressao dos genes de produgao das 

mutacinas I e IV respectivamente. lnteressantemente, estas proteinas tambem 

foram correlacionadas com a maior adaptac;ao ao estresse acido, resist8ncia a 

bacitracina e desenvolvimento da competencia celular. Estudos recentes tem 

relacionado a produgao de peptideos antimicrobianos com o sistema quorum

sensing - TCSTS (Sistema de Transdugao de Sinal via Dais Componentes), 

demonstrando o aumento da expressao de genes estruturais em condi<;oes de 

maior densidade celular ou controle da expressao genica atraves de 

mecanismos regulat6rios pertencentes a este sistema [Qi et at., 2004; Hale et 

a/., 2004; van der Ploeg, 2005; Yonezawa & Kuramitsu, 2005]. 

0 Sistema TCSTS e realizado atraves de dais componentes regulat6rios 

consistindo de uma protefna histidina kinase, associada a membrana 

citoplasmatica, e uma segunda proteina regulat6ria, situada no citoplasma. A 

proteina histidina kinase detecta os peptideos sinais do ambiente (que sao 

sintetizados e exportados para o meio ambiente par um grande ntlmero de 

esp8cies bacterianas - j9 que esses sistemas sao semelhantes em bacterias 

gram-positivas - funcionando como um indicador da densidade populacional, 

pais sua concentrac;ao no meio e proporcional ao nUmero de c81ulas) e 

transmite este sinal atraves da fosforila<;ao da proteina regulat6ria, ao qual 

ativa a transcri<;ao de genes alvos envolvidos na adapta<;ao, sobrevivencia e 

mecanismos de virulencia [Appleby et at., 1996; Fabre! & Hoch, 1999; van der 
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Ploeg, 2005]. Este sistema funciona como modulador da expressao de 

diferentes genes em resposta as alteray5es ambientais. 

Outra proteina de membrana relacionada com a sintese de mutacina 11 e 

a Dgk. Esta proteina au enzima cataliza a transferencia direta do fosfato 

presente no MgATP para a glicerol, resultando na formagao de acido 

fosfatidicos (PA), principal, precursor dos fosfolipideos de membrana (BADOLA 

& SANDERS, 1997; LIS & KURAMITSU, 2003). 0 PA gerado atraves da 

fosforilagao direta do diaglicerol pela Dgk e uma via secundaria para a sintese 

de componentes da membrana. A disruptura do gene dgk em E. coli, resultou 

em acumulo de diaglicerol na membrana, principalmente em baixa 

osmolaridade (RAETZ & NEWMAN, 1979). Em E. coli, a diaglicerol pode ser 

reciclado pela enzima Dgk para ser reutilizado na sintese de fosfolipideos. Em 

bacterias Gram-positivas, a diaglicerol participa da forma.;:ao de acido 

lipoteic6ico e fosfolipideos de membrana (TARON et al., 1983; VIKSTROM et 

al., 2000). Em estudos previos, a desruptura deste gene em S. mutans, 

resultou em crescimento reduzido au alterado em baixo pH, elevadas 

termperaturas e alta osmolaridade, alem de reduzir significantemente a 

expressao do gene estrutural da mutacina II. Em adigao a cepa mutante nao 

produziu mutacina II nos testes fenotipicos, sugerindo que a proteina Dgk 

regula as niveis de transcrigao do mutAII e as modificagoes p6s-traducionais do 

respective pre-peptideo (YAMASHITA et al., 1993; CHEN et al., 1 998). 

Para a cepa C1S2 a produgao do gene estrutural da mutacina I foi maior 

nos meios nao tamponados tanto em D.O 0,5 quanta em 0.0 1 ,0, encontrando 

maier expressao no meio nao tamponade em alta densidade celular. Ja a 

expressao do gene de virulencia ciaH nao apresentou o mesmo padrao do 
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gene mulA\; sendo mais expresso no meio nao tamponando em D.O 0,5, 

enquanto em D.O 1,0 houve maior expressao no meio de cultura tamponado 

em pH 7,0. 

A cepa C9S9 apresentou maior expressao do gene mulA\ em meio 

tamponado em pH 7,0 em baixa densidade populacional, enquanto em alta 

densidade popu\acional houve maior expressao no meio nao tamponado. 

Sendo que esta ultima condigao foi onde se encontrou a maior expressao de 

todas as amostras dessa cepa. Ap6s a eletroforese dos produtos da PCR para 

ogene ciaH uti\izando o eDNA dessa cepa, nao foi encontrado nenhuma banda 

eletroforetica, entretanto o controls positivo (DNA cepa UA 159) e as amostras 

do gene 168 apareceram normalmente (reagao realizada duas vezes); o que 

sugere falha no anelamento dos primers especificos para o gene ciaH na 

reagao de PCR, possivelmente pelo fato dessa cepa exibir um po\imorfismo 

genetico no locus ciaH. 

Ja a cepa C7(5)1 apresentou maior expressao do gene estrutural da 

mutacina I na condiyao de maior densidade populacional em meio nao 

tamponado. Em D.O 1,0 a expressao do gene ciaH tam bern foi maior nessa 

mesma condigao. Em D.O 0,5 o gene ciaH foi significativamente mais 

expresso que o gene estrutural da mutacina I. 

De uma forma geral o gene estrutural da mutacina I e o gene de 

virul6ncia ciaH foram mais expresses em meio nao tamponade (que permite 

variagao no pH ambiental) em alta densidade populacional. 

Qi el al. (2004) demonstrou o pape\ da inativagao de cinco genes de 

protefnas histidinas kinases sabre a produgao da mutacina I, e observou que a 

apenas a inativavao do gene ciaH resultou na perda completa da produgao de 



42 

mutacina I pela cepa mutante, o que foi demonstrado pelo metoda do 

antagonismo; demonstrou tambem que a inativa9ao do gene ciaH diminuiu o 

desenvolvimento da competencia, toler8ncia ao estresse e a formayao de 

biofilme dependents de sacarose. 

Em alguns casas nao houve o mesmo padrao da expressao do gene 

estrutural da mulacina I e do gene ciaH, entretanto segundo Tsang et al., 2005, 

a produ9ao da mutacina I e controlada par diversos e complexes mecanismos 

regulat6rios. Nao se conhece todos os mecanismos envolvidos com a 

regula9ao do operon da mutacina I, porem foi previamente demonstrado que o 

regulador da expressao, muiR, eo sensor ciaH (TCSTS) sao requeridos para a 

expressao da mutacina I. Outros estudos indicam que alem das proteinas 

codificados pelo gene ciaH as proteinas codificadas pelo gene /uxS sao 

requeridas para a produ9ao da mutacina I. (Merritt et al., 2005; Qi et al., 2004). 

Merritt et al. (2005) relata em seu estudo que a inativa9ao do gene /uxS aboliu 

a sintese desse lantibi6tico. Propondo urn mecanisme de regula9ao da 

expressao da mutacina I mediada par LuxS, que normalmente sintetiza Al-2 

(molecula auto-indutora 2), que e secretada para fora da celula; na presen9a de 

LuxS funcional a transcri9ao do gene irvA (irvA e urn gene que quando 

expresso inibe a sintese da mutacina I) e reprimida. Contudo quando ogene 

luxS e inativado, au quando a cSiula encontra estresse ambiental, hcl urn 

acrescimo da expressao do gene irvA. Altos niveis de lrvA leva a repressao da 

transcri9ao dos genes mulA e muiR, o que resulta na lalla de expressao da 

mutacina I. 
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Esses estudos demonstraram que esses genes sao especificos para a 

mutacina I, ja que a sua inativa9ao nao alterou a expressao das mutacinas 11 e 

mutacina IV. 

A expressao do gene estrutural da mutacina II pela cepa C7(5)1 em D.O 

0,5 foi maior em meio nao tamponado, enquanto ogene dgK foi mais expresso 

em meio tamponado em pH 7,0. Ja em D.O 1,0 o gene estrutural foi mais 

expresso em meio nao tamponado enquanto o gene dgK foi igualmente 

expresso. Em todas as condi9oes analisadas a expressao do gene de 

virulencia foi maior que a expressao do gene mutAII. 

Para a cepa C18(10)6 em D.O 0,5 a expressao do gene estrutural da 

mutacina II foi maior em meio tamponado em pH 7,0, enquanto o gene dgK 

nessa densidade populacional foi mais expresso (e de maneira semelhante) 

nos meios controle e tamponado em pH 5,5. Em alta densidade populacional 

tanto a expressao do gene estrutural quanta do gene regulat6rio foi maior no 

meio nao tamponade; adicionalmente pode-se observar que o gene dgK 

tambem foi altamente expresso em meio tamponade em pH neutro. 

Esses dados mostram que o gene estrutural da mutacina II e o gene de 

virulencia dgK sao altamente expressos em ambiente de alta densidade 

populacional, principalmente em meio nao tamponade, havendo diferencas no 

padrao de expressao desses genes. 

A mutacina II e urn pequeno peptideo termoestavel que exibe atividade 

inibit6ria por inibir o metabolismo das celulas sensiveis. Os genes de 

biossfntese dessa mutacina esta organizada em urn cluster de 7 genes, dentre 

eles ogene muiR que e responsavel pela regula9ao da biossintese dos genes 
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do operon; inativayao desse gene resulta em mutantes que nao expressam o 

gene mutAII. 

Chen et al. (1999) relata que a inser9ao de apenas dois genes, muiAII 

gene estrutural da mutacina 11, e mutM, gene de modificayao, em uma cepa 

nao produtora desse tipo de lantibi6tico nao foi suficiente para a produ9ao da 

mutacina II. Concluindo que todos os genes encontrados no operon sao 

necessaries para a produ9ao da mutacina II. Alem de outros genes regulat6rios 

como o gene dgK. 

Chen et al. (1998) sugere que a proteina DGK pode desempenhar um 

importante papel nao apenas na adapta9ao a condi96es de estresse ambiental, 

como tambem na produ9ao de mutacina II. 0 gene dgK desempenha fun96es 

na resposta a varios estresse ambientais (pH, temperatura e pressao

osm6tica). Nesse estudo para investigar o efeito da inativagao do gene dgK na 

expressao do gene estrutural mutAII, foi construido uma cepa mutante, 

defectiva para o gene dgK. A cepa mutante e a cepa padrao foram crescidas 

em meio TSB enriquecido com extrato de levedura, e foram realizadas 

extragoes de RNA em varios pontos da curva de crescimento. RT-PCR foi 

empregado para analisar a expressao do gene estrutural da mutacina II na 

cepa mutante e na cepa padrao, encontrando que o nivel de transcri9ao na 

cepa mutante foi significantemente reduzido em comparayao com a cepa 

padrao. Foi realizado tambem o teste de antagonismo, e este indicou que nao 

houve produgao da mutacina II pela cepa mutante, mesmo que o gene muiAII 

fosse transcrito em urn nfvel baixo. Esta observayao conduziu as autores a 

supor que DgK pode estar envolvido com a regulagao da produ9ao da mutacina 
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II em diversos niveis: no nivel de transcriyao do gene mulA, e tambem na 

regulayao da tradu9ao e de modificayoes p6s-traducionais. 

Mais estudos sao necessaries para investigar o papel de outros genes 

regulat6rios na expressao desse peptideo antimicrobiano (Taiete et al., 2009a). 

0 peptldeo NlmA foi mais expresso em meio de cultura nao tamponade 

em 0.0 1,0 pela cepa C1S2, enquanto o peptideo NlmB foi mais expresso na 

0.0 1,0 em meio nao tamponade e em 0.0 0,5 no meio tamponade em pH 5,5. 

Para esta cepa o gene comO foi mais expresso meio nao tamponade tanto na 

0.0 0,5 quanta na 0.0 1,0 

A cepa C9S9 apresentou em 0.0 0,5 maier expressao do gene nlmA 

nos meios nao tamponade e tamponade em pH 7,0, ao passe que os genes 

nlmB e comO foram mais expresses em meio tamponade em pH 5,5. Na 0.0 

1,0 os genes nlmA e nlmB foram mais expresses em meio de cultura nao 

tamponade enquanto o gene comO foi mais expresso em meio tamponade em 

pH 7,0. 

A mutacina IV e composta par dais peptideos (NlmA e NlmB), de 

pequeno tamanho, que nao sofrem modificayOes p6s-traducionais e que sao 

termoestaveis. Age possivelmente pela sua inseryao na membrana de outros 

microrganismos, causando a formayao de paras que alteram o potencial de 

membrana. 

Em S. mutans a competencia para a transformayao genetica e a 

formayao de biofilme sao dependentes do sistema TCSTS ComDE junto com o 

peptideo ferorm6nio CSP (peptideo estimulador da competencia - codificado 

pelo comC). 0 mesmo sistema e requerido para a expressao dos genes nlmA e 

nlmB. Segundo van der Ploeg (2005) o aumento da densidade celular ou a 
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adi~ao de CSP resultou em acrescimo da expressao dos genes que codificam 

os peptfdeos constituintes da mutacina IV; entretanto quando os genes do 

sistema comDE foram inativados a expressao dos genes nlmA e n/mB foi 

abolida. 

No sistema comDE, o gene come codifica o precursor do peptfdeo 

ferormonio estimulador da competencia (CSP) e comO e comE que codificam o 

sensor histidina kinase e a protelna regulat6ria, respectivamente. Em seu 

estudo, van der Ploeg relata que a expressao dos genes da mutacina IV e 

induzida pela adi9ao de CSP, e que a inativa9ao do sistema regulat6rio comDE 

resulta na ausencia de expressao dos genes estruturais da mutacina IV. Para 

tanto ele observou que adicionando o peptideo estimulador da competencia em 

diferentes concentrayao, encontrou que a expressao dos genes nlmA e nlmB 

sao dependentes da quantidade de CSP. Relatando que os Ires componentes 

do sistema (o peptideo ferorm6nio, o sensor histidina kinase e a proteina 

regulat6ria) sao necessarios para a expressao de n/mAB. 

Van der Ploeg nesse mesmo artigo cita que quando muta96es no gene 

vicK foram introduzidas, o nfvel de expressao dos genes nlmA e n/mB foi maier 

que o nivel de expressao da cepa padrao, indicando que vicK age 

negativamente na expressao dos genes que codificam os peptfdeos da 

mutacina IV. 

Existem diversos genes reguladores da virulencia da especie S. mutans, 

e nem todos foram analisados quanta a influencia que exercem na expressao 

dos genes de biossintese das mutacinas. Em alguns casas, nesse estudo, o 

padrao de expressao mlo foi similar entre os genes regulat6rios e o gene 

estrutural da mutacina; entretanto salienta-se que existe uma grande 
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diversidade genetica entre as especies de S. mutans, o que pode levar a 

complexes e diversos mecanismos de controls da expressao dos fatores de 

virulencia (Taiete et al., 2009a). 

De uma forma geral encontrou-se maior expressao dos genes 

estruturais das mutacinas e dos genes regulat6rios no meio nao tamponade, 

que permits uma variayao do pH do meio (dado que concorda com resultados 

descritos no item 5.1, quando foi encontrado por metodos fenotipicos maior 

produgao de mutacinas em meio nao tamponado) em alta densidade celular, o 

que concorda com resultados encontrados na literatura que estabelecem 

claramente uma regulayao da expressao das mutacinas com o sistema quorum 

sensing. 

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que outros 

mecanismos quorum-sensing au proteinas kinases podem estar tambem 

relacionados com a produyao dessas bacteriocinas. 

5.3. Detec~ao da atividade antimicrobiana de mutacina(s) in vitro 

A mutacinotipagem foi realizada para tragar o perfil de sensibilidade 

de duas cepas indicadoras as mutacinas produzidas pelas cepas produtoras 

utilizadas nessa metodologia. 0 perfil de sensibilidade foi determinado de 

acordo com o tamanho do diametro de inibigiio (em milimetros), seguindo a 

formula: [(diametro da zona de inibigao- 6 mm):(maior diametro da zona de 

inibigiio obtido- 6 mm)] x 100% (WU eta/., 2004). 

A cepa Streptococcus sanguinis ATCC 15300 foi selecionada como a 

cepa indicadora, pais apresentou maier sensibilidade a ayao das mutacinas 
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produzidas pelas 6 cepas produtoras empregadas do que a outra cepa 

indicadora, S. sanguinis MS. 

Tabela 6. Resultados em unidades arbitraria da concentra<;ao 

inibit6ria minima (CIM) e da atividade do extrato (crescimento 

estatisticamente menor que o controle) da cepa S. sanguinis ATCC 15300 

submetida a a<;ao dos diferentes extratos brutos. 

Cepa pH do meio CIM Atividade 

C7(5)1 pH 7.0 1/2 1/2 

pH 5.5· 1/8 1/8 

C9S9 pH 7.0 1 1 

pH 5.5 1 1 

C1S2 pH 7.0 1/8 

pH 5.5' 1 1/16 

C18(10)6 pH 7.0 1/2 1/4 

pH 5.5• 1/2 1/8 

C8D10 pH 7.o· 1 

pH 5.5 

C2S4 pH 7.0 

pH 5.5 

D • Condi<;ao de pH em que houve maior atividade antimicrobiana dos 

extratos brutos contendo as mutacinas 

As mutacinas I e II contidas no extrato bruto isolado da cepa C7(5)1 

apresentaram maior atividade inibit6ria em pH 5.5. Em TSB pH 5.5 houve 

inibi<;ao de 100% do crescimento da cepa indicadora ate a dilui<;ao 1/8 do 
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extrato, enquanto em TSB pH 7.0 houve inibigao de 100% ate a diluigao 112. 

Neste caso, as diluig6es que apresentaram diferenga significante em relagao 

ao centrale foram as diluiy6es que inibiram totalmente o crescimento da 

cepa indicadora. 

As mutacinas I e IV contidas no extrato brute da cepa C9S9 

apresentaram atividade inibit6ria iguais em pH 7.0 e em pH 5.5. Houve 

inibigao de 100% no crescimento da cepa indicadora na diluigao 1 das duas 

condigoes de pH. 

As mutacinas I e IV expressas pela cepa C 1 82 nao apresentaram 

inibigao de 100% do crescimento da cepa indicadora S. sanguinis ATCC 

15300 em pH 7,0, enquanto em pH 5,5 houve inibigao de 100% do 

crescimento da cepa indicadora na diluigao 1, o que pode sugerir maier 

atividade antimicrobiana dessas mutacinas em pHs mais baixos. Em adigao, 

em pH 7.0, houve diferenga estatistica ate a diluigao 118 em relagao ao 

crescimento do controls. Jil em pH 5.5 houve diferenga ate a diluigao 1/16 (p 

< 5% teste t de Student). 0 que pede sugerir que em pH 5.5 o extrato obtido 

da cepa C 182 teve maier atividade antimicrobiana. 

Os diferentes resultados de atividade dos extratos das cepas C9S9 e 

C1S2 podem sugerir que as quantidades das mutacinas I e IV obtidas em 

cada extrato foram distintas (Taiete et al., 2009a e b). A utilizagao de 

extratos brutes nos testes de atividade nao gera resultados conclusivos, uma 

vez que mais de uma substancia inibit6ria pode estar presente nestes 

extratos, alem disso, tais substancias podem apresentar atividade sinergica, 

como e o caso das mutacinas tipo IV e Smb, composta par dais peptideos 
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antimicrobianos NlmA e NlmB e SmbA e SmbB, respectivamente (Qi et al., 

2001; YONEZAWA H et al., 2005). 

A mutacina II isolada da cepa C18(1 0)6 apresentou inibivao de 100% 

do crescimento da cepa indicadora ate a diluiyao 1/2 tanto em pH 7,0 quanta 

em pH 5,5. Entretanto pela analise estatistica (teste I de Student) pode-se 

observar que em pH 7.0 houve diferenga significante em relavao ao controle 

ate a diluiyao 1/4, enquanto que em pH 5.5 houve ate a diluiyao 1/8. 0 que 

de ceria forma pede sugerir que a atividade inibit6ria da mutacina II obtida 

da cepa C18(10)6 foi maier em pH acido. 

A mutacina Ill isolada da cepa C8D1 0 nao apresentou atividade 

inibit6ria do crescimento da cepa indicadora S. sanguinis ATCC 15300 

satisfat6ria; nos do is pHs nao houve inibivao de 100% em nenhuma diluivao 

avaliada. Entretanto em pH 7,0 observa-se que na diluivao 1, houve inibigao 

de cerca de 50% do crescimento em relavao ao centrale. 

0 mesmo ocorreu com a mutacina Ill isolada da cepa C2S4, que nao 

apresentou atividade inibit6ria do crescimento da cepa indicadora S. 

sanguinis ATCC 15300 satisfat6ria; nos dais pHs nao houve inibiyao de 

100% em nenhuma diluivao avaliada. Esses resultados podem sugerir que a 

mutacina Ill esta sendo degradada pelo metoda de precipitac;ao e extragao 

padronizado para as cepas produtoras de mutacinas utilizada nesse estudo, 

ou entao que a concentravao desse peptideo antimicrobiano no extrato brute 

obtido e baixa, pelo fate desse tipo de mutacina nao ser bem expresso em 

meios liquidos (Qi et al., 1999; Taiete et al., 2009a e b). 

Em resume, a maioria dos extratos obtidos das cepas produtoras de 

mutacinas I, II e IV analisadas apresentou maior atividade inibit6ria em pH 

... J 
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5,5. Ja para mutacina tipo Ill as atividades inibit6rias detectadas em 

diferentes pHs, na microtecnica, foram insuficientes para concluir qual o 

melhor pH para a atividade deste tipo de mutacina (Taiete et al., 2009a e b). 

As atividades das mutacinas tambem foram analisadas quanta a 

capacidade de difusao dos antimicrobianos em meios tamponados em pH 

7.0 e 5.5. As mutacinas I e II presentes no extrato bruto oblido ap6s a 

precipitagao de proteinas com sulfato de amenia (EBSA) do sobrenadante 

de cultura da cepa C7(5)1 !eve maior capacidade de difusao no meio TSA 

pH 5.5. No meio TSA pH 7.0 o extrato apresentou atividade inibit6ria do 

crescimento da cepa indicadora S. sanguinis ATCC 15300 ate a diluigao 

1/32, enquanto em pH 5.5 foi apresentado atividade inibit6ria ate a diluigao 

1/128. Em adigao pode-se observar que as medias dos diiimetros dos halos 

inibit6rios foram maiores no meio TSA pH 5.5 se comparado com as 

diluigoes correspondentes no meio TSA pH 7.0 (tabela 7) 

A mutacina II conlida no extrato bruto e isolada da cepa C18(10)6 

apresentou maior capacidade de difusao em TSA pH 5.5. Neste meio a 

atividade inibit6ria foi observada ate a diluigao 1/64, e no meio TSA pH 7.0 

ate a diluigao 1/32. Novamente os halos de inibigao foram maiores no meio 

com pH acido. 

A mutacina tipo Ill contida no extratro bruto, isolada das cepas C8D1 0 

e C2S4, apresentou maior difusao em TSA pH 5.5. 0 extrato isolado da cepa 

C8D10 inibiu o crescimento da cepa indicadora S. sanguinis ATCC 15300 

apenas na diluigao 1, enquanto em pH 5.5 inibiu ate a diluigao 1/2. Ja o 

exlrato brulo da cepa C2S4 nao apresentou atividade inibit6ria contra a cepa 

indicadora em pH 7.0, e em pH 5.5 apenas na diluigao 1. Esses dados 
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podem sugerir que a mutacina Ill, que possui urn amplo espectro inibit6rio

demonstrado pela mutacinotipagem -, nao e bern produzida em meios 

liquidos resultando numa concentrayao baixa desse peptideo antimicrobiano 

no extrato bruto, ou que o metoda padronizado de precipitavao e extravao de 

proteinas pode estar degradando esse tipo de mutacina, o que poderia 

explicar a baixa atividade antimicrobiana apresentada pelos extratos brutos 

que contem a mutacina Ill. A analise da expressao gfmica das mutacinas, 

demonstrou que a expressao do gene estrutural da mutacina Ill foi 

semelhante muitas vezes com a expressao dos outros genes estruturais 

analisados, corroborando com a hip6tese de que o metoda de extra9ao 

empregado nao esta sendo adequado para a extravao desse tipo de 

mutacina. 

Os extratos brutos isolados das cepas C9S9 e C1 82, produtores das 

mutacinas I e IV teve maior capacidade de difusao em TSB pH 5.5. 0 extrato 

da cepa C9S9 apresentou atividade inibit6ria ate a dilui9ao de 1/32 em pH 

7.0 e ate a dilui9ao 1/16 em pH 5.5; entretanto os diametros dos halos 

inibit6rios em TSA pH 5.5 foram maiores que os diametros dos halos 

apresentados no meio TSA pH 7.0. Enquanto o da cepa C1S2 apresentou 

atividade inibit6ria ate a dilui9ao 1/8 em pH 7,0 e 1/32 em pH 5,5. 

Pode-se observar que todas as mutacinas presentes nos extratos 

brutos avaliados nesse estudo tiveram maior capacidade de difusao sabre o 

agar em pH 5.5 (Taiete et al., 2009a e b) 

Tabela 7. Resultados do teste de difusao dos extratos brutos em 

diferentes pHs (media dos diametros de inibivao em mm): 
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EBSA/Cepa Diluic;:ao seriada dos extratos e diametros dos halos de inibic;:Bo em diferentes pHs 

Meio TSA pH 7.0 1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 

C7(5)1 (I e II) 17,5 16 12 8,5 9 6 -

C18(10)6 (II) 17,5 15 13 11 6,5 4 -

C1S2 (I e IV) 14 11 ,5 6 4 - - -

C8010 (Ill) 4 - - - - - -

C2S4 (Ill) - - - - - - -

C9S9 (I e IV) 14 13 11 5 4 4 -

Meio TSA pH 5.5 

C7(5)1 (I e II) 22 17 15 18 15 13 10 

C18(1 0)6 (II) 23 21,5 19,5 17,5 15,5 10,5 6 

C1S2 (I e IV) 20 18 15 12 11 5 -

C8010 (Ill) 6 4 - - - - -

C2S4 (Ill) 5 - - - - - -

C9S9 (I e IV) 19 16 14,5 11 4,5 - -

- ausencia de halo inibit6rio 

5.4. Detec~;ao da atividade antimicrobiana de mutacina(s) in vitro 

- o pape/ das proteases 

Para verificar se a atividade antimicrobiana apresentada pelos 

extratos era de fato pela avao das mutacinas (proteinas), ou pela avao de 

substancias do metabolismo bacteriano de origem nao proteica ou mesmo 

1/128 

-

-

-

-

-

-

4 

-

-

-

-
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pela ayao deleteria de algum composto utilizado na sua extrayao, realizou-se 

o tratamento dos extratos com proteinase K. 

A tabela 8 mostra que nao houve forma9ao de halos inibit6rios nas 

amostras submetidas a a9ao da proteinase K, enquanto houve a formagao 

de halos inibit6rios nos controles do extrato bruto (EBSA). Demonstrando-se 

assim que a atividade antimicrobiana apresentada pelos extratos e devido as 

mutacinas au as subst€mcias semelhantes a elas. 

Para verificar o papel das proteases salivares sabre as mutacinas 

contidas nos extratos realizou-se a metodologia anteriormente descrita, 

entretanto sendo utilizado saliva ao inves da proteinase K. Adicionou-se a 

mesma quantidade de extrato bruto obtido ap6s precipitaviio com sulfato de 

amenia - EBSA e de saliva, sendo entao incubadas por 37°C por 2 horas. 

Pode-se observar que nas amostras controles houve a presen9a de halos 

inibit6rios ate a diluigao 1/4 do EBSA. Nas amostras submetidas a ayao das 

proteases salivares verificou-se ainda a presen<;a de halos inibit6rios para 

alguns extratos (vida tabela 9); entretanto em dilui96es menores e com 

diametro men or de inibi9ao, enquanto para outros extratos nao foi observado 

halos resultantes da inibi9ao do crescimento da cepa indicadora. lndicando 

que possivelmente as proteases salivares degradam as mutacinas. 

A partir desses resultados foi decido utilizar a mesma metodologia 

utilizando dessa vez o pellet de proteinas (mutacinas - obtidos com a 

extra9iio com igual volume de clorof6rmio e de extrato com sulfato de 

amenia - EBCL) ressuspendido em saliva e nao mais o extrato bruto diluido. 

Prosseguiu-se os testes com a mesma metodologia anteriormente descrita. 
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Dessa vez, as amostras submetidas a agao das proteases contidas 

na saliva nao apresentaram capacidade inibit6ria (vide label a 1 0), enquanto 

as amostras controles apresentaram atividade inibit6ria, indicando que as 

proteases salivares podem degradar as mutacinas, e que essa degradagao e 

dependente da concentragao das proteases (Taiete et al., 2009a e b). 

0 fato das proteases salivares poderem degradar as mutacinas in 

vitro nao indicada que in vivo ocorra o mesmo, ja que pelas caracteristicas 

peculiares presentes no biofilme as mutacinas podem encontrar um 

ambiente de protegao ou barreira fisica !rente as influencias do ambiente 

externo, como par exemplo, a agao da saliva (Taiete et al., 2009a e b). 

Tabela 8. Medias dos diametros dos halos inibit6rios (em mm) 

obtidos, ap6s diluigao seriada do EBSA e tratamento com proteinase K e 

seus respectivos controles: 

Diluigao dos extratos 
Extratoffratamento 

1/1 1/2 1/4 1/8 1/32 

EBSNProteinase K 
(2h/37'C) 

C7(5)1 - - - - -
C18(10)6 - - - - -

C1S2 - - - - -
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C8D10 - - - - -

C2S4 - - - - -
C9S9 - - - -

EBSA/Proteinase K 
(CONTROLE) 

C7(5)1 16 14 9 4 -

C18(10)6 13 11 10 - -

C1S2 10 8 - - -

C8010 4 - - - -

C2S4 5 4 - - -
-

C9S9 11 9 4 - -

Legenda: - ausencia de halo inibit6rio 

Tabela 9. Diametros dos halos inibit6rios (em mm) obtidos, ap6s 

dilui9ao seriada do EBSA e tratamento com saliva diluida e seus respectivos 

controles: 

Diluiyao dos extratos 
Extrato!Tratamento 

1/1 1/2 1/4 1/8 1/32 

EBSA/Saliva dilufda 
(2h/3TC) 

C7(5)1 13 8,5 6,5 - -

C18(10)6 4 - - - -

C1S2 5 - - - -

C8D10 - - - - -

C2S4 - - - - -
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C9S9 9 8 4 - -

EBSA/saliva diluida 
(CONTROLE) 

C7(5)1 14 10 7 - -

C18(10)6 11 4 - - -

C1S2 11 6 - - -

C8D10 4 - - - -
C2S4 4 4 - - -

C9S9 10 9 4 - -

Legenda: - ausencia de halo inibit6rio 

Tabela 10. Medias dos diametros dos halos inibit6rios (em mm) 

obtidos, ap6s diluigao seriada do EBCL e tratamento com saliva e seus 

respectivos controles: 

Extratorrratamento 
Dilui<;:§.o dos extratos 

1/1 1/2 1/4 1/8 1/32 

EBSA/saliva (2h/37"C) 

C7(5)1 - - - - -

C18(10)6 - - - - -

C1S2 - - - - -

C8D10 - - - - -

C2S4 - - - - -

C9S9 - - - - -
-

EBSA/saliva (CONTROLE) 

C7(5)1 15 9 8 - -
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C18(10)6 10 4 - - -
C1S2 10 7 - - -

C8010 4 - - - -

C2S4 5 4 - - -
C9S9 11 8 4 - -

Legenda: - ausencia de halo inibit6rio 

5.5 Atividade antimicrobiana no desenvolvimento do biofilme 

bacteriano in vitro 

Tabela 11. Resultados em unidades arbitrarias. Atividade 

antimicrobiana dos diferentes extratos na forma9ao de biofilme de S. 

sanguinis e S. mutans 

Cepa produtora pH do meio 

C7(5)1 pH 7.0 

pH 5.5 

C9S9 pH 7.0 

pH 5.5 

C1S2 pH 7.0 

S. sanguinis 

1/32 

1/32 

1/16 

S. mutans 

1/16 

1/32 

1/16 

1/32 

1/16 
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pH 5.5 1116 

C18(10)6 pH 7.0 1132 1116 

pH 5.5 1116 1132 

C8D10 pH 7.0 1164 

pH 5.5 1132 

C2S4 pH 7.0 1132 118 

pH 5.5 118 

D Condi9ao de pH em que o extrato bruto obteve maior atividade 

inibit6ria da formayao de biofilme das especies indicadoras. 

A atividade inibit6ria da forma9ao de biofilme do extrato bruto, apenas 

foi considerada quando o crescimento planct6nico de determinada dilui9ao 

tratada com o extrato bruto foi semelhante estatisticamente ao crescimento 

planct6nico do controls. Ja que um crescimento planct6nico menor leva 

proporcionalmente a uma forma9ao menor de biofilme; entretanto quando o 

crescimento planct6nico de uma dada dilui<;ao tratada com o extrato brute se 

assemelha ao crescimento planct6nico do controle, e a forma9ao de biofilme 

e menor do que a formayao de biofilme do controle significa que o extrato 

bruto tern atividade biol6gica sabre a formayao de biofilme das especies 

indicadoras. 

0 extrato bruto da cepa C7(5)1, produtora das mutacinas I e II, inibiu a 

forma9ao do biofilme de S. sanguinis na dilui9ao 1/32, tanto em pH 7,0 como 

em pH 5,5 nestas dilui96es nao houve diferen9a estatisticamente significante 

dos crescimentos planct6nicos em rela9ao aos respectivos controles (p>5%, 

teste T). Ja para a cepa S. mutans UA 130 o extrato bruto da cepa C7(5)1, 

afetou a forma9ao do biofilme ate a dilui9ao 1116 e 1/32, em pH 7.0 e 5.5, 
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respectivamente. Nao houve diferen9a estatisticamente significante nos 

crescimentos planct6nicos nestas dilui96es, em rela9ao ao controle. 

0 extrato bruta da cepa C1 S2, produtora das mutacinas I e IV, inibiu a 

forma9aa do biafilme deS. sanguinis na dilui9ao 1/16, em pH 7,0 nesta dilui9ao 

nao houve diferen9a estatisticamente significante do crescimento planct6nica 

em rela9ao ao respective cantrole (p>5%, teste T). Ja em pH 5,5 nao houve 

inibi9aa da forma9ao de biafilme, pais este apenas foi menor que o controle 

quando a crescimento planct6nico tambem foi menor. Enquanto que o extrato 

bruto da cepa C1S2 inibiu a forma9aa de biofilme deS. mutans na dilui9aa 1/16 

tanto em pH 7.0, quanta em pH 5,5. Nao houve diferen9a do crescimenta 

planct6nico nessa dilui9ao em rela9ao ao centrale (p>5%, teste t). 

0 extrato da cepa C9S9, que contem as mutacinas I e IV, nao inibiu a 

forma9aa de biafilme de S. sanguinis, ja que a formayao de biofilme so foi 

menor que o centrale quando o crescimento planct6nico tambem foi menor, a 

que pode indicar que esses dais tipos de mutacinas nao tern atividade biol6gica 

na formayao de biafilme de S. sanguims, em pH 7,0 au 5,5. Para a cepa S. 

mutans UA 130 o extrato bruta da cepa C9S9, afetou a forma9ao do biafilme 

ate a dilui9ao 1/16 e 1/32, em pH 7.0 e 5.5, respectivamente. Nao houve 

diferenya estatisticamente significante nos crescimentos planct6nicos nestas 

diluiyOes, em relac;ao ao centrale. 

Houve redu9ao na formavao de biofilme das celulas de S. sanguinis, 

submetidas a avao do extrato bruto da cepa C18(10)6, (p < 0.05) ate as 

dilui9oes 1/32 e 1/16, nas condivoes de pH neutra e pH 5,5, respectivamente. 

Os resultados sugerem que a mutacina tipa II apresenta maiar atividade 

inibit6ria na forma9aa do biofilme de S. saguinis em condi9oes de pH mais 
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neutro. 0 extrato brute da cepa C18(10)6, produtora da mutacina II, inibiu a 

formagao de biofilme deS. mutans na diluigao 1/16, em pH 7,0, nesta diluigao 

nao houve diferenga estatisticamente significante do crescimento planct6nico 

em relagao ao respective centrale (p>5%, teste T). Em pH 5,5 a formagao de 

biofilme foi inibido nas diluig6es 1/16 e 1/32, nessas diluig6es nao houve 

diferenga entre as crescimentos planct6nicos em relagao ao centrale. 

0 extrato da cepa C2S4, produlora da mutacina tipo Ill, em pHs 7.0 e 

5,5, inibiu a formagao de biofilme ate as diluig6es 1/32 e 1/8, respectivamente, 

em relagao ao controle. Nestas diluig6es nao foram encontradas diferengas no 

crescimento planct6nico em relagao aos respectivos controles. Os dados 

sugerem que a mutacina tipo Ill inibiu a formagao de biofilme de S. sanguinis 

de maneira mais acentuada em pH 7.0. 0 extrato da cepa C2S4, produtora da 

mutacina tipo Ill, em pH 7.0, inibiu a forma<;ao de biofilme de S. mutans ate a 

diluigao 1/8, em relagao ao centrale. Nessa diluigao nao foi encontrado 

diferenya no crescimento planct6nico em relayao ao centrale. Em pH 5,5 nao 

houve inibigao, pais a formagao de biofilme s6 foi menor que o centrale quando 

o crescimento planctonico tambem foi menor. Os dados sugerem que a 

mutacina tipo Ill exerce uma maier atividade inibit6ria sabre a formayao de 

biofilme deS. mutans em pH 7.0. 

Nas duas condigoes de pH testadas o extrato brute da cepa C8D10, 

produtora da mutacina Ill, nao apresentou atividade inibit6ria sabre celulas 

planctonicas em Iadas as diluigoes testadas. Entretanto a formagao de biofilme 

foi menor (p< 0.05) em relagao ao controle na dilui<;ao 1/64 em pH 7.0 e na 

diluigao 1/32 no pH 5.5. Sugerindo maior atividade contra a formagao de 

biofilme de S. sanguims em pH 7.0. 0 extrato bruto da cepa C8D1 0, produtora 
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da mutacina Ill, nao inibiu a formavao de biofilme de S. mutans UA 130 em 

nenhuma condivao. 

Em resumo, a atividade das mutacinas sabre a formavao de biofilme foi 

dependente da especie utilizada como cepa indicadora. Em geral a atividade 

inibit6ria das mutacinas caracterizadas sabre a formayao de biofilme das 

especies S. sanguinis e S. mutans foi maior em pH 7.0 e 5.5, respectivamente. 

Os resultados sugerem que o pH ambiental pode influenciar na atividade das 

mutacinas e/ou na sensibilidade da cepa indicadora as substancias inibit6rias 

(Taiete et al., 2009a e b). Ressalta-se, que o mesmo fator nao interferiu no 

crescimento destas cepas nos diferentes meios utilizados. 

Esses resultados podem indicar que num ambiente competitivo e mais 

acido, como o biofilme dental, seria de fundamental importancia que estas 

substancias inibit6rias apresentassem maior atividade sabre especies 

acidUricas, como S. mutans, que naturalmente representam uma maier 

competividade ecol6gica par sobreviverem em condic;Oes ambientais como o 

biofilme dental. Assim, a atividade das mutacinas em baixo pH contribuiria para 

o processo seletivo de cepas produtoras sabre esp8cies senslveis e 

competidoras naturals (Taiete et al., 2009a e b). 
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6. Conclusao 

• Condi9Des comumentes descritas em um biofilme cariogEmico, como a 

deplegao de nutrientes e queda de pH interferem na produgao e 

atividade de substancias semelhantes as mutacinas. A deplegao de 

nutrientes pode restringir a sintese de substancias semelhantes as 

mutacinas. A queda de pH influencia positivamente na produgao de 

mutacinas(GUERRA & PASTRANA 2003). 

• Os resultados sugerem que as mutacinas I a IV sao produzidas em 

ambientes extremes com alta densidade celular e/ou estresse acido, 

caracterizando urn fator de viruiEmcia, controlado par mecanismos do 

sistema quorum sensing e importante para a competiyao ecol6gica da 

especie, principalmente em biofilme dental. 
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• A variagao de pH (queda do pH) leva a uma maior expressao das 

mutacinas e dos genes regulat6rios ciaH, dgK e comO. A produgao de 

mutacinas claramente e regulada pelo sistema quorum sensing. A 

regulagao da expressao dos genes estruturais das mutacinas e 

complexo e outros mecanismos quorum-sensing ou proteinas kinases, 

nao avaliadas nesse estudo, podem estar tambem relacionados com a 

produgao dessas bacteriocinas. 

• Condigoes ambientais comumente descritas em urn biofilme cariogenico 

tambem influenciam na atividade e difusao das mutacinas. 

• As mutacinas podem ser importantes candidatas para futuras aplicag6es 

nas areas medicas e biotecnol6gicas. As mutacinas representam 

vantagens ecol6gicas a cepa produtora. 
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8. Anexos 

Anexo 1. Medias obtidas das contagens de UFC/ml (em triplicata) das cepas de S. mutans produtoras de 

mutacinas de ample espectro, em diferentes meios de cultura e microaerofilia (M) ou anaerobiose{A): 

Cepas Meios de Cultura 
Produtoras 

condio;Oes TSA TSA 1/2 TSA KCI TSA pH 7.0 TSA pH 5,5 

1. M18(2)2 (M) 1.72x10E7 1,86x10E7 7,7x10E7 6,0X10E7 6,9x10E7 

(A) 2.74x10E7 3,3 X 10E7 3,38 X 10E7 3,16 x 10E7 5,08 X 10E7 

2. M?/4 (M) 4,59 x 10E8 2,94 X 10E8 3,32 X 10E8 1,05x10E8 1,12 x 10E8 

(A) 4,63 x 10E8 3,71 X 10E8 4,10x10E8 2,29 x 10E8 2,54 X 10E8 

3. C18{10)6 (M) 1,80x10E7 1,76x10E7 1,18x10E8 9,5x10E7 1 ,2x10E8 

(A) 1,97 x 10E7 2,17x10E7 2,54 X 10E7 1,58x 10E7 3,0 X 10E7 

4. C8/P7 (M) 1,24x10E9 1,69 x 10E9 1,47 X 10E9 1,4x10E8 9,2x10E6 

(A) 2,51 X10E9 3,23 X 10E9 3,34x10E9 1,55x10E9 2,26 X 10E9 

5. C8!S12 (M) 6,36x 10E7 5,25 X 10E7 6,29 x 10E7 1,4x 10E7 2,44 x 10E7 

(A) 3,96x 10E8 3,2x 10E8 3,69 X 10E8 5,1 X 10E7 7,23 X 10E8 

6.C2P2 (M) 2,55 X 1QE9 2,85 X 10E9 3,4 X 10E9 1,77x10E9 1,68x10E9 

(A) 4,0 x 10E9 4,14x 10E9 5,37 X 10E9 3,92 X 10E9 3,24 X 10E9 

7. C2!S3 (M) 4,62 X 10E8 4,61x10E8 2,8X10E7 9,8X10E6 1 ,6x10E7 

(AI 2,57 X 10E8 2,57 X 10E8 2,88 X 10E7 1,06x10E7 2,57 x 10E7 

8. C2!S12 (M) 5,70 x 10E7 5,97 X 10E7 1,1x10E7 1 ,6x10E7 1.33x10E5 

(A) 2,17 X 10E9 2,08 X 10E9 2,8 X 10E8 2,70 X 10E8 1,70x10E8 

9. C18(4)2 (M) 4,34 x 10E8 4,56 x 10E8 6,13X10E7 2,36X10E7 3,64x10E7 

(A) 2,25 X 10E9 2,66 X 10E9 2,08 x 10E9 2,17x 10E9 2.4x10E9 

10. C5!S12 (M) 4,18x10E7 1,62 X 10E7 1,61x10E7 1 ,27x10E7 1,18x10E7 

(A) 3,49 x 10E8 4,72 X 10E8 3,23 X 10E8 4,81 X 10E8 3,13 X 10E8 

11. C8!D7 (M) 1,88x 10E8 1,81x 10E8 1 ,8x10E8 1,1x10E8 1 ,4x10E8 

(A) 1,82x10E9 1,74X10E9 1,58X10E9 1,29x10E9 1,49x10E9 

12. C8/D10 (M) 4,56 X 10E8 6,22 x 10E8 3,89 X 10E7 3,5x10E7 8,8x10E6 

(A) 4,1 X 10E7 4,26 x 10E7 2,76x 10E7 2,16x10E7 3,48 X 10E7 

13. C9!S14 (M) 2,84 X 10E7 8,4 x 10E7 5,86X10E6 2,7x10E6 1 ,86x10E6 

(A) 3,88 X 10E7 3,72x10E7 3,64 X 10E7 1,77x10E7 4,02 x 10E7 

14. C9/D3 (M) 3,01 X 10E7 2,49 x 10E7 1,3x10E8 4,7x10E7 1,3X10E8 

(A) 2,53 X 10E7 2,97 x 10E7 3.21 X 10E7 2,02 X 10E7 2,68 X 10E7 

15. C7(5)1 (M) 3,46 x 10E9 2,82 X 10E9 2.24 X 10E9 5,7x10E8 1,81 x 10E9 

(A) 3,89 X 10E8 4,29 X 10E8 5,22 X 1QE7 4,37x10E7 1,98x10E7 

16. C2/S4 (M) 2,33 X 10E8 2,22 x 10E8 6,46x10E7 2,6x10E7 1,33x10E6 

(A) 4,92 x 10E8 4,92 X 10E8 4,78 X 10E7 1,64 x 10E7 2,10x 10E7 
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Anexo 2. M€dias obtidas das contagens de UFC/ml (em triplicata) das cepas indicadoras, 

em diferentes meios de cultura e microaerofilia (M) ou anaerobiose (A): 

Cepas Meios de Cultura 
lndicadoras 

concli¢es TSA TSA 112 TSA KCI TSA pH 7.0 TSA pH 5,5 

1. 5. pyogenes 

ATCC8668 
(M) 5,16x 10E7 4,9x 10E7 1,74x1DE7 5,6 x 10E6 4,0X10E5 

(A) 3,56 X 10E7 4,01 x10E7 1,25X10E7 6,16X10E5 1,1X10E6 

2. s. ora/is 

PB 182 
(M) 1,62x10E8 1,44x1DE8 4,0X10E6 3, 1X10E6 3,65X10E6 

(A) 1,36x10E8 1,76x10E8 3,1X10E6 3,4X10E6 4,1X10E6 

3. s. sanguiniS (M) 1,89x10E8 1,90 X 1QE8 2,13x10E8 1,52x10E8 1,6X10E7 

""'' (A) 2,22 X 10E8 1,29x10E8 2,01 X 10E7 1,08x10E7 1,69x 10E7 

4. 5. 5al1{jUifliS (M) 2,8 X 1QE8 2,98 x 10E8 1,47 X 10E8 8,4x10E7 1,62x10E8 
ATCC 15300 

(A) 2,24 X 10E8 3,56 X 10E8 2,24 x 10E8 1,04x 10E8 2,68 x 10E8 

5. S. mutans (M) 1,02x10E8 1,13x10EB 1,09x10E8 7,46x 10E7 1,1x10E8 
UA130 

(A) 5,06x 10E7 4,66 X 10E7 4,88 x 1DE7 4,92 X 10E7 4,42 X 10E7 

6. s. mutans (M) 2,12 X 10E8 2,22 X 10E8 4,85X10E7 7,2X10E7 6,9X10E7 
CS(5)6 
lsolado 1 (A) 5,97 x 10E7 5,01 x 10E7 5,9X10E7 7,7X10E7 6.4X10E7 

7. S. mutans (M) 1,62 x 10E8 1,81 x 10E8 1,65x10E8 1,3X10E8 1,36 X 10E8 
C18(4)3 
lsolado l (A) 3,34 x 10E7 5,41 X 10E7 5,05x10E7 3,46 X 10E7 4,05 X 10E7 

8. s. mutans (M) 2,89 X 10E7 3,9x 10E7 3,56 x 10E7 3,72 x 10E7 2,41 X 10E7 
C28(5)8 
Isoloda 3 (A) 1,14 x 10E7 1,65x10E7 1,10x10E7 1,26 X 10E7 1,05x10E7 
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Anexo 3. Medias dos di8.metros de inibiy8o em mm das cepas indicadoras frente as mutacinas 

produzidas par isolados de S. mutans crescidos em TSA normal e TSA dilufdo 1 x (TSA %:) em 

microaerofilia (M) e em anaerobiose (A): 

Meios de 
TSA normal TSA 1/2 cultura 

- Cepas Indicadoras (n=B) Cepas lndicadoras (n=8) ~ 
B" -o<~ ~ 
-o.J!!,...., '8-e ::::J u " ~~ • - ~ ~M - .\!.)0 ~- ' - ~~ ~M ~ " c Ja ..... ' ~~ Ooo "'~ ai$ o!SN ' Eo - . c a ~e •• @~ .m;<; !':l¢ ~§ ~~ -~ •~ ~.;-

i'l"' u "" 
,_ ,. 

~~ ~~ •• ~~ "" ,. ,~ 

~!! ~:§ '"' •• ~e "" ~§ '"' .. ~ ~g ~· ~u ~u ~0 ~· ~u ~u u ~< ~ v;!;( ~< ~ 

M 18 18 20 12 18 20 10 16 18 20 20 14 9 19 
1 MIS{2)2 

A 20 20 14 14 20 20 14 20 17 18 20 9 8 16 

2. M7/4 M 20 12 18 14 14 20 12 12 12 12 16 14 0 19 
A 20 20 10 18 10 20 16 16 11 7 19 12 6 16 

3. Ml$(2)16 M 20 14 20 10 17 18 6 14 10 0 8 0 6 0 
A 20 20 10 12 18 19 10 18 9 15 15 6 4 12 

4. C8/P7 ~ 
20 12 20 18 12 20 16 16 12 8 18 16 5 16 
20 20 18 18 9 20 18 10 7 6 18 10 4 13 

s. CS/512 M 20 14 20 18 16 20 14 13 14 10 20 14 4 16 
I-A 20 16 14 18 13 20 16 16 5 5 17 12 4 16 

6. C2P2 M 20 18 20 18 14 20 14 14 14 10 15 14 4 16 

I-A 20 20 18 20 14 20 16 14 5 5 19 13 4 16 

7.0/53 M 20 18 20 18 17 20 14 14 12 13 19 14 4 19 
I-A 20 20 20 20 10 20 14 8 6 6 20 14 4 17 

8. C2/S12 ~ 20 12 16 12 7 20 10 11 12 11 14 12 4 16 
A 20 20 14 20 6 19 14 8 6 7 19 12 4 14 

9. (18(4)2 M 20 12 18 14 9 18 10 8 14 6 14 11 4 13 

A 20 16 10 16 6 20 10 10 7 3 14 9 4 15 

10. CS/S12 M 20 20 20 10 14 20 10 14 20 18 20 13 9 14 

A 20 18 14 20 20 20 12 18 16 15 20 10 12 16 

11. C8/D7 M 20 12 20 18 10 20 14 14 16 12 15 13 4 13 

A 20 16 20 20 8 20 18 12 10 8 20 12 4 17 

12. CS/DIO M 20 12 20 18 6 20 16 13 16 11 16 13 4 13 

A 20 18 14 20 7 20 10 10 10 8 20 11 4 15 

B C9/Sl~ M 20 4 14 14 12 20 14 11 10 9 14 14 4 16 

A 20 14 14 18 6 20 12 12 8 3 18 11 4 14 

14. C9/D3 M 20 4 20 16 10 20 16 12 8. 9 14 12 4 15 

A 20 6 14 18 7 20 14 12 8 4 18 11 4 15 

15. C7(5)1 c--';'- 20 6 10 0 3 0 0 0 10 0 5 0 0 0 

A 20 14 4 6 5 0 0 4 5 2 11 0 0 0 

16. C2/S4 M 20 8 20 4 7 0 0 12 16 0 16 0 0 0 

I-A 20 16 20 20 7 0 0 16 20 5 20 0 0 0 

- -\!.!0 
Ooo .s; g 
.l!!r;:;- ,_ 
~~ ~-

~e 
~u v;l;;: 

14 17 
13 15 

12 11 
13 10 

0 0 
8 5 

12 12 
9 6 

14 9 
10 10 

14 10 
10 10 

14 14 
12 10 

14 13 
10 9 
8 4 
9 9 

10 18 
10 13 

12 11 
11 7 

12 11 
11 6 

8 8 
11 8 

6 9 
9 8 

0 0 
0 0 

0 0 
0 0 
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Anexo 4. Medias dos di@lmetros de inibiySo em mm das cepas indicadoras frente as mutacinas 

produzidas par isolados de S. mutans crescidos em TSA KCI (0,1 M) e TSA tamponade em pH 

5,5 em microaerofilia (M) e em anaerobiose (A): 

Meios de TSA KCJ TSA pH 5,5 
cultura 

~ Cepas Indlcadoras (n=8) Cepas Indicadoras (n=8) , 
B" ~ :J15...o .~ e-s.-i ~ 

o... E: II "' .. * - - ,, ,_ •• u 
, Eo - -c "' ,, 

~~ "' -§l:l ., ' •· §::.>.. ~~ 
VI Vj C: 8 ~~ ~~ 

., •• ~0: ~~ ~~ ,~ ~' ~;;:: ," €~ 
,. ,. 

il. €~ 'o '~ ·~ 
,. ~:3 '" ~IT a ,u ,. ,u ,, 

" ' " " ,, ,. " 
c;U 

M 19 15 20 11 9 12 7 14 0 11 0 0 5 4 3 
1. M18(2)2 I-, 18 20 18 14 14 12 20 16 0 20 0 14 16 17 10 

2. M7/4 M 20 4 10 8 6 3 3 7 0 8 0 0 6 4 8 

'>:- 20 15 20 20 7 12 19 20 0 18 0 20 7 20 19 

3. MIB{2)16 
M 20 4 10 8 6 3 3 7 0 4 0 0 4 6 3 

'>:- 20 19 20 12 14 11 14 20 0 20 0 13 12 18 9 

4. C8{P7 M 20 13 20 13 14 16 12 17 0 14 0 0 6 13 15 
----,;:- 20 16 20 19 8 13 19 20 0 14 0 18 6 19 18 

S. CS/512 
M 18 15 20 9 10 16 15 14 0 8 0 0 5 14 9 

----,;:- 20 13 20 20 8 20 20 20 0 11 0 17 6 17 16 

6. C2P2 M 20 14 20 9 9 16 15 20 0 7 0 0 6 6 7 

'>:- 20 13 20 20 7 19 20 20 0 13 0 18 6 18 17 

7. C2/S3 
M 20 15 20 17 13 20 19 20 0 10 0 0 10 13 12 

'>:- 20 13 20 20 7 19 20 20 0 17 0 16 4 19 16 

a. Cl/512 + 20 4 6 8 5 3 3 7 0 6 0 0 4 6 3 
19 6 20 10 6 6 11 14 0 14 0 20 6 19 13 

9. CIB(4)2 
M 15 4 10 7 5 4 4 6 0 4 0 0 5 4 2 

1-y 20 6 16 6 5 5 8 13 0 10 0 14 4 15 8 

10. CS/512 
M 20 6 14 8 5 5 5 9 0 13 0 0 6 7 4 

1-y 20 20 20 11 14 7 10 20 0 20 0 14 14 16 9 

11. C8{D7 
M 20 16 20 20 13 20 16 17 0 7 0 0 10 14 11 

1-y 20 17 20 20 8 20 20 20 0 16 0 19 5 18 15 

12. CB/DlO 
M 20 14 20 19 13 20 15 20 0 13 0 0 12 16 14 

I-, 20 16 20 20 8 19 20 20 0 16 0 19 4 18 18 

13. C9{S14 r';--- 20 10 19 11 8 18 13 16 0 8 0 0 10 12 13 

20 16 20 14 8 20 19 20 0 16 0 20 6 20 16 

14. C9/D3 M 20 14 20 12 12 20 16 20 0 10 0 0 12 11 6 

----,;:- 20 19 20 20 9 20 20 20 0 12 0 20 6 19 14 

15. C7(5)1 
M 20 6 10 8 4 4 4 12 0 3 0 0 8 14 4 

I-, 20 9 20 5 4 8 7 20 0 10 0 18 5 15 16 

16. C2/S4 
M 20 9 20 6 6 4 4 7 0 10 0 0 8 16 4 

----,;:- 20 16 20 7 6 11 7 19 0 17 0 8 4 12 3 

Obs·. Nao houve formayao de halos inibit6rios em TSA tamponade em pH 7,0. 
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