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RESUMO 

Nas últimas décadas inúmeros estudos estão sendo realizados para melhor 

entendimento sobre os principais microrganismos envolvidos na etiopatogenia da cárie 

radicular. Uma atenção é dada ao Streptococcus mutans, pelo fato desde microrganismo 

ser isolado de biofilmes associado a lesões de cárie com bastante frequência e apresenta 

características imprescindíveis para desenvolvimento da doença, como a capacidade de 

produção de ácidos (acidogenicidade) e de tolerância à ambientes ácidos (aciduricidade). 

Evidências acerca dos mecanismos de tolerância ácida utilizados pelos S. mutans foram 

obtidas a partir de estudos in vitro nos quais essas bactérias foram analisadas isoladamente 

e sob condições experimentais laboratoriais. Considerando a complexidade microbiana 

dos biofilmes dentais e potenciais interações microbianas que ocorrem nesse ambiente 

microbiologicamente diverso, torna-se necessário analisar quais os mecanismos de 

tolerância ácida estão sendo expressos em biofilme polimicrobiano obtidos de amostras 

clínicas. Sendo assim, o objetivo desde trabalho foi de avaliar a expressão diferencial de 

genes envolvidos nos mecanismos de tolerância ácida de S. mutans através da análise de 

transcriptoma de biofilmes naturais de superfícies radiculares hígidas (n=10, SRS) e de 

biofilme e dentina radicular ativa (n=9, RC). O RNA total microbiano foi extraído e o 

mRNA isolado e sequenciado na plataforma Illumina Hi-Seq2500. Foram formados pool 

(grupamentos) das amostras com valores inferiores a 30ng/RNA para a construção de 

bibliotecas genômicas. Os dados gerados pelo sequenciamento de RNA-Seq foram 

compilados em uma tabela de contagem (reads) e mapeados com o genoma de referência 

(S. mutans UA159). Para o cálculo do nível de expressão gênica os dados foram 

normalizados com o algoritmo DESeq. Os genes que apresentaram expressão diferencial 

em superfícies radiculares cariadas foram analisados para uma melhor compreensão da 

sua importância para adaptação de S. mutans a um ambiente ácido. 69 genes apresentaram 

expressão diferencial em RC, e nenhum gene apresentou expressão diferencial SRS. Os 

principais mecanismos que apresentaram expressão diferencial relacionados com a 

tolerância de S. mutans ao ambiente ácido foram: genes associados ao metabolismo e 

transporte de açúcares, metabolismo de nucleotídeos e nucleosídeos, biossíntese de 
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aminoácidos, atividade de membrana plasmática,  genes relacionados à comunicação 

celular e resposta á fatores externos, genes relacionados ao controle do pH extracelular e 

genes relacionados à mecanismos de reparos á macromoléculas. Estes resultados 

elucidam os principais genes responsáveis pela tolerância ácida de S. mutans em amostras 

clinicas. 

 

Palavras-chave: RNA-seq; Streptococcus mutans; Cárie Radicular; Transcriptoma; 

Expressão gênica. 
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ABSTRACT 

In the last decades countless studies are being carried out to better understand the 

main microorganisms involved in the etiopathogenesis of root caries. Attention is given 

to Streptococcus mutans, since microorganism is isolated from biofilms associated with 

caries lesions quite frequently and presents essential characteristics for the development 

of the disease, such as acid production capacity (acidogenicity) and tolerance to acid 

environments (aciduricity). Evidence about the acid tolerance mechanisms used by S. 

mutans was obtained from in vitro studies in which these bacteria were analyzed 

separately and under experimental laboratory conditions. Considering the microbial 

complexity of dental biofilms and potential microbial interactions that occur in this 

microbiologically diverse environment, it is necessary to analyze which mechanisms of 

acid tolerance are being expressed in polymicrobial biofilm obtained from clinical 

samples. Thus, the objective of this work was to evaluate the differential expression of 

genes involved in the mechanisms of acid tolerance of S. mutans by transcriptome 

analysis of natural biofilms of sound root surfaces (n = 10, SRS) and biofilm and root 

dentin active (n = 9, RC). Total microbial RNA was extracted and mRNA isolated and 

sequenced on the Illumina Hi-Seq2500 platform. Pooling of samples with values below 

30ng / RNA was formed for the construction of genomic libraries. Data generated by 

RNA-Seq sequencing was compiled into a table of reads (reads) and mapped to the 

reference genome (S. mutans UA159). For the calculation of gene expression level the 

data were normalized with the DESeq algorithm. Genes that showed differential 

expression on decayed root surfaces were analyzed for a better understanding of their 

importance for adaptation of S. mutans to an acidic environment. 69 genes showed 

differential expression in CR, and no gene showed differential expression SRS. The main 

mechanisms that showed differential expression related to S. mutans tolerance to the acid 

environment were: genes associated with sugar metabolism and transport, nucleotide and 

nucleoside metabolism, amino acid biosynthesis, plasma membrane activity, genes 

related to cellular communication and response to external factors, genes related to 

extracellular pH control and genes related to macromolecule repair mechanisms. These 
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results elucidate the main genes responsible for acid tolerance of S. mutans in clinical 

samples. 

Key-words: RNA-seq; Streptococcus mutans; Root Caries; Transcriptome; Gene 

Expression. 
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1 INTRODUÇÃO 

Cárie dentária é uma doença resultante de alterações físico-químicas no equílibrio 

dinâmico entre dente e fluidos orais que são induzidas por ácidos oriundos do 

metabolismo de bactérias do biofilme dental (Wade, 2013). Sabe-se que muitas variáveis 

podem modular esse equilíbrio físico-químico, como a composição salivar de cada 

indivíduo (proteínas, enzimas, cálcio, fosfato, flúor), fatores genéticos, exposição 

inadequada à fluoretos, fatores socioeconômicos, psicológicos, ambientais e estilo de 

vida. Porém a presença de um biofilme acumulado sobre as superfícies dentais  e uma 

dieta caracterizada por uma frequente ingestão de carboidratos fermentáveis 

(principalmente açúcares) são sempre necessários para que o desenvolvimento da doença 

ocorra (García-Godoy & Hicks, 2008), (Christensen et al., 2015), (Sheiham & James, 

2015), (Pitts et al., 2017). 

A cavidade oral é colonizada por diversos microrganismos, sendo constituída por 

mais de 1.000 espécies de microrganismos. Alguns desses microrganismos apresentam 

capacidade de produzir ácido como produto final da metabolização de carboidratos 

oriundos da dieta, levando assim à uma diminuição do pH do biofilme. É nessa condição 

que o equilíbrio fisico-químico entre o mineral do dente e o fluido do biofilme e a saliva 

é rompido, resultando assim na dissolução do conteúdo mineral dos tecidos dentais e o 

consequente surgimento de lesões de cariosas (Wade, 2013), (Tan et al., 2017), (Cavazana 

et al., 2018). Quanto mais frequentes forem esses eventos de queda de pH, mais minerais 

serão perdidos (García-Godoy & Hicks, 2008), (Wade, 2013), (Pitts et al., 2017). Ao 

longo do tempo, sempre que esses eventos de desmineralização forem mais intensos e 

mais frequentes e superarem a capacidade remineralizadora natural da saliva, a lesão 

cariosa progride (Takahashi & Nyvad, 2016), (Pitts et al., 2017). Este processo de 

desmineralização se não for controlado pode levar à um aumento da porosidade do 

esmalte e à ampliação dos espaços intercristalinos, comprometendo a integridade 

estrututal da superfície do esmalte, que pode se romper levando ao surgimento de uma 

cavidade de cárie (Pitts et al., 2017). 

Cárie dentária não tratada em dentes permanentes aparece como a doença mais 

prevalente em todo mundo sendo que aproximadamente 35% da população (cerca de 2,4 

bilhões de pessoas) foram afetadas por essa doença no ano de 2010 (Frencken et al., 

2017). No Brasil, dados oriundos da Pesquisa Nacional de Saúde Bucal (2010) (Brasil, 

2012) utilizando o índice CPO que é composto por dentes cariados, perdidos ou obturados 
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(restaurados) em decorrência de lesões cariosas, demonstraram como resultado que 

crianças de 12 anos e adolescentes de 15 a 19 anos apresentavam respectivamente em 

torno de 2,07 e 4,25 dentes com experiência de cárie (dentes cariados, perdidos por cárie 

ou obturados) na dentição permanente; adultos de 35 a 44 anos e idosos de 65 a 74 anos 

apresentaram cerca de 16,75 e 27,53 dentes com experiência de cárie, respectivamente. 

Destaca-se o fato, de que o componente perdido é responsável por cerca de 44,7% do 

índice no grupo de 35 a 44 anos e 92% no grupo de 65 a 74 anos.  

Nesse contexto, é importante mencionar que com o aumento da expectativa de 

vida da população e com uma redução no edentulismo em todas as idades, observa-se um 

aumento na prevalência de cárie radicular, estimando-se que 41,5% da população mundial 

é acometida por essa doença (Beck, 1990), (Tan et al., 2017), (Pentapati et al., 2019). 

Cárie radicular pode ser definida como uma cárie que acomete a porção radicular do dente 

quando essa superfície radicular está exposta devido ocorrência de recessão gengival 

(RG), que por sua vez, pode ocorrer tanto devido á um fator fisiológico (o próprio 

envelhecimento, por exemplo) ou à um fator patológico (como consequência de doença 

periodontal) (Ritter et al., 2010), (Tan et al., 2017). Além disso, alguns fatores de risco 

estão relacionados com RG, como: idade avançada, tabagismo, menor frequência de 

escovação dentária, presença de cálculo dentário e trauma mecânico gengival em 

decorrência de escovação dental traumática (Rios et al., 2014). A prevalência de recessão 

gengival reportada no mundo (RG ≥ 1 mm) é bastante variada, (de 58% a 84,6%) (Serrano 

et al., 2018). No Brasil há relatos de que RG ≥ 1 mm pode afetar até 99,7% dos indivíduos 

(Rios et al., 2014).  

Havendo recessão gengival, cemento e dentina tornam-se expostos na cavidade 

bucal. Esses tecidos são menos mineralizados quando comparados ao esmalte, 

apresentando aproximadamente 70% do seu conteúdo total composto por minerais, 

enquanto que o esmalte dental possui uma composição quase que predominantemente 

mineral (Takahashi et al., 2016). Esta diferença na composição tem como consequência 

uma desmineralização aproximadamente duas vezes mais rápida na superfície radicular 

do que no esmalte, pois além da desmineralização do conteúdo mineral, ocorre também 

a degradação do colágeno, que faz parte do material orgânico presente na dentina (Tan et 

al., 2017). Além disso o pH necessário para desmineralizar o esmalte e a dentina 

(chamado de pH crítico) são diferentes (pH<5,5 para esmalte e pH de 6,0 a 6,9 para 

dentina), o que permite que as perdas de minerais da dentina sejam mais rápidas já que o 
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pH crítico para desmineralização desse tecido é mais frequentemente atingido. (Dawes, 

2003), (Wierichs & Meyer-Lueckel, 2014), (Delgado & Olafsson, 2017). O fato da 

dentina possuir mais carbonato e magnésio em sua composição mineral quando 

comparado ao esmalte dental, e por possuir uma estrutura tubular, contribui para que as 

perdas minerais em dentina sejam mais rápidas (Takahashi et al., 2016). 

Além dos fatores descritos acima, outros podem estar associados ao surgimento 

de lesões cariosas radiculares. Um deles é o uso de próteses que apresentam contato direto 

com superfícies radiculares, estas propiciam um maior acumulo de biofilme e 

consequentemente esta região apresenta um maior risco para o desenvolvimento de cárie 

radicular (Tan & Lo, 2014). Cárie coronária e alto nível de acúmulo de biofilme dental 

são marcadores de risco tradicionais e são fatores de que devem ser considerados para 

desenvolvimento de cárie radicular, assim como grande quantidade de superfícies 

radiculares expostas que apresentam potencial para desenvolvimento de lesões (Ritter et 

al., 2010), (Hayes et al., 2016).  Outros fatores que devem ser levados em conta é a alta 

ingestão de carboidratos, baixo fluxo salivar, baixa exposição ao flúor, baixo nível 

sociocômico e visitas infrequentes ao dentista parecem estar associados à ocorrência de 

cárie em superfície radicular (Youngs, 1994), (Christensen et al., 2015), (Pentapati et al., 

2019). 

Da forma semelhante ao descrito acima, há uma grande variabilidade na 

prevalência de cárie radicular ao redor do mundo. Uma pesquisa realizada na Alemanha 

apresenta como resultado que do ano de 1997 para o ano de 2006, a prevalência de lesões 

de cárie radicular passou 15,5% para 45% (Wierichs & Meyer-Lueckel, 2014). Na 

Dinamarca a prevalência de cárie radicular ativa reportada foi de apenas 4%, enquanto as 

superfícies radiculares restauradas apresentaram prevalência de 26% (Christensen et al., 

2015). Nos Estados Unidos a prevalência de cárie radicular foi de aproximadamente 20% 

(Chi et al., 2013). Na Austrália a prevalência de cárie radicular em idosos 

institucionalizados reportada foi de 77,4% (Silva et al., 2014). No que diz respeito a cárie 

radicular no Brasil, sua prevalência foi 16,7% em adultos (variando entre 6,0% em Porto 

Alegre e 28,5% em São Luís) e 13,6% em idosos (variando entre 4,8% na capital Rio de 

Janeiro e 26,7% em Belém) (Marques et al., 2013). Um estudo de coorte realizado em 

Porto Alegre entre os anos de 2011/2012 e 2016/2017 obteve como resultado que a 

incidência de cárie radicular na amostra estudada composta por adultos e idosos foi de 

35,7% (Izquierdo, 2018). Além disso, dados do SB Brasil 2010 (Brasil, 2012) 



4 
 

demonstram que para população nos grupos etários de 35 a 44 anos e de 65 a 74 anos 

apresentavam respectivamente, em média, índice de cárie radicular de 0,32 e 0,23 (esse 

índice é calculado considerando-se o número de raízes cariadas e obturadas divididos pelo 

número de raízes expostas). Estes valores baixos podem ser explicados pela grande perda 

dentária nessas faixas etárias.  

A cavidade bucal é um ambiente com alta diversidade microbiana. Muitas vezes 

esses microrganismos estão em equilíbrio com o hospedeiro fazendo com que as 

superfícies dentais e tecidos estejam numa condição clínica saudável. Porém, 

determinados fatores ambientais podem atuar diretamente sobre essa microbiota, 

induzindo um desequilíbrio ecológico que pode resultar no desenvolvimento de doenças. 

Para entendermos de que forma esse desequilíbrio microbiológico está associado com a 

transição de uma condição de saúde para uma condição de doença, é necessário 

compreendermos a ecologia da cavidade bucal.  

1.1 Ecologia da Cavidade Bucal e Microbiologia associada á Cárie dental 

Diversos nichos da cavidade bucal podem ser colonizados por microrganismos, 

como as superfícies mucosas (tais como língua, bochecha, palatos duro e mole) e 

superfícies dentais, em especial a superfície oclusal em dentes em erupção, a região 

cervical e a superfície proximal abaixo do ponto de contato, pois estas regiões são 

relativamente protegidas do contato mecânico da língua, bochechas e da escovação (Kidd 

& Fejerskov, 2004), (Takahashi, 2005), (Deo & Deshmukh, 2019). É importante salientar 

que cada nicho irá apresentar características únicas que permitirá que os microrganismos 

mais adaptados colonizem aquela região (Takahashi, 2005).  

Pelo fato da cavidade bucal ser um habitat dinâmico sujeito à rápidas mudanças 

ambientais, tais como disponibilidade de nutrientes, mudanças nos níveis de oxigênio, 

flutuação rápida de pH,  ou mesmo estresse osmótico, é comum ocorrer interações 

interbacterianas envolvendo mecanismos de cooperação (simbiose) como 

complementação enzimática e formação de cadeias alimentares no intuito de otimizar 

obtenção de energia para fins de manutenção da viabilidade celular. Além disso, 

transferência de genes ou comunicação intercelular permitem que as bactérias sintam as 

modificações ambientas e comuniquem-se entre si a fim de orquestrarem uma expressão 

gênica diferenciada e associada aos fatores ambientais.  Porém, no biofilme também 

ocorrem competições (antibiose) entre os microorganismos, alguns mecanismos são a 
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produção de substâncias antimicrobianas, como bacteriocinas e produção de peróxido de 

hidrogênio, produção de ácidos orgânicos que modificam o pH do meio comprometendo 

a viabilidade de microrganismos ácido sensíveis, bem como a competição por nutrientes 

essenciais para sobrevivência microbiana (Lemos et al., 2005), (Gong et al., 2009), (Liu 

et al., 2015), (Marsh et al., 2017). Um perfeito equilíbrio entre simbiose e antibiose é 

necessário para que haja homeostasia microbiana na cavidade bucal e uma condição de 

harmonia entre microbiota e hospedeiro. 

Alguns fatores, porém, podem alterar a homeostasia microbiana na cavidade 

bucal, como má higiene bucal, redução de fluxo salivar pelo uso de medicamentos ou 

radioterapia e alterações na dieta (um aumento no consumo de açúcares principalmente 

entre as refeições) (Marsh, 2003). A dieta aparece como um fator importante nas 

alterações do microbioma oral, pois ácidos orgânicos (principalmente ácido lático) 

oriundos do metabolismo de carboidratos da dieta pelas bactérias do biofilme dental 

causam flutuações no pH que perturbam a relação simbiótica entre o hospedeiro e o 

microbioma presente na cavidade bucal (Sheiham & James, 2015) (Pitts et al., 2017). Tal 

modificação, dificulta o crescimento de bactérias benéficas (ácido sensíveis) e propicia o 

crescimento e seleção de bactérias com capacidade de produzir (acidogênicas) e de tolerar 

ambientes ácidos (acidúricas). Essa seleção e modificação microbiológica induzida por 

flutuações no pH que estão diretamente relacionadas à dieta e que resultam no aumento 

na proporção de bactérias potencialmente cariogênicas (acidogênicas e acidúricas) é 

conhecida como “Hipótese da placa ecológica” (Takahashi & Nyvad, 2008), (Takahashi 

& Nyvad, 2016), (Marsh, 2018).  

Sendo assim, o microbioma da cavidade oral em saúde é composto por muitas 

espécies bacterianas, a superfície do esmalte saudável é colonizada principalmente por 

Actinomyces e Streptococcus, espécies como Streptococcus sanguinis, Streptococcus 

oralis e Streptococcus mitis representam cerca de 95% de todos os Streptococcus 

presentes no biofilme em saúde, enquanto Streptococcus mutans representa apenas 2% 

(Struzycka, 2014). Porém, outros gêneros também são encontrados em biofilme dental 

compatível com saúde, como Veillonella, Granulicatella, Gamella, Corynebacterium, 

Rothia, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella, Capnocytophaga, Nisseria, 

Haemophilis, Treponema, Lactobacterium, Eikenella, Leptotrichia, Peptostreptococcus, 

Staphylococcus, Eubacteria, and Propionibacterium (Zarco et al., 2011).  
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Entretanto, em condições de doença o biofilme associado às lesões cariosas 

coronárias é composto por microrganismos que apresentam características de 

acidogenicidade e aciduricidade, ou seja, aqueles que foram selecionados em decorrência 

das frequentes quedas de pH, entre eles podemos citar: Streptococcus mutans, 

Streptococcus sobrinus, Lactobacillus spp., Actinomyces spp., Bifidobactérias spp. e 

leveduras (Struzycka, 2014). Ainda neste contexto, os primeiros colonizadores das 

superfícies radiculares não diferem aos do esmalte, entre eles temos Actinomyces spp. e 

Streptococcus spp. (S. sanguinis, S. oralis, S. mitis) que são encontrados em abundancia 

em um biofilme associado à saúde, porém o biofilme associado à lesões cariosas 

radiculares ativas sofre mudanças em decorrência ao ambiente ácido, logo, bactérias que 

apresentam uma maior capacidade de sobreviver em ambientes com baixo pH são 

selecionadas, entre elas: Streptococcus mutans, Bifidobacterias spp., Actinomyces spp., 

Bifidobacterium spp., Enterococcus faecalis e Lactobacillus spp. (Takahashi et al., 2016), 

(Damé-Teixeira et al., 2017), (Do et al., 2017). É importante que o biofilme nas 

superfícies radiculares apresenta uma maior quantidade de proteínas oriundas do fluído 

crevicular, esta característica auxilia a colonização de espécies proteolíticas como 

Prevotella, Fusobacterium, Capnocytophaga, Campylobacter e Selenomonas spp. (Do et 

al., 2017). 

Apesar de sabermos que a cárie dental é mediada por um biofilme polimicrobiano, 

o S. mutans ainda tem sido considerado como microrganismo-modelo do processo 

cariogênico por possuir características de virulência e mecanismos envolvidos com o 

desenvolvimento de um biofilme cariogênico. O S.mutans perfaz um terço da microbiota 

total de lesões cavitadas em dentina (Do et al., 2017). A presença de S. mutans em grande 

quantidade em lesões de cárie ou mesmo em biofilmes associados à lesões cariosas deve-

se ao fato dessas bactérias, além de serem acidogênicas e acidúricas, serem capazes de 

sintetizar polímeros extracelulares no biofilme dental, que são capazes de aumentar a 

porosidade desses biofilmes e torná-los mais aderidos á superfície dental. As alterações 

estruturais induzidas por esses polímeros na matriz do biofilme dental estão intimamente 

associadas ao potencial cariogênico desempenhado por esses biofilmes (Takahashi & 

Nyvad, 2008), (Bowen et al., 2018).  

Com o objetivo de verificar como alterações no pH em decorrência da 

metabolização de carboidratos afetam a composição microbiana, Bradshaw et al. (1989) 

desenvolveram um estudo utilizando 9 bactérias orais que num primeiro momento foram 
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cultivadas na presença de glicose em um pH constante (7,0) por todo período de 10 dias. 

Posteriormente, essas bactérias foram cultivadas numa condição em que o controle do pH 

era interrompido por seis horas após cada fornecimento de glicose, permitindo que o pH 

reduzisse. Os resultados obtidos demonstraram que quando as quedas no pH são evitadas, 

pouca modificação ocorre na composição microbiota, apenas as proporções de 

Actinomyces viscosus e Veillonella dispar aumentaram; Lactobacillus casei e S. mutans 

permaneceram em níveis baixos (0,2% e 1,0%, respectivamente), os produtos finais 

predominantes do metabolismo da cultura polimicrobiana foi acetato e o propionato. 

Porém, quando as quedas de pH foram permitidas, a composição da microbiota se 

modificou, havendo aumento na proporção de Lactobacillus casei e S. mutans 

aumentaram tanto na proporção da contagem total quanto em números absolutos, e 

Veillonella dispar, Bacteroides intermedius, Fusobacterium nucleatum e Neisseria 

subflava e Streptococcus sanguis foram consideravelmente reduzidos. O produto final 

predominante do metabolismo da cultura polimicrobiana lactato. Sendo assim, este estudo 

pode evidenciar que as frequentes quedas de pH modificam a composição microbiana e 

elucida o potencial cariogênico tanto do S. mutans quanto do L. casei. 

Ainda neste contexto, Horiuchi et al., 2009 desenvolveram um estudo utilizando 

Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Streptococcus sanguinis, Streptococcus 

oralis, Lactobacillus paracasei e Actinomyces naeslundii e tinham como objetivo 

investigar quais bactérias eram capazes de sobreviver a acidificações fisiológicas (como 

as que ocorrem em um biofilme cariogênico, pH±4). Obtiveram como resultado que os S. 

mutans e L. paracasei cresceram em pH 4,0, mas o crescimento de S. sanguinis e S. oralis 

foi interrompido quando pH ficou abaixo de 4,2 e entre 4,2 e 4,4, respectivamente. A 

acidificação do meio para um pH de 4,0 por 1 h reduziu a viabilidade de 43 a 89% de S. 

sanguinis, 45% de S. oralis e de 35 a 76% de Actinomyces naeslundii. A acidificação não 

prejudicou o crescimento de S. mutans nem de L. paracasei, o que mostra que a tolerência 

á ambientes ácidos é um importante característica desses microrganismos. 

1.2 -Mecanismos de tolerância ácida 

Logo após a ingestão de alimentos altamente açucarados, os níveis de açúcar na 

saliva e no biofilme podem aumentar em até 1000x, e a concentração de carboidratos na 

cavidade oral passa 10 µM para mais de 10 mM, causando uma diminuição dramática no 

pH do biofilme para valores ao redor de 4,0 ou até mesmo níveis abaixo de valor (Lemos 

et al., 2005), (Gong et al., 2009). 
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Para sobreviver em biofilmes dentais frequentemente acidificados, as bactérias 

devem possuir mecanismos para sentir, responder e se adaptar às condições de 

acidificação (Gong et al., 2009), (Liu et al., 2015). Muitas bactérias apresentam um 

conjunto de respostas conhecido como “Mecanismo de Tolerância Ácida” ou “Acid 

Tolerance Response” (ATR), onde em uma breve exposição a um pH sub-letal as 

bactérias respondem com alterações fisiológicas para que possam sobreviver a exposições 

subsequentes a pH ácidos, caracterizando um aumento da resistência aos ácidos (Lemos 

et al., 2005), (Broadbent et al., 2010). 

Estudos descrevem os mecanismos utilizados por S. mutans para sobreviver em 

ambientes acidificados como aqueles encontrados no biofilme cariogênico (Len et al., 

2004), (Gong et al., 2009), (Liu et al., 2015), (Baker et al., 2017). Dentre eles, destaca-

se a extrusão de prótons H+ para o exterior da célula, que é conseguido pela atuação de 

uma bomba de prótons F1F0-ATPase que desempenha um papel importante na regulação 

do pH citoplasmático mantendo-o mais alcalino em relação ao meio extracelular (Gong 

et al., 2009). Em S. mutans a bomba F1F0-ATPase tem seu funcionamento ótimo em um 

pH mais baixo que o de muitos outros microrganismos, o que contribui significativamente 

para aciduricidade desde microorganismo (Baker et al., 2017). A atividade da bomba é 

desempenhada por proteínas que são codificadas pelos genes atpA, atpB, atpC, atpD, 

atpE, atpG e atpH (Gong et al., 2009) (Baker et al., 2015) (Figura 1 ilustrada a proteína 

responsável pela F-ATPase). 

Alterações na membrana celular também é um outro mecanismo de tolerância ácida 

utilizado por bactérias orais (Fozo et al., 2004). Em S. mutans ocorrem modificações na 

proporção de ácidos graxos de cadeia longa monoinsaturados (C18:1 e C20:1). Esta 

modificação ocorre tanto pela incorporação de ácidos graxos exógenos, quando pela 

síntese de novos; e uma diminuição de ácidos graxos saturados (C14:0 e C16:0) (Gong et 

al., 2009), (Fozo et al., 2004), (Lemos et al., 2017). Sabe-se que estas alterações são 

importantes para que S. mutans sobreviva em ambiente ácido, mas sua verdadeira função 

e como essas modificações contribuem para aciduricidade ainda não está bem reportada. 

Acredita-se que ocorre alterações na permeabilidade da membrana para prótons (Baker 

et al. 2017). Os genes accA, accD, fabZ, fabG, fabD, fabH, fabM, fabF, acp, fabk2, cls 

estão envolvidos nesse processo (Baker et al., 2015) (Figura 1 ilustra as modificações que 

ocorrem na parede celular bacteriana). 
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Proteínas de reparo e degradação de DNA são de extrema importância para 

sobrevivência de bactérias em ambientes ácidos, pois a acidificação intracelular pode 

resultar em uma perda de purinas e pirimidinas do DNA além de induzirem alterações 

estruturais nessas macromoléculas e comprometerem a viabilidade microbiana. Em S. 

mutans genes que codificam proteínas responsáveis por desenvolverem essas funções 

foram mais expressos quando este microrganismo cresce em pH ácido em comparação ao 

crescimento em um ambiente com pH neutro (Baker et al., 2017). Os genes associados a 

este mecanismo são: uvrA, smn (end3), mutY (Hanna et al., 2001), (Baker et al., 2015). 

 Sistemas regulatórios como o Sistema de Dois-Componentes (Two-component 

system) são importantes para sobrevivência de bactérias, pois este permite que elas 

tenham a capacidade de sentir modificações no ambiente e assim regularem a expressão 

gênica em resposta a esses estímulos, permitindo sua sobrevivência (Baker et al., 2017). 

O sistema de dois componentes apresenta um sensor de quinase na membrana que permite 

as bactérias sentirem as modificações no ambiente e uma proteína que se liga ao DNA 

que modula a expressão gênica. Este mecanismo está presente e bem reportado em S. 

mutans (Lemos et al., 2008), (Baker et al., 2017), (Lemos et al., 2017). Por exemplo o 

liaS que é um gene que faz parte do sistema regulatório de dois-componentes presente em 

S. mutans que irá regular a expressão de genes essenciais para formação de biofilme e 

participa na regulação da secreção de mutacina, uma que é bacteriocina produzida por 

esse microorganismo para suprimir o crescimento de outras bactérias concorrentes 

presentes na placa dentária. Sabe-se também que mutações no liaS em S. mutans resultou 

na formação de biofilmes defeituoso e em um fenótipo sensível ao ácido, além de da sua 

capacidade acidogênica ser diminuída (Zhang & Biswas 2009), (Gong et al., 2009). Os 

genes ciaR, ciaH, comD, comE, lisS, liaR, levR, levS e covS são alguns genes responsáveis 

por esse mecanismo em S. mutans (Gong et al., 2009). 

Outro mecanismo conhecido para sobrevivência de bactérias em ambientes ácidos 

é através da expressão da via agmatina deiminase, este mecanismo cataboliza a agmatina, 

uma forma descarboxilada de arginina, e gera putrescina, CO2, amônia e ATP, que irão 

contribuir para a regulação do pH citoplasmático (Baker et al., 2017). Além disso, o ATP 

gerado neste mecanismo ainda contribui para a extrusão de prótons pela bomba F1F0-

ATPase, que como descrito anteriormente, auxilia na manutenção de um pH mais alcalino 

em relação ao pH do meio (Liu et al., 2015), (Lemos et al., 2008), (Baker et al., 2017). 
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Adaptada de Lemos et al., 2019 

Em S. mutans os genes responsáveis por esse mecanismo são: otcA e aguA (Grisworld et 

al., 2004), (Grisworld et al., 2006) (Figura 1). 

Estudo prévio realizado pelo nosso grupo de pesquisa demonstrou que superfícies 

radiculares que apresentam lesão cariosa possuem um aumento da abundância de 

microrganismos que se desenvolvem em condições de baixo pH (Damé-Teixeira et al., 

2018). Como já conhecido, variações ambientais são capazes de influenciar na expressão 

gênica de bactérias (Gong et al., 2009). Nesse sentido, as evidências acerca dos 

mecanismos de tolerância ácida utilizados pelos S. mutans foram obtidas a partir de 

estudos in vitro nos quais essas bactérias foram analisadas isoladamente e sob condições 

experimentais laboratoriais. Considerando a complexidade microbiana dos biofilmes 

dentais e potenciais interações microbianas que ocorrem nesse ambiente 

microbiologicamente diverso, torna-se necessário analisar quais os mecanismos de 

tolerância ácida estão sendo expressos em biofilme polimicrobianos e sob condições 

clinicamente relevantes em cárie radicular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ilustração dos mecanismos de tolerância ácida: bomba de prótons F1F0-

ATPase; sistema Agmatina Deiminase; alterações na membrana celular UFA (ácidos 

graxos de cadeia longa monoinsaturados) > SFA (ácidos graxos saturados). 
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2 OBJETIVO  

Dessa forma, a presente pesquisa teve por objetivo avaliar a expressão diferencial 

de genes envolvidos nos mecanismos de tolerância ácida de S. mutans em biofilme 

coletado da porção radicular em pacientes livres de cárie e cárie ativos. A hipótese desse 

trabalho é de que os mecanismos de tolerância ácida são diferencialmente expressos entre 

biofilmes associados ou não-associados à lesões cariosas ativas.  

Os objetivos específicos são: 

• Verificar a quantidade de reads de genes de tolerância ácida e compará-la 

entre pacientes livres de cárie x cárie ativos; 

• Verificar qual(is) gene(s) apresenta(m) maior expressão diferencial em 

pacientes livres de cárie x cárie ativos; 

• Verificar qual(is) mecanismo(s) responsável(is) pela tolerância ácida 

apresenta(m) maior expressão em pacientes livres de cárie x cárie ativos; 

• Descrever as principais vias metabólicas associadas aos genes que 

apresentam expressão diferencial. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Nesse estudo foram utilizados dados de biblioteca genômica (domínio público), 

depositada no Centro Nacional de Informação Biotecnológica (NCBI), criada a partir de 

um estudo prévio denominado “Metatranscriptoma de cárie radicular” que foi 

desenvolvido em colaboração entre a Universidade Federal do Rio Grande do Sul e a 

Universidade de Leeds (Reino Unido). 

 

Seleção dos pacientes, coleta e preparo das amostras  

 

A seleção dos pacientes, coleta e preparo das amostras foram realizados e 

descritos por (Damé-Teixeira et al., (2016). Aquele estudo foi aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

(processo n ° 427.168) e pelo Comitê de Ética do Comitê Nacional de Serviço de Ética 

em Pesquisa Yorkshire & The Humber - Leeds West (protocolo n ° 2012002DD). Os 

participantes do estudo foram pacientes que compareceram às clínicas odontológicas para 

tratamento odontológico em dois centros: Faculdade de Odontologia, Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil; e Faculdade de Odontologia, 

Universidade de Leeds, Leeds, Reino Unido. Todos os voluntários assinaram um Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido antes do início do estudo. 

Resumidamente, foram selecionados participantes que apresentassem pelo menos 

uma superfície radicular exposta sem lesões de cárie dentária (grupo superfície radicular 

hígida - SRS) (n=10). Os participantes selecionados para o grupo cárie radicular (RC) 

(n=30) apresentavam pelo menos uma lesão primária cativada que necessitava de 

tratamento restaurador. Todas as lesões mostraram características de cárie ativa (dentina 

mole e amarela), seguindo os critérios de diagnóstico de RC por meio de exame visual-

tátil (Nyvad e Fejerskov, 1982). Biofilmes dentais (do grupo SRS) e biofilme/dentina (do 

grupo RC) foram coletados de todas as superfícies radiculares expostas disponíveis. 

Todas as amostras foram coletadas dos participantes durante o tratamento da doença cárie.  

Após a coleta clínica, as amostras de biofilme e biofilme/dentina foram 

imediatamente colocadas em um microtubo livre de nuclease contendo 1 mL do reagente 

RNAprotect (QIAGEN, Inc., Venlo, Holanda). Esses tubos foram levados para o 
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laboratório para serem centrifugado a 10.000x g por 30 s. As amostras foram armazenadas 

a -80ºC até o processamento. O RNA total foi extraído de todas as amostras usando um 

kit de isolamento de RNA microbiano UltraClean † (Mo-BIO Laboratories, Inc., 

SanDiego, CA), em coluna para degradação com DNAse (QIAGEN, Inc., Venlo, 

Holanda). O RNA extraído das amostras foi quantificado usando Kit de Ensaio Quant-

iTTM RiboGreen® RNA (Invitrogen, Inc., Waltham, Massachusetts, USA) e amostras 

com concentração total de RNA <30 ng/RNA foram agrupadas. Esse processo resultou 

em 10 do grupo SRS e 9 amostras do grupo RC. 

Utilizou-se o kit Meta-Bactérias Ribo-Zero ™ (Epicentro, Illumina) para o 

enriquecimento de RNAm e utilizaram-se protocolos de preparação da biblioteca 

Illumina®TruSeq ™ (Illumina, San Diego, CA) para preparação e sequenciamento da 

biblioteca com Illumina HiSeq2500. Os dados de sequenciamento de RNA-seq das 

amostras descritas acima estão disponíveis no arquivo de leitura de sequências do Centro 

Nacional de Informação Biotecnológica (NCBI), sob os números de acesso SRS779973 

e SRS796739. Os arquivos FASTQ foram obtidos para cada amostra e importados para o 

software CLC Genomics Workbench 7.5.1 (CLC Bio, Qiagen) para mapeamento contra 

162 genomas microbianos orais, para a lista de genomas, verificar (Damé-Teixeira et al., 

2016). O número de leituras de sequência que foram atribuídas a cada gene é considerado 

como a data da contagem de leitura (reads). 

 

Genoma e análise de Streptococcus mutans 

 

O Streptococcus mutans UA159 foi o genoma selecionado para este estudo. Essa 

cepa foi escolhida uma vez que seu genoma já está totalmente sequenciado e, sendo assim, 

há uma grande quantidade de informações disponível na literatura sobre genes e suas 

respectivas funções. Primeiramente, informações associadas aos 162 genomas 

microbianos orais foram obtidas a partir do Banco de Dados de DNA do Japão, NCBI, 

Instituto Broad e HOMD (Banco de Dados de Microbiomas Humanos Humanos – 

domínio público). O genoma de referência do S. mutans UA 159 foi descrito 

anteriormente e obtido para realizar as análises. Esse genoma contém 1958 genes (Ajdić 

et al., 2002). Os genes pertencentes ao genoma do S. mutans UA159 foram então 

manualmente extraídos dos 162 genomas presentes nas amostras analisadas.  
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Em seguida, foi realizada uma busca na literatura (utilizando os descritores: “S. 

mutans”, “acid tolerance”, “acid tolerance genes”, “acid-adaptive response”; “bacterial 

pathogenesis”; “dental caries”; “oral streptococci”; “stress response”; “transcriptome”; 

“genomic characterization”) para identificar quais genes presentes em S. mutans estão 

associados aos mecanismos de tolerância ácida. Essa busca identificou 225 genes (Tabela 

1). Esses genes, foram então utilizados como alvo para realização das análises a seguir. 

 

Análise dos dados 

 

Inicialmente foi realizada uma análise exploratória a fim de verificar o número 

total, média, mediana, quartis e amplitude dos reads referentes ao total de 225 genes de 

tolerância ácida. As medianas dos grupos SRS e RC foram comparadas estatisticamente 

pelo teste de Mann-Whitney ao nível de significância de 5%. A análise estatística para 

inferir a expressão diferencial de genes entre os grupos SRS e RC foi realizada usando o 

pacote R DESeq2 (Love et al., 2014). O ponto de corte para considerar um gene como 

sendo expresso diferencialmente foi uma alteração nos níveis de transcrição de pelo 

menos 1 log2fold change (valores negativos = super-expresso em SRS, valores positivos 

= super-expressos RC) e Benjamini-Hochberg – onde o valor de p ajustado (padj) foi 

considerado menor que 0,001. Esse alto ponto de corte foi escolhido para evitar resultados 

falso-positivos e identificar com maior precisão apenas as diferenças entre os grupos. O 

número total, média, mediana, quartis e amplitude dos reads referentes aos genes 

diferencialmente expressos foram calculados e as medianas dos grupos SRS e RC foram 

comparadas estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney ao nível de significância de 5%. 

As vias metabólicas foram obtidas através da plataforma KEGG (Kyoto enciclopédia de 

genes e genomas) e informações gênicas foram obtidas da plataforma UniProt com intuito 

de uma melhor compreensão da função de cada gene que apresentou expressão 

diferencial.  

 

 

 

 

 

Tabela 1. Genes identificados na literatura como possivelmente responsáveis pela 

tolerância ácida em S. mutans. 
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Gene Referência 

ciaH, ciaR, levR, comD, comE, lias, scnR, scnK, levS, liaR. Gong et al., 2009 

pnpA, ssb, recA, greA, ropA, groEL, dnaK, gatA, gatB, syfA, 

syt1. 

Len et al., 2004 

SMU_1914c (NlmC), SMU_1906c, SMU_423 (NlmD), 

mutY, end3, rs1, rs11, rs13, rs5, rs8, rl1, rl14, rl16, rl24, 

rl29, rl5, rl6, rs14, fabZ, accA, accD, fabD, fabG, fabH, 

fabK, dnaI, holB, recJ, rpoA, ftsH, ftsW, ftsX, SMU.1261c, 

glnA, proC, hisA, hisB, ilvE, ilvB, nifS, cysK, spaP, mreC, 

mreD, dltC, dltD, murC2, pbp2a, pbp2x, pgm, ffh, thiD, 

SMU_1039c, SMU_117c, SMU_196c, SMU_911c, 

SMU_929c, SMU_1560, SMU_1646c, SMU_1701c, 

SMU_1706, SMU_1807c, sod, ahpC, dpr, tpx, gshR, 

SMU.1828, SMU.765, pfk, gapN, adhA, adhB, adhC, adhD, 

alsS, aldB, naoX, glk, eno, pfkB, adhE, ackA, scrB, treA, 

glgD, glgC, glgB, glgP, bglA, dexA, SMU.125, trxB, lguL, 

SMU.275, clpE, thdF, grpE, pepA, SMU_132, SMU_1940c, 

lplA, SMU_143c, SMU_2043c, sys, purL, purF, purM, 

purN, pyrA, pyrAB, pyrB, pyrD, pyrDB, pyrE, pyrF, pyrK, 

ftsH, purH, SMU_991, SMU_2071, nrdD, SMU_29, glnR, 

copY, furR, malR, ccpA, brpA, fruR, pyrR, cpsY, fabT, 

SMU_124, SMU_161, SMU_168, SMU_953c, SMU_1647c, 

SMU_1097c, EI, ptsH, bglP, scrA, pttB, ptnA, ptnC, ptcC, 

ptsG, ptxA, SMU.1958c, SMU_1037c, SMU_1038c, covS, 

copZ, sloC, malF, malX, malG, SMU.653c, opuBa, 

SMU_652c (SsuB), glpF, SMU_995, SMU_996, nrgA, 

SMU_857, SMU_706c, SMU_1881c, SMU_1897, 

SMU_459, SMU_524, SMU_525, SMU_602, SMU_651c, 

SMU_746c, SMU_747c, SMU_923, SMU_1938c, 

SMU_1939c, trK, trkA, trkB, pacL, copA, copY, atpA, atpB, 

atpC, atpD, atpE, atpF, atpG, atpH. 

Baker et al., 2015 

uvrA Hanna et al., 2001 

rgpF Kovacs et al., 2017 

luxS, dagK, clpP, hrcA. Lemos et al., 2005 

aguA Griswold et al., 2006 

otcA Griswold et al., 2004 
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4 RESULTADOS 

Distribuição das amostras 

De acordo com a quantidade mínima de RNA em cada amostra para realizar as 

analises (≤30ng / RNA), o grupo de biofilmes SRS resultou em 10 bibliotecas genômicas 

e o grupo RC resultou em 9 biblioteca genômicas (Figura 2). 

•  

 

 

 

 

Figura 2. Fluxograma das bibliotecas genômicas em relação a cada grupo. 

 

Análise exploratória e de expressão diferencial 

 

Considerando o total de 225 genes potencialmente relacionados à tolerância ácida, 

a Tabela 2 abaixo mostra que a mediana de reads no grupo RC é superior àquela 

encontrada nas amostras SRS. Esses genes estão relacionados com as seguintes funções: 

degradação de RNA, formação de biofilme, sistema arginina deiminase, produção ou 

resistência á toxinas, reparação de DNA, codificação de subunidades ribossomais, 

biossíntese de ácidos graxos, replicação e divisão celular, biossíntese de aminoácidos, 

atividade de membrana, estresse oxidativo, energia e metabolismo central, reparo de 

proteínas e degradação, síntese de nucleotídeos e nucleosídeos, tradução, codificação de 

fatores de transcrição, sistema fosfotransferase do açúcar, sistema de dois componentes, 

transporte e ligação, transporte de potássio e cobre e extrusão de prótons. 

 

 

 

10 voluntários com 

superfície de raiz 

exposta sem cárie (SRS) 

30 voluntários com 

lesão cariosa radicular 

ativa (RC) 

10 bibliotecas 

genômicas 

9 bibliotecas 

genômicas 

Conjunto de 

amostras com 

≤30ng / RNA 
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Tabela 2. Número total, média, mediana, quartis e amplitude (mínimo – máximo) de 

reads de todos os genes de tolerância ácida (n=225 genes) em cada grupo analisado: 

Grupo Total de 

reads 

Mediana 

de reads 

Quartis (25/ 

75) 

Mínimo - 

Máximo 

SRS 7,6 x 104 0,0a 0,0 – 3,0 0 – 3.858 

RC 300,0 x 104 484,0b 129 – 1.470 0 – 93.327 
Medianas seguidas por letras sobrescritas distintas diferem estatisticamente entre pelo teste de Mann-

Whitney (p<0,001) 

Dos 225 genes analisados (e potencialmente relacionados à tolerância ácida), 69 

(30% em relação ao total) apresentaram expressão diferencial no grupo RC e nenhum 

gene apresentou expressão diferencial no grupo SRS (seguindo os critérios descritos 

anteriormente: alteração nos níveis de transcrição de pelo menos 1log2fold change e valor 

de P ajustado menor que 0,001) (Tabela 3). De todas as funções associadas aos genes de 

tolência ácida, apenas duas delas (degradação de RNA e transporte de potássio e cobre) 

não apresentaram seus respectivos genes com expressão diferencial. 

Tabela 3. Genes que apresentaram expressão diferencial em biofilmes radiculares 

com cárie. 

Função 

nº genes (% em relação 

ao total de genes da 

função*) 

Genes log2Fold p. ajustado 

Formação de Biofilme 

e metabolismo de 

cisteína 

1 (100%) luxS 6,56 4,79E-12 

Agmatina Deiminase 2 (100%) 
otcA 

aguA 

6,74 

6,07 

1,58E-10 

3,38E-09 

Produção ou 

resistência a toxinas 
3 (100%) 

SMU_1914c 

(NlmC) 

SMU_1906c 

SMU_423 (NlmD) 

8,12 

7,70 

7,95 

2,29E-11 

8,89E-16 

5,00E-13 

Reparação de DNA 1 (33,3%) end3 (smn) 4,82 0,000937768 

Biossíntese de ácidos 

graxos 
1 (14,28%) fabH 7,18 2,40E-11 

Replicação e divisão 

celular 
1 (100%) greA 7,08 9,87E-12 

*Genes identificados pela busca da literatura 
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Tabela 3 (cont). Genes que apresentaram expressão diferencial em biofilmes 

radiculares com cárie. 

 

Função 

nº genes (% em relação 

ao total de genes da 

função*) 

Genes log2Fold p. ajustado 

     

Biossíntese de 

aminoácidos 
4 (44,44%) 

SMU_1261c (hisE) 

hisA 

ilvE 

hisB 

6,73 

4,77 

4,64 

4,63 

9,97E-11 

8,74E-05 

0,000147324 

0,001025519 

 

Parede Celular 12 (50%) 

spaP 

mreC 

mreD 

murC2 

pbp2a 

dagK 

SMU_911c 

SMU_929c 

SMU_1560 

SMU_1646c 

SMU_1701c 

SMU_1807c 

4,71 

7,20 

8,45 

4,56 

4,87 

6,66 

9,25 

8,03 

7,37 

8,13 

8,12 

7,31 

0,000136354 

1,46E-08 

2,08E-14 

0,000890623 

0,000804216 

4,32E-09 

4,02E-16 

2,97E-19 

4,32E-13 

1,68E-13 

1,25E-15 

1,21E-11 

Estresse oxidativo 1 (14,28%) Tpx 8,30 7,98E-17 

Energia e 

metabolismo central 
6 (22,22%) 

pfk 

adhE 

eno 

pfkB 

glgC 

bglA 

4,65 

4,63 

4,50 

4,65 

4,15 

4,80 

0,000760736 

0,000580787 

0,000272191 

0,000760736 

0,000877011 

0,000983863 

Proteína de reparo e 

degradação 
1 (6,66%) SMU_143c 7,86 1,26E-15 

Síntese de 

nucleotídeos e 

nucleosídeos 

9 (50%) 

purL 

purM 

pyrD 

pyrDB 

pyrK 

purH 

SMU_991 

SMU_2071 

SMU_29 

4,77 

4,28 

7,42 

7,23 

7,31 

4,19 

8,02 

7,79 

7,18 

0,000137132 

8,66E-05 

1,26E-13 

3,96E-14 

2,12E-10 

0,000534169 

6,52E-15 

6,23E-12 

2,11E-14 

*Genes identificados pela busca da literatura 
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Tabela 3 (cont). Genes que apresentaram expressão diferencial em biofilmes 

radiculares com cárie. 

Função 

nº genes (% em relação 

ao total de genes da 

função*) 

Genes 
log2Fol

d 
p. ajustado 

     

Genes envolvidos na 

tradução 
1 (25%) syfA 7,72 9,08E-14 

Genes que codificam 

reguladores de fatores 

de transcrição. 

7 (41,17%) 

glnR 

furR 

fabT 

pyrR 

SMU_161 

SMU_168 

SMU_1647c 

4,67 

7,23 

6,81 

7,61 

7,96 

8,67 

8,02 

0,00076976 

2,34E-11 

4,08E-12 

7,56E-16 

4,51E-14 

1,14E-10 

2,15E-14 

 

Sistema de 

fosfotransferase de 

açúcar bacteriano 

3 (27,27%) 

scrA 

ptnA 

ptnC 

4,57 

4,50 

4,02 

0,000658811 

0,000664596 

0,00106175 

 

Sistema de dois 

componentes 
6 (46,15%) 

comD 

comE 

liaS 

liaR 

levR 

levS 

4,28 

6,92 

7,65 

4,64 

7,63 

8,18 

0,001023453 

1,44E-10 

5,26E-13 

0,000858341 

1,44E-10 

7,14E-14 

 

Transporte e ligação 9 (34,61%) 

SMU_653c 

SMU_652c (SsuB) 

glpF 

nrgA 

SMU_706c 

SMU_1897 

SMU_459 

SMU_602 

SMU_651c 

8,06 

7,90 

8,45 

8,64 

6,99 

7,94 

7,68 

8,65 

7,09 

2,44E-12 

1,57E-13 

3,18E-12 

6,63E-14 

4,07E-13 

4,71E-07 

2,68E-14 

4,29E-18 

2,08E-10 

     

Extrusão de prótons 1 (12,5%) atpH 6,80 5,88E-10 

*Genes identificados pela busca da literatura 

Considerando o total de 69 genes que apresentaram expressão diferencial, a 

Tabela 4 abaixo mostra que a mediana de reads no grupo RC é superior áquela encontrada 

nas amostras SRS. Do ponto de vista funcional, e em termos percentuais, cerca de 17,4% 

dos genes diferencialmente expressos estão associados com funções de membrana, 

enquanto que 13% desses estão relacionados com síntese de nucleotídeos/nucleosídeos 

ou transporte e ligação; e 10,1% dos genes estão associados com codificação de fatores 
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de transcrição (Figura 2). Além disso, com exceção das funções formação de biofilme, 

sistema agmatina deiminase, produção ou resistência á toxinas, e replicação e divisão 

celular, onde todos os genes identificados e associados á tais funções foram 

diferencialmente expressos, é importante mencionar que uma expressão diferencial foi 

parcialmente encontrada nos genes associados ás demais funções, variando de 6% a 50% 

dos genes identificados (Figura 3). 

Tabela 4. Número total, média, mediana, quartis e amplitude (mínimo – máximo) de 

reads dos genes que apresentaram expressão diferencial (n=69 genes) 

Grupo Total de 

reads 

Mediana 

de reads 

Quartis (25/ 

75) 

Mínimo - 

Máximo 

SRS 1,2 x 104 0,0a 0,0 – 2,0 0 -2.090 

RC 57,0 x 104  167,0b 58,0 – 613,75 0 – 40.546 
Medianas seguidas por letras sobrescritas distintas diferem estatisticamente entre pelo teste de Mann-

Whitney (p<0,001) 
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Resultados das análises das rotas metabólicas 

 

 Dos 69 genes diferencialmente expressos, as rotas metabólicas de apenas 37 genes 

estavam disponíveis na plataforma KEGG (descritas a seguir). 

 O gene luxS está relacionado com a formação de biofilme e com a análise da sua 

rota metabólica foi possível inferir que o mesmo está relacionado com o metabolismo de 

cisteína (Figura 4). O gene aguA está ligado ao sistema agmatina deminase que leva à 

produção de putrescina que está associada à produção de compostos alcalinos e também 

atuar como intermediária do metabolismo de alanina, aspartato, butanoato e glutamato 

(Figura 5). Os genes comD/comE são estão ligados ao mecanismo do Sistema de Dois-

Componentes e os genes SMU_1914c/SMU_423 estão relacionados com a produção de 

bacteriocinas (Figura 6). O gene end3 (smn) está relacionado com o reparo de DNA 

(Figura 7). O gene fabH participa da biossíntese de ácidos graxos e esta função está 

associada às modificações de lipídios da membrana plasmática (Figura 8). Os genes 

SMU_1961c, hisA, hisB estão associados à via de pentose-fosfato, podendo progredir para 

metabolismo de purina ou de histidina, que por sua vez poderá estar associado ao 

metabolismo de aspartato, glutamato e alanina (Figura 9.1) (como também verificado na 

Figura 5). O gene ilvE está ligado a produção de aminoácidos de cadeias ramificadas que 

são: valina, leucina e isoleucina (Figura 9.2). Os genes dagK, murC2, pbp2a participam 

da biossíntese de peptidoglicanos (Figura 10). O gene eno realiza a conversão de 2-

fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato que é um precursor da síntese de piruvato, que 

posteriormente pode ser convertido em ácido lático. O gene adhE realiza a conversão do 

2-hidroxietil-ThPP (produzido a partir do piruvato) em acetaldeído que será convertido 

posteriormente em etanol (Figura 11.1). O gene bglA realiza o transporte de carboidratos 

de fontes vegetais e o gene glgC está relacionado com a síntese de glicogênio (Figura 

11.2). O gene pfk converte a frutose-6P em frutose-1,6 bifosfato, enquanto gene pfkB 

converte a frutose-1-fosfato em frutose-1,6-bifosfato, portanto estes genes estão 

relacionados com a produção de energia (glicólise) (Figura 11.3). Os genes purL, purM, 

SMU_29 estão relacionados a produção de nucleotídeos (adenina e guanina) (Figura 

12.1). Os genes pyrD, pyrDB, pyrK participam do metabolismo de cistosina e timina; e a 

timina pode ser convertida em valina, leucina e isoleucina (como também descrito na 

Figura 9.2)  enquanto o gene pyrR é um fator de transcrição (Figura 12.2). O gene syfA 

está envolvido com a síntese de tRNA e proteínas (Figura 13). O gene scrA converte a 



23 
 

sacarose em sacarose-6P e o gene ptnA/ptnC convertem a manose em manose-6P (Figura 

14). Os genes liaS e liaR fazem parte do mecanismo de Sistema de Dois-Componentes, 

sendo que o gene liaS está ligado às respostas relacionadas à secreção de mutacinas e pela 

formação de biofilme, enquanto o gene liaR está relacionado com a formação do envelope 

celular (Figura 15). O gene SMU_652c está relacionado ao transporte de nitratos (Figura 

16). E o gene atpH que é a subunidade C(gama) da F1F0-ATPase (Figura 17) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Rota metabólica do gene luxS obtida a partir da plataforma KEGG. 
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Figura 6. Rota metabólica dos genes comD, comE, SMU_1914c e SMU_423 obtida a 

partir da plataforma KEGG. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Rota metabólica do gene end3 obtida a partir da plataforma KEGG. 
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Figura 8. Rota metabólica do gene fabH obtida a partir da plataforma KEGG. 
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Figura 9.2. Rota metabólica dos genes ivlE, hisA, hisB obtida a partir da plataforma 

KEGG. 
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Figura 10. Rota metabólica dos genes dagK, murC2, pbp2a obtida a partir da plataforma 

KEGG. 
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Figura 11.1. Rota metabólica dos genes eno e adhE obtida a partir da plataforma KEGG. 
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Figura 11.3. Rota metabólica dos genes pfk e pfkB obtida a partir da plataforma KEGG. 
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Figura 13. Rota metabólica do gene syfA obtida a partir da plataforma KEGG. 
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Figura 14. Rota metabólica dos genes scrA, ptnC e ptnA obtida a partir da plataforma 

KEGG. 
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Figura 15. Rota metabólica dos genes liaS e liaR obtida a partir da plataforma KEGG. 
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Figura 16. Rota metabólica do gene SMU_652c obtida a partir da plataforma KEGG. 
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5 DISCUSSÃO 

 Estudos in vitro que apresentavam como objetivo avaliar a expressão de genes 

relacionados à tolerância ácida em Streptococcus mutans obtiveram como resultado que 

há uma maior expressão gênica dos genes relacionados a este mecanismo quando esta 

célula bacteriana cresce em um pH ácido. O pH baixo utilizado nestes estudos mimetiza 

o processo carioso ativo, neste estágio da doença ocorre com bastante frequência quedas 

de pH em decorrência da excreção de ácidos oriundos do metabolismo do biofilme 

composto, em sua maioria, por microrganismos acidúricos e acidogênicos (Len et al., 

2004), (Gong et al., 2009), (Baker et al., 2015). No nosso estudo é possível inferir a partir 

da análise estatística que comparou a mediana do número de reads (dos 225 genes que 

estão relacionados aos mecanismos de tolerância ácida) do grupo superfície radiculares 

hígidas (SRS) e superfície radiculares cariadas (RC) que a mediana do grupo RC 

apresentou-se estatisticamente maior (p<0,001). Este resultado apenas quantifica o 

número de reads de cada gene, mas já indica que há uma maior expressão gênica no grupo 

RC em relação ao grupo SRS, o que foi confirmado pela análise de expressão diferencial 

(Dseq).  

 

Genes relacionados à via glicolitica e transporte de nutrientes:  

Em relação ás funções de Energia e metabolismo central, 6 genes apresentaram 

expressão diferencial (8,69% em relação em relação ao total). Analisando a rota 

metabólica é possível inferir que os genes pfk e pfkB participam da metabolização de 

açúcares e fazem parte do processo de glicólise (Sztajer et al., 2008). O gene eno realiza 

a conversão de 2-fosfo-glicerato em fosfoenolpiruvato que é um precursor da síntese de 

piruvato que posteriormente pode ser convertido em ácido lático. Porém, observamos que 

o gene adhE apresentou expressão diferencial realizando a conversão do 2-hidroxietil-

ThPP (produzido a partir do piruvato) em acetaldeído que posteriormente pode ser 

convertido em etanol. Nossa hipótese é que essa conversão tenha sido ativada como forma 

de se controlar a produção de ácidos pelo S. mutans num esforço para evitar uma intensa 

acidificação ambiental que pudesse comprometer sua viabilidade. Ainda, o gene glgC está 

associado à produção de uma enzima-chave que sintetiza glicogênio, que é um 

polissacarídeo intracelular (PIC) que tem papel importante na cariogenicidade do S 

mutans. O PIC é uma reserva de carboidratos que pode ser utilizado para obtenção de 
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energia em períodos de jejum do hospedeiro que são caracterizados pelo período entre as 

refeições (Diez et al., 2013), (Marsh et al., 2018). A degradação do PIC também resultará 

em produção de ácidos que potencialmente podem desmineralizar as superfícies dentais. 

Além disso, observou-se que o gene bglA, que participa do transporte e subsequente 

utilização de carboidratos derivados de fontes vegetais, tais como salicina, arbutina, 

celobiose e aesculin (Cote et al., 2003) também apresentou expressão diferencial, apesar 

de desconhecermos a contribuição da ativação desse transporte numa condição de estresse 

ácido compatível á um biofilme cariogênico. 

Nesse sentido, é importante ressaltar que 3 genes relacionados ao sistema de 

fosfotransferase do açúcar bacteriano (PTS) apresentaram expressão diferencial (4,34% 

em relação ao total). O sistema PTS está envolvido no transporte de açúcares para o 

interior celular que serão utilizados para o metabolismo bacteriano (Lemos et al., 2019). 

O gene scrA realiza a fosforilação dos substratos de açúcar recebidos e 

concomitantemente faz sua translocação dos compostos fosforilados através da 

membrana celular, estando principalmente envolvido no transporte de sacarose, 

convertendo a sacarose em sacarose-6-fosfato (Lemos et al., 2019). Os genes ptnA e ptnC, 

estão relacionados ao metabolismo de açúcares, em especifico, a manose, convertendo a 

manose em manose-6-fostato (Sztajer et al., 2008), (Binepal et al., 2017). 

  

Genes relacionados à síntese de nucleotídeos e nucleosídeos: 

A síntese de nucleotídeos e nucleosídeos apresentou 9 genes com expressão 

diferencial, perfazendo 13% em relação ao total (69 genes). De forma geral, a expressão 

diferencial desses genes indica a ocorrência de processos metabólicos básicos necessários 

para manutenção da viabilidade celular.  Os genes purL, purM, purH e SMU_29 

participam do metabolismo de purinas. Hipotetiza-se que a síntese de adenina, um tipo de 

purina, está relacionada à geração de ATP que seria utilizado para extrusão de prótons 

(via mecanismo F-ATPase que será discutido mais adiante) (Baker et al., 2017). Não foi 

encontrada a rota metabólica dos genes SMU_991 e SMU_2071, mas acredita-se que eles 

participem deste mecanismo já que também apresentaram expressão diferencial. pyrR, 

após analisar sua rota metabólica, esse gene controla o operon pyr que participa da 

biossíntese de pirimidinas. Os genes pyrD, pyrDB e pyrK estão associados ao 

metabolismo de pirimidinas. Analisando a rota metabólica em que se encontra esses 
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genes, é possível inferir que os precursores para iniciar a rota metabólica deste grupo de 

nucleotídeos é a alanina, aspartato e glutamato, que são aminoácidos também 

relacionados à rota metabólica do gene aguA (presente no mecanismo de agmatina 

deiminase, que será discutido mais adiante) e aos genes hisA, hisB e SMU_1961c 

(relacionados a biossíntese de aminoácidos). 

Genes relacionados à biosíntese de aminoácidos: 

Ainda sobre o mecanismo de biossíntese de aminoácidos citado anteriormente, 

além dos genes hisA, hisB e SMU_1961c, o gene ilvE pertence a esta função e também 

apresentou expressão diferencial. Este gene especifico participa da síntese de valina, 

leucina e isoleucina que são aminoácidos de cadeias ramificadas, este tipo de aminoácido 

leva a um redirecionamento do carbono que deixa de ser convertido em piruvato. Além 

disso, a reação realizada pelo ilvE produz amônia, que é uma molécula alcalina. (Baker 

et al., 2017). A célula mutante para o gene ilvE apresenta crescimento deficiente, defeito 

na F1F0-ATpase (será discutida mais adiante) e ainda apresentava-se significativamente 

mais sensível à ácidos (Santiago et al., 2012).  

Esses mecanismos descritos acima (glicólise, biossíntese de aminoácidos e 

possíveis compostos alcalinos produzidos, bem como aumento na atividade do sistema 

PTS) podem sugerir que em ambientes acidificados, como nos biofilmes associados ás 

lesões de cárie radicular, os microrganismos necessitam otimizar a captura de nutrientes 

para o meio intracelular e aproveitá-los com maior eficiência, o que pode ser observado 

pela maior expressão de genes da via glicolítica (como pfk e pfkB) e também pela maior 

atividade de genes relacionados à biossíntese de aminoácidos que por sua vez atuarão 

como precursores de moléculas maiores como polipeptídeos e proteínas. Ainda, é 

possível que em condições de baixa disponibilidade de nutrientes nos períodos de jejum 

do hospedeiro, é possível que os aminoácidos podem serem utilizados como substrato 

para síntese de glicose e consequente produção de energia. Compostos alcalinos que 

podem ser sintetizados a partir dos aminoácidos assim como produção de etanol e 

alterações da rota de produção do piruvato na via glicolítica podem atuar modulando a 

acidificação extracelular de forma à não comprometer a viabilidade microbiana. 
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Genes relacionados à função/biossíntese de peptidoglicano: 

Dentre os 69 genes que apresentaram expressão diferencial, 17,4% (12 genes) estão 

relacionados com funções na membrana plasmática, os 12 genes deste mecanismo são: 

spaP, mreC, mreD, murC2, pbp2a, dagk, SMU_911c, SMU_929c, SMU_1560, 

SMU_1646c, SMU_1701c e SMU_1807c. O gene spaP produz uma adesina associada à 

parede celular que apresenta um importante papel na colonização quando a sacarose não 

está presente, ou seja, mesmo sem a presença de sacarose é possível produzir polímeros 

extracelulares que são imprescindíveis para adesão de bactérias à superfície do dente. 

Ainda neste contexto, pesquisas in vitro demonstraram que cepas mutantes do gene spaP 

não se aderiam ao esmalte dental (Crowley et al., 1999). Os genes mreC, mreD, murC2, 

pbp2a, dagK, SMU_911c, SMU_929c, SMU_1560, SMU_1646c e SMU_1807c 

participam da regulação da forma celular e codificando componentes da parede celular. 

Esta função juntamente com gene fabH, que está relacionado ao mecanismo de 

biossíntese de ácidos graxos podem estar atuando concomitantemente para que alterações 

na membrana ocorram, possivelmente na tentativa de reduzir sua permeabilidade aos 

prótons e controlar/evitar a acidificação do citoplasma (Chattoraj et al., 2010), (Park et 

al., 2015), (Galvão et al., 2015), (Uniprot). O gene fabT regula o operon fab que é 

responsável pela biossíntese de ácidos graxos insaturados de cadeia mais longa 

(Faustoferri et al., 2015), O gene SMU_1701c codifica uma proteína associada à 

membrana que participa de mecanismos como autólise e lise celular em resposta às 

modificações que ocorrem no ambiente, como no caso de acidificação do pH do biofilme. 

Sabe-se que a morte celular programada é importante para eliminar células bacterianas 

danificadas pelo ambiente. A autólise de uma pequena subpopulação também libera DNA 

das bactérias danificadas que se liga a matriz extracelular, aumentando o biofilme (Kim 

et al., 2019). 

A bomba F1-F0ATPase que é composta por 8 genes (atpA, atpB, atpC, atpD, atpE, 

atpF, atpG, atpH) é descrita na literatura como um dos principais mecanismos para 

tolerância ácida em vários microrganismos, esta atua realizando a extrusão do próton H+ 

do interior celular e, como consequência positiva, ocorre uma alcalinização do citoplasma 

(Len et al., 2004). Analisando o estudo de Baker et al., 2015 onde em um dos seus grupos 

células foram cultivadas em um pH estacionário de 5,0, os achados deste grupo 

demonstram que 7 genes desta bomba apresentaram maior expressão nesta condição. Em 

nosso estudo apenas um gene que compõe essa bomba apresentou expressão diferencial, 
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o atpH. Este gene é a subunidade c (γ) da F-ATPase. O fato de termos encontrado 

expressão diferencial em apenas um deles reflete o momento da coleta da amostra, mas 

entende-se que todo o conjunto de genes relacionados á essa função pode estar sendo 

diferencialmente expresso, tanto é que todos os demais genes apresentaram reads nas 

condições avaliadas.  

Os genes responsáveis pelo mecanismo de transporte e ligação representam 13% da 

amostra (9 genes de 69). Estes genes, como próprio nome sugere, atuam transportando as 

mais diversas moléculas para o interior ou para o exterior da célula bacteriana. O gene 

SMU_653c participa do transporte de proteínas através da membrana, o gene SMU_652c 

auxilia o transporte de nitratos, o gene glpF que codifica um transportador de glicerol, 

nrgA que codifica um transportador de amônia, SMU_706c que codifica uma proteína 

com atividade transportadora de tiamina, gene SMU_459 que é responsável pelo 

responsável pelo transporte de aminoácidos, gene SMU_602 responsável pelo transporte 

de sódio, gene SMU_651c responsável pelo transporte de nitrato/sulfonato/taurina e o 

gene SMU_1897 que é responsável pela excreção de toxinas para meio extracelular. 

Entende-se, portanto, que codificação de proteínas de membrana que visam aumentar a 

adesão bacteriana ás superfícies, bem como viabilizar a formação de biofilmes, 

modificação na composição de lipídeos na membrana, aumento na atividade F-ATPase e 

de proteínas de membrana que controlam o influxo/efluxo de nutrientes e toxinas 

desempenham um importante papel no desenvolvimento dos biofilmes cariogênicos. 

 

Genes relacionados à comunicação celular e resposta á fatores externos: 

O Sistema de dois-componentes possui ao total 6 genes que apresentaram expressão 

diferencial (8,69% em relação ao total) (comD/comE, liaS, liaR, levR e LevS) 

apresentaram expressão diferencial. Este mecanismo permite que o S. mutans sinta as 

modificações que ocorrem no ambiente, e assim regule os fatores de transcrição para 

adaptar-se as novas condições ambientais (Gong et al., 2009).  Em relação a produção de 

toxinas, analisando a rota metabólica dos genes SMU_1914c e SMU_423 que estão 

relacionados a este mecanismo, foi possível inferir pela análise da rota que para produção 

ocorrer era necessário a ativação dos genes comD/comE que participam do mecanismo 

do sistema de dois-componentes, onde o gene comD funciona como um sensor que 

permite a bactéria sentir as modificações que estão ocorrendo no ambiente e o gene comE 



45 
 

estimulará a atividade de fatores de transcrição para produção de toxinas (mutacinas) (Xie 

et al., 2010). As mutacinas secretadas por S. mutans são antibióticos usados na defesa 

contra outros micróbios orais, fornecendo assim uma vantagem para S. mutans, pois estas 

suprimem o crescimento de outras bactérias concorrentes presentes no biofilme dental 

(Zhang et al., 2009), (Lemos et al., 2019). Além disso, O gene liaS parece regular a 

expressão e secreção de mutacina. Os genes liaS e liaR estão envolvidos com formação 

de biofilme, uma vez que bactérias deficientes nesse gene apresentaram capacidade 

reduzida de formarem biofilmes (Suntharalingam et al., 2009), (Zhang et al., 2009). O 

gene liaS está também associado á aciduricidade já que mutações nesse gene resultam em 

reduzida tolerância ácida (Zhang et al., 2009).  

O gene luxS é responsável por sintetizar um sinal celular (quorum sensing) 

universalmente reconhecido como autoindutor-2 (AI-2), este sinal pode ser um fator 

importante na regulação da expressão gênica relacionada ao biofilme, podendo modular 

a utilização de energia para o crescimento em um ambiente competitivo. As bactérias que 

apresenta mutação nesse gene apresentam deficiência na formação de biofilme (Merritt 

et al., 2003), (Wen e Burne, 2004). Analisando a rota metabólica desse gene foi possível 

inferir que ele estava ligado ao metabolismo da cisteína, transformando um intermediário 

tóxico S-D-Ribosil-L-homocisteína em homocisteína, esta reação fornece grupos metila 

para RNA, DNA e proteínas (Sztajer et al., 2008). Portanto, em resposta ao ambiente 

acidificado dos biofilmes, os S. mutans desencadeam respostas que viabilizam formação 

de biofilme e síntese de mutacinas. 

 

Genes relacionados ao controle do pH intracelular: 

O sistema agmatina deiminase possui 2 genes que apresentaram expressão 

diferencial (2,89% em relação ao total). Os genes otcA e aguA convertem agmatina em 

amônia, CO2, putrescina e ATP, a amônia gerada pode contribuir para a neutralização do 

pH citoplasmático, enquanto o ATP gerado pode ser usado para alimentar a extrusão de 

prótons através da bomba F1-F0-ATPase que ja foi discutida anteriormente (Lemos et al., 

2019). Como já descrito acima, e apesar dos S. mutans serem altamente ácido-tolerantes, 

entende-se que esse mecanismo é um importante fator de controle de acidificação que 

impede que o pH no meio intracelular seja reduzido à valores que inviabilizem o 

crescimento dos S. mutans. 
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Genes relacionados à mecanismos de reparos á macromoléculas: 

O gene end3 (smn) foi o único que apresentou expressão diferencial em relação ao 

mecanismo de reparação de DNA (1,44% em relação ao total). A literatura relata que o 

reparo de DNA é um mecanismo importante para proteção contra flutuações de pH, este 

reparo ocorre por meio da excisão de base de DNA e tem um papel importante na 

manutenção do genoma, impedindo o acúmulo de mutações e protegendo a célula contra 

efeitos de lesões altamente mutagênicas. Cepas mutantes para o gene smn apresentam 

frequências de mutação espontânea elevadas (Gonzalez et al., 2012). 

 

Genes relacionados à demais funções: 

Outros mecanismos que apresentaram somente um gene com expressão 

diferencial foram: replicação e divisão celular com gene greA (1,44% em relação ao total), 

estresse oxidativo com gene tpx (1,44% em relação ao total), reparo de proteínas e 

degradação com gene SMU_143c (1,44% em relação ao total) e genes envolvidos na 

tradução (1,44% em relação ao total). 

Após a discussão da importância de determinados genes para fisiologia e 

adaptação dos S. mutans em biofilme cariogênicos, cabe ressaltar que a maioria dos 

estudos realizados com intuito de descrever as modificações gênicas em S. mutans quando 

em um ambiente ácido são estudos in vitro (Len et al., 2004), (Gong et al., 2009), (Baker 

et al., 2015). Porém, estes estudos são realizados em um ambiente controlado e com 

bactéria na sua forma planctônica, o que de alguma forma limita os achados, pois o 

biofilme da cavidade oral possui uma variedade enorme de microrganismos em constate 

interação, o que pode modular a expressão gênica. Apesar das rotas descritas acima 

possuírem genes mais expressos em condição de doença (cárie radicular), ainda existem 

dúvidas sobre a real contribuição de determinados genes na patogênese da cárie radicular. 

Baker et al. (2017) discutem que ainda não se pode afirmar se sistema agmatina deiminase 

é importante clinicamente (Baker et al., 2017). O fato dos nossos resultados mostrarem 

uma maior expressão de genes desse sistema sugerem que em condições clínicas de 

biofilmes polimicrobianos a atuação desse sistema é fundamental para manuentação da 

viabilidade celular. Em acréscimo, os mesmos autores (Baker et al., 2017) questionam 

como a produção de ácidos graxos é iniciada para modificar a permeabilidade da 

membrana. Em nosso estudo, o gene fabH apresentou expressão diferencial e este catalisa 
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a primeira reação de condensação que inicia a síntese de ácidos graxos, elucidando em 

partes as dúvidas do autor. Ainda, questionou-se qual seria a real contribuição do gene 

ivlE em ambientes ácidos. Nossos resultados também sugerem a importância da rota 

regulada por esse gene na tolerância ácida.  

 Ressaltamos que os resultados do presente estudo são provenientes de RNA de 

amostras clínicas. Esses resultados confirmam alguns achados in vitro anteriormente 

relatados, porém trazem novas evidências sobre genes que potencialmente estão 

envolvidos nos mecanismos de tolerância ácida. Além disso, as amostras correspondem 

à biofilme polimicrobiano, de forma que a expressão diferencial encontrada pode ser 

resultado da interação microbiana existente nesse ambiente microbiologicamente 

complexo. Dessa forma, o nível de evidência dos resultados apresentados é elevado por 

se tratar de um estudo clínico realizado sob condições reais utilizando ferramentas de 

biologia molecular para esclarecimento do processo saúde-doença.  
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6 CONCLUSÃO 

Os resultados do presente estudo demonstram que existe expressão diferencial de 

genes envolvidos nos mecanismos de tolerância ácida de S. mutans em biofilme 

cariogênico. Genes diferencialmente expressos em condição de cárie radicular estão 

associados á rotas metabólicas e funções de formação de biofilme, sistema agmatina 

deiminase, produção ou resistência á toxinas, reparação de DNA, biossíntese de ácidos 

graxos, replicação e divisão celular, biossíntese de aminoácidos, atividade de membrana, 

estresse oxidativo, energia e metabolismo central, proteína de reparo e degradação, síntese 

de nucleotídeos e nucleosídeos, codificação de fatores de transcrição, sistema 

fosfotransferase do açúcar, sistema de dois componentes, transporte e ligação e extrusão 

de prótons. Hipotetizamos que esses genes diferencialmente expresssos podem 

futuramente ser utilizados como marcadores de virulência de biofilme cariogênico. 
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