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REsSumMmo

Streptococcus sanguinis sao colonizadores primarios dos dentes
reconhecidos como microrganismos comensais benéficos da cavidade bucal, pois
s&o capazes de inibir o crescimento de espécies patogénicas, como Streptococcus
mutans. S. sanguinis sdo comumente envolvidos em endocardite bacteriana,
embora por mecanismos de patogenicidade ainda ndo conhecidos. Para colonizar
os dentes ou tecidos cardiacos, S. sanguinis devem ser capazes de se
estabelecer em biofilmes e de se adaptar as diversas condicdes de estresse
ambiental decorridas da acdo de microrganismos competidores e/ou das defesas
do hospedeiro. A resposta bacteriana a condicbes de estresse ambiental é
regulada por sistemas reguladores globais de transcricdo de dois componentes
(SDC), os quais sao essenciais para modular o transcriptoma bacteriano durante
os processos de colonizagao e infeccao do hospedeiro. O genoma de S. sanguinis
SK36 apresenta 14 desses sistemas. Através de andlises de BLAST, identificou-se
um SDC com alta similaridade ao sistema VicRK (vic de virulence control), o qual
regula fatores de viruléncia e é conservado em diversas espécies de bactérias
Gram-positivas, como S. mutans e Streptococcus pneumoniae. O objetivo deste
trabalho foi caracterizar a funcdo do sistema VicRK na biologia de S. sanguinis,
através da analise dos efeitos da inativacao de vicK em diversas caracteristicas
bacterianas possivelmente associadas a viruléncia e a formagao de biofilmes.
Para isto, foi construido um mutante knock-out do gene vicK a partir da cepa
SK36, o qual foi designado SKvicK. SKvicK foi comparado a cepa selvagem
quanto a capacidade de formacdo de biofiimes e quanto as caracteristicas que
influenciam na capacidade de colonizagéo (hidrofobicidade, atividade autolitica e
sensibilidade ao estresse oxidativo) em diferentes condigbes atmosféricas.
Também foram comparados, entre as cepas, os padrées de expressdo de genes
com possivel fungéo de viruléncia, cujos ortélogos séo regulados por VicRK nas
espécies S. mutans e/ou S. pneumoniae. Estes incluem genes relacionados a
formacao de biofilmes e biogénese da parede celular (ssapcsB, lysM, gtfP), a
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resposta ao estresse oxidativo e producao de peréxido de hidrogénio (sodA, spxB,
ccpA). A inativagcao de vicK inibiu claramente a formacéo inicial de biofilmes. Além
disto, SKvicK demonstrou maior sensibilidade ao estresse oxidativo e maior
hidrofobicidade celular. A inativagao de vicK também inibiu, de forma significativa,
a transcricdo dos genes pcsB, lysM, spxB e comE. Estes dados indicam que
VicRK regula diversas funcdes biolégicas de S. sanguinis importantes para a

colonizagdo de humanos.

Palavras-chave: Streptococcus sanguinis, Genética de Microrganismos,
Biofilmes, Endocardite Bacteriana, Sistema de Dois Componentes, Viruléncia,

Regulacdo Bacteriana da Expresséo Génica.
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ABSTRACT

Streptococcus sanguinis are primary colonizers of the teeth and
recognized as beneficial commensal microorganisms of the oral cavity because
they are able to inhibit the growth of pathogenic species such as Streptococcus
mutans. S. sanguinis are commonly involved in the infective endocarditis, although
pathogenic mechanisms are still unknown. S. sanguinis are able to establish in
biofilms and to adapt among various environmental stress conditions from
competing microorganisms and/or from host defenses during colonization of
enamel or endothelial tissues. Bacterial responses from environmental stress
conditions are regulated by two-component global regulatory systems (TCS), which
are essential to modulate the bacterial transcriptome during colonization and
infection of the host. S. sanguinis SK36 genome contains at least 14 TCS. Through
BLAST analyses, we identified a TCS with high similarity to VicRK system (vic from
virulence control), which regulates virulence factors and is conserved in several
species of gram-positive bacteria such as S. mutans and Streptococcus
pneumoniae. The aim of this study was to characterize the role of VicRK system in
S. sanguinis biology, by analyzing the effects of vicK inativation on several
characteristics potentially associated with bacterial virulence and biofilm formation.
For this purpose, vicK mutant gene knock-out was obtained from strain SK36 and it
was designated SKvicK. SKvicK was compared to the wild-type strain about the
ability to form biofilms and cellular traits which influence in the ability of host
colonization (hydrophobicity, autolytic activity and sensitivity to oxidative stress)
under diverse atmospheric conditions. Gene expression was also compared in the
strains because these genes are potencially involved in virulence, whose orthologs
are regulated by VicRK system in S. mutans and S. pneumoniae species. These
include genes involved in biofilm formation and cell wall biogenesis (ssapcsB,
lysM, gtfP), oxidative stress response and production of hydrogen peroxide (sodA,
spxB, ccpA). The inactivation of vicK inhibited the initial formation of biofilms.

Moreover, SKvicK showed increased sensitivity to oxidative stress and cell
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hydrophobicity. vicK gene inativation also signicantly down-regulated transcription
of pcsB, lysM, spxB and comE. These data indicate that VicRK regulates several

biological functions relevant for S. sanguinis colonization.

Keywords: Streptococcus sanguinis, Microorganisms Genetics, Biofilms,
Infective Endocarditis, Two-Component System, Virulence, Bacterial Gene
Expression Regulation.
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1.INTRODUCAO

Streptococcus sanguinis, previamente referido como Streptococcus
sanguis, além de ser um habitante normal da cavidade bucal humana, é,
classicamente, considerado microrganismo comensal pioneiro do biofilme dental,
assim como um antagonista de patégenos bucais, como, por exemplo,
Streptococcus mutans, principal patdégeno da carie dentaria (Ge et al., 2008a).
Além disso, S. sanguinis também é um dos principais patégenos da endocardite
bacteriana.

O inicio do desenvolvimento do biofilme dental depende da interacéo
especifica de proteinas da superficie bacteriana a componentes salivares ou
microbianos adsorvidos aos dentes, os quais formam um filme comumente
referido como pelicula adquirida (PA). S. sanguinis esta entre as primeiras
espécies que se aderem, especificamente, aos componentes da PA. Esses
microrganismos aderidos fornecem novas moléculas de ades&o para colonizagao
de outras espécies bacterianas com menor afinidade a PA, seguindo-se uma
sucessao ordenada dos inumeros géneros bacterianos que compdéem o biofilme
dental, e, uma vez estabelecida em um local, o biofilme bucal permanece estavel
ao longo do tempo, apesar das constantes mudangas das condicdes ambientais
(Ahn & Burne, 2007). As razdes do alto sucesso na colonizag&o inicial dos dentes
por S. sanguinis ainda nao sao totalmente compreendidas, mas parecem ser
decorrentes de um conjunto de fatores microbianos, como, por exemplo, a
expressdao de diversas adesinas de superficies com alta afinidade aos
componentes salivares, o que torna este microrganismo altamente competitivo
frente ao grande numero de espécies de estreptococos e outros géneros
bacterianos presentes na cavidade bucal.

Diversos fatores de viruléncia envolvidos na formacao de biofilmes tém
sido identificados em S. sanguinis e outras espécies de estreptococos viridans,

grupo ao qual S. sanguinis pertence, incluindo adesinas, enzimas que sintetizam a



matriz extracelular de glucanos, e proteinas de interagdo aos glucanos. Genes
envolvidos na sintese e manutengao da parede celular e da competéncia também
tém sido implicados na capacidade de crescimento em biofilmes, sendo incluidos
no painel de genes de viruléncia (Loo et al, 2000; Mattos-Graner et al., 2001;
Senadheera et al, 2005). Estes genes de viruléncia sdo regulados de forma
coordenada por sistemas reguladores de transcricdo de dois componentes (SDC)
em resposta a diferentes estimulos ambientais. Entre estes sistemas, destaca-se o
sistema VicRK (vic de Virulence control), o qual parece ser conservado em
diversas espécies patogénicas de estreptococos, como Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus pyogenes e S. mutans (Ng et al., 2005; Senadheera
et al., 2005; Liu et al., 2006; Winkler & Hoch, 2008).

Assim, serd que o sistema vicRK estaria presente e teria funcdo de
regulador da expressdo de genes de viruléncia em S. sanguinis semelhante ao
que ocorre em S. mutans? A construcdo de um mutante knock-out para o gene
vicK poderia contribuir na caracterizacdo do S. sanguinis, especificamente trazer
novos dados quanto a sua viruléncia?

Com base nessas questbes fundamentais, este estudo procurou
caracterizar a funcao do sistema VicRK na biologia de S. sanguinis, através da
construgcdo de mutante do gene vicK a partir das cepas S. sanguinis SK36 e DSS-
10, e avaliar diversas caracteristicas fenotipicas e genéticas, conhecidamente
associadas a viruléncia, através da comparacao entre o mutante e a respectiva

cepa selvagem.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. STREPTOCOCCUS SANGUINIS COMO MICRORGANISMO PIONEIRO DO BIOFILME
DENTAL E PATOGENO ENVOLVIDO NA ENDOCARDITE BACTERIANA.

Os biofilmes consistem de comunidades microbianas organizadas em
uma matriz extracelular que se formam sobre superficies bibticas ou abiodticas na
natureza (Ge et al, 2008a). O biofiime dental consiste de uma comunidade
microbiana altamente complexa envolvida por uma matriz de polimeros de origem
bacteriana e salivar. O biofilme dental pode causar doengas bucais, dependendo
de sua composicao microbiana (Filoche et al., 2010; Frdjd et al., 2011; Lee et al.,
2011). Dentre os varios microrganismos presentes no biofilme dental, destaca-se
Streptococcus mutans, que metaboliza o agucar da dieta e, assim, produz acidos
que solubilizam as estruturas minerais dos dentes, formando cavitagdes nos
dentes, as lesbes de carie. A placa bacteriana é um biofilme ainda néo
mineralizado, mas com o passar do tempo e do metabolismo bacteriano, esse
biofiime se mineraliza, tornando-se um célculo dentario (tartaro), ocasionando
desde inflamagcdes do tecido gengival (gengivite) até mesmo perda éssea do
periodonto (Cavasin Filho & Giovani, 2009; Pereira et al, 2010; Berezow &
Darveau, 2011).

Os estreptococos sao importantes membros do biofiime dental,
conhecidos por se ligarem as proteinas adsorvidas a superficie dentéria, as quais
formam um filme denominado pelicula adquirida (PA). A PA é composta por
componentes salivares e bacterianos e incluem a alfa-amilase, proteinas ricas em
prolina e glicoproteinas. Espécies de estreptococos, como S. sanguinis sao
colonizadores primarios dos dentes, pois tém adesinas de alta afinidade a PA. Os
colonizadores primérios fornecem novas moléculas de adesdo permitindo a
subseqliente colonizacdo por outras bactérias orais com menor afinidade a PA,

seguindo-se uma sucessao ordenada dos inumeros géneros bacterianos que



compdem o biofilme dental (Gong et al., 2000; Rosan & Lamont, 2000; Hojo et al.,
2009; Nobbs et al., 2009; Zheng et al., 2011a).

A espécie Streptococcus sanguinis, previamente referida como
Streptococcus sanguis, € pertencente a um dos cinco grupos de estreptococos
viridans alfa-hemoliticos (grupos mutans, salivarius, anginosus, mitis € sanguinis),
Ou seja, esses microrganismos produzem um halo verde circunscrevendo as
colénias quando cultivados em meio agar-sangue (Ge et al., 2008a). O grupo
sanguinis inclui as espécies Streptococcus sanguinis, Streptococcus
parasanguinis e Streptococcus gordonii (Whiley & Beighton, 1998; Facklam, 2002).
S. sanguinis surge na cavidade bucal humana ap6s a erupcao dentéria, tornando-
se um habitante comensal (normal) da boca, e é, classicamente, considerada uma
espécie pioneira do biofiilme dental, dessa forma, adere-se e coloniza,
seletivamente, os elementos dentarios recobertos por saliva (Rosan & Lamont,
2000; Li et al., 2004; Kuramitsu et al., 2007; Hojo et al., 2009; Lee et al., 2011).

Estudos clinicos sugerem que uma colonizagdo bucal bem sucedida e
uma alta proporcéo de espécies comensais do género Streptococcus podem ser
benéficas para a saude bucal. Entao, S. sanguinis € um antagonista de patégenos
bucais como, por exemplo, Streptococcus mutans, principal patégeno da cérie
dentaria. Desta forma, estudos mostram que individuos livres de caries possuem
uma alta proporcao de S. sanguinis associado a niveis quase indetectaveis de S.
mutans, e o oposto ocorre em individuos com caries (Caufield et al,, 2000; Becker
et al., 2002; Ge et al., 2008a; Ge et al., 2008b; Zheng et al., 2011a). Além disso,
em seres humanos, a colonizagdo inicial com um numero abundante de S.
sanguinis atrasa a adesao do S. mutans ao biofilme, sugerindo uma capacidade
intrinseca dos colonizadores iniciais dos biofilmes, os quais compreendem cerca
de 80% dos estreptococos orais, de promover a homeostase do biofilme (Nyvad &
Kilian, 1987; Caufield et al., 2000; Rosan & Lamont, 2000; Aas et al., 2005; Diaz et
al., 2006).

S. sanguinis esta entre as primeiras espécies que se aderem,

especificamente, aos componentes da PA, assim como Streptococcus oralis e



Actinomyces naeslundii (Kolenbrander et al., 2010). Estes microrganismos
aderidos fornecem novas moléculas de adesdo para a colonizagdo de outras
espécies bacterianas com menor afinidade a PA, seguindo-se uma sucessao
ordenada dos inumeros géneros bacterianos que compdem o biofilme dental,
formando um biofilme multiespécies e, uma vez estabelecido em um local, o
biofiime dental sofre maturagdo ao longo do tempo, apesar das constantes
mudangas das condicbes ambientais (Ahn & Burne, 2007; Fréjd et al., 2011).
Tornou-se evidente que a colonizagdo descrita anteriormente aumenta a
habilidade de o microrganismo sobreviver em ambientes sob condigdes
estressantes, assim como em presenca de agentes antimicrobianos (Marsh,
2003).

As razoes pela alta capacidade de colonizagao inicial dos dentes por S.
sanguinis ainda nao € totalmente compreendida, mas parece ser decorrente de
um conjunto de fatores microbianos que tornam estes microrganismos altamente
competitivos frente ao grande numero de espécies de estreptococos e outros
géneros bacterianos presentes na cavidade bucal. Entre estes fatores, S.
sanguinis produz IgA1-proteases, 0 que permite 0 escape da agao de anticorpos
IgA salivares. S. sanguinis também expressa diversas adesinas de superficie com
alta afinidade a componentes salivares (a-amilases e proteinas ricas em prolina) e
microbianos da PA. O estabelecimento destes microrganismos no biofilme
dentério envolve também a sintese de uma matriz extracelular de glucanos,
através da expressdao de glicosiltransferases (Gtfs). Além disto, estes
microrganismos parecem capazes de interagir com glucanos insoluveis produzidos
pela espécie patogénica S. mutans (Hamada et al., 1981). Analises recentes
indicam que o genoma da cepa S. sanguinis SK36 contém genes que codificam
proteinas de superficie ligadoras de glucano, as quais podem participar na
interagdo do S. sanguinis com a matriz extracelular do biofilme.

Apesar da benéfica associacdo a microbiota dentdria comensal e de
ndo se ter conhecimento sobre o seu papel direto em doencas orais, S. sanguinis

consiste em uma das principais espécies de estreptococos viridans associada a



bacteremia e endocardite bacteriana (Douglas et al, 1993; Mylonakis &
Calderwood, 2001; Paik et al., 2005; Tleyjeh et al., 2005; Ge et al., 2008a).

A endocardite bacteriana € uma infec¢do das valvulas do cora¢éo ou do
endocardio que se desenvolve quando bactérias sdo transferidas para a corrente
sanguinea e se aderem as areas de lesdo das valvulas coronarias, e essas lesdes
podem ser provocadas por diferentes fatores como doengas coronarias
congénitas, febre reumatica ou prolapso da valvula mitral (Parsek & Singh, 20083;
Ge et al,, 2008a). Nem sempre fatores predisponentes de lesbes nas valvulas
cardiacas séo identificados, o que dificulta a prevencao desta patologia (Wilson et
al., 2007).

Na endocardite bacteriana, a infeccao primaria de uma lesédo de valvula
cardiaca nativa envolve mecanismos complexos de formagdo de um biofilme
microbiano, comumente referido como “vegetagao”, no qual bactérias se ligam a
uma rede de fibrina, plaguetas e outros componentes do hospedeiro nas valvulas
afetadas, multiplicam-se e se acumulam através da produgcdo de uma matriz
extracelular. Este biofiime promove alteracdo da fungao valvular e funciona como
uma fonte de constante liberacdo de microrganismos na corrente sanglinea,
mesmo que sob antibioticoterapia. Além disto, partes do biofilme liberadas na
corrente sanglinea podem causar embolia em &reas mais periféricas da
circulacao, podendo afetar 6rgaos distantes como os rins, cérebro e extremidades.

O papel do cirugido-dentista consiste em prevenir a endocardite
bacteriana em pacientes que possuem os fatores predisponentes anteriormente
citados e quando existe a necessidade de tratamento odontol6gico invasivo, como,
por exemplo, em casos de exodontias. Essa prevencado ocorre através de uma
antibioticoprofilaxia, administrando-se, antibidticos previamente ao tratamento
odontolégico em questdo, e, muitas vezes, fazendo-se uso de uma cobertura
antibidtica posterior ao tratamento odontoldgico.

O controle da endocardite bacteriana € muito dificil, porque os
microrganismos do biofilme sobre as areas lesionadas sdo altamente resistentes a

antibiéticos e, por este motivo, a endocardite causa morbidade e mortalidade



substanciais (Parsek & Singh, 2003; Ge et al., 2008a). Estudos retrospectivos
reportaram taxas de mortalidade entre 12 a 46% dos pacientes com endocardite
bacteriana (Bayer et al, 1998; Wilson et al, 2007). A resisténcia dos
microrganismos que promovem a endocardite n&o parece ser decorrente da baixa
penetragdo dos antibidticos no biofilme valvular. Estudos com antibidticos
marcados radioativamente indicam que o0s antibiéticos podem  atingir
concentracbes até 200 vezes maior no biofilme valvular do que as concentracdes
atingidas na corrente sangtiinea, indicando que a maior resisténcia a antibiéticos
esta relacionada a alteracdes na fisiologia bacteriana através de mecanismos que
precisam ser investigados (Parsek & Singh, 2003).

Academicamente, a formacdo de biofilmes bacterianos pode ser
dividida em quatro fases: 1) fase de aderéncia a uma superficie inerte ou
bioldgica, 2) fase de proliferagcdo microbiana e acumulo mediado pela producéo de
uma matriz extracelular, 3) uma fase de maturacdo onde as células apresentam
uma fisiologia de alta resisténcia a diferentes tipos de estresse ambiental, 4) fase
na qual sub-comunidades do biofilme se destacam e s&o liberados para os fluidos
que banham o biofilme formado. Os mecanismos moleculares envolvidos em cada
uma destas fases sdo complexos e parecem ser regulados em resposta a
estimulos ambientais e bacterianos.

Diversos fatores de viruléncia envolvidos na formacao de biofilmes tém
sido identificados em S. sanguinis e outras espécies de estreptococos viridans,
incluindo adesinas, enzimas que sintetizam a matriz extracelular de glucanos,
proteinas de interagdo aos glucanos. Genes envolvidos na sintese e manutencéao
de parede celular (pbem de S. gordonii e gbpB em S. mutans) e competéncia
(comC, comD, comE) também tém sido implicados na capacidade de crescimento
em biofilmes, sendo incluidos no painel de genes de viruléncia (Loo et al., 2000;
Mattos-Graner et al., 2001; Senadheera et al.,, 2005). Estes genes de viruléncia
sdo regulados de forma coordenada por sistemas reguladores de transcricdo de
dois componentes (SDC) em resposta a diferentes estimulos ambientais. Entre
estes sistemas, destaca-se o sistema VicRK (vic de Virulence control), o qual



parece ser conservado em diversas espécies patogénicas de estreptococos, como
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes e S. mutans (Ng et al., 2005;
Senadheera et al., 2005; Liu et al., 2006; Winkler & Hoch, 2008).

Porém, em estudo de Presterl et al. (2005), ndo foi observada relacao
entre a formagao de biofilme in vitro e a endocardite bacteriana, visto que a maior
parte de estreptococos do grupo viridans isolados de pacientes com endocardite
ou com infecgdes sanguineas neutropénicas nao formaram biofilmes in vitro (10
dentre 18 espécies de S. sanguinis e 16 dentre 22 espécies de S. gordonii). Além
disso, trés cepas de S. gordonii com mutagcées em comD, fruK ou pbp2b néo
formaram biofilmes em placas tratadas com fibronectina utilizando meio de cultura
CDEN plus (meio quimicamente definido adaptado por Garcia-Bustos et al., 1987,
em que diminuiu a concentragao de lisina para 10ug/ml do meio original criado por
Alexander Tomasz, em 1964) com 0,015% de extrato de levedura, além de néo se
mostrarem atenuados para a viruléncia em endocardite (Bizzini et al., 2006). Por
outro lado, a endocardite bacteriana envolve o crescimento de micro-coldnias de
bactérias envoltas por uma matriz extracelular conferindo, portanto, propriedades
de biofilme infeccioso (Parsek & Singh, 2003).

De forma diferente, o estudo de Mohamed et al. (2004) conclui que a
formacao do biofilme tem sido associada a endocardite, pois demonstrou que
isolados de Enterococcus faecalis de pacientes com endocardite produziram, de
forma significativa, mais biofilme que isolados n&o provenientes de endocardite.
Em E. faecalis, uma mutagcdo no gene ebp produziu um biofilme defeituoso, ou
seja, uma redugao significativa na formagé&o do biofilme, e, dessa forma, atenuou
significativamente a viruléncia desse microrganismo em um modelo de
endocardite (Nallapareddy et al., 2006). A influéncia dos mecanismos de formagéo
de biofilmes na patogenia das endocardites bacterianas precisa ser melhor

estudada.



2.2. FUNCAO DO SISTEMA DE DOIS COMPONENTES VICRK NA BIOLOGIA DE
ESPECIES PATOGENICAS DO GENERO STREPTOCOCCUS.

Os SDCs constituem um importante mecanismo regulatério possuindo
papel fundamental na adaptacéo de bactérias as condicées ambientais presentes
em seus nichos ecoldgicos (Gryllos et al., 2008). Um SDC tipico consiste de uma
proteina de membrana (normalmente um histidina quinase, K), a qual se
autofosforila quando ativada por sinais ambientais, transferindo entdo o grupo
fosfato a uma proteina regulatéria intracelular denominada regulador de resposta
(R) (Winkler & Hoch, 2008). Esta ultima muda entdo sua conformagéao e interage
com sequéncias regulatérias de diversos genes, ativando e/ou inibindo a
transcricdo. Diversos destes sistemas também incluem proteinas acessoérias, cujas

funcbes nédo sdo totalmente compreendidas.
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Figura 1 — Controle da expressao génica por um sistema de dois componentes. Um SDC tipico
consiste de um receptor de membrana histidina quinase sensora, localizada na membrana celular
(geralmente designado pela letra K ou S, ex. VicK) e um regulador de resposta intracelular
(geralmente designado pela letra R, ex. VicR). Em resposta a um ou mais estimulos ambientais
especificos, 0 sensor K sofre auto-fosforilacdo e transfere o grupo fosfato ao outro componente
principal, o R cognato. O R fosforilado adquire uma nova conformacao para se ligar as seqtiéncias
regulatérias (operadoras) de genes alvos (regulon), ativando ou inibindo sua transcricdo. A
atividade da fosfatase do regulador de resposta libera lentamente o fosfato do regulador de
resposta, fechando o circuito. Esse esquema béasico é adaptavel e variavel de acordo com
sistemas especificos. FONTE: Madigan et al., 2010.

Em bactérias patogénicas, os SDCs regulam de forma coordenada
diversos mecanismos fisiologicos, através dos quais os patdogenos enfrentam as
diversas condicdes de estresse com as quais se deparam durante 0S processos
infecciosos. Por esta razdao, os SDCs tém sido reconhecidos como alvos
importantes para o desenvolvimento de quimioterapicos, uma vez que diversos
fatores de viruléncia poderiam ser bloqueados de forma conjunta. Dentre os
diversos SDCs, o sistema VicRK (Vic de Virulence control) tem recebido atencao

em estudos recentes sobre mecanismos de viruléncia de diversos patégenos
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gram-positivos, incluindo-se espécies do género Streptococcus (S. pneumoniae,
S. pyogenes, S. mutans), Staphylococcus aureus, E. faecalis, Lactobacillus spp., €
Listeria ssp. Em Bacillus subtilis, Enterococcus e Staphylococcus spp., o sistema
VicRK é denominado sistema YycFG. Os sistemas Vic tém sido relacionados a
regulacao direta ou indireta de diversos processos fisioldgicos incluindo-se a
biossintese de peptideoglicano, divisdo celular, integridade de membrana, sintese
de polissacarideos extracelulares, fatores associados direta ou indiretamente a
capacidade de formacgéo de biofilmes (Winkler & Hoch, 2008).

Em S. pneumoniae (cepa R6), o sistema VicRK regula a proteina de
superficie PcsB (Ng et al., 2005), cujo ortdlogo em S. mutans (denominado GbpB,
de glucan-binding protein) tem sido alvo de estudos do nosso grupo nos ultimos
anos. Outras proteinas de superficie de S. pneumoniae foram identificadas como
parte do regulon de VicRK, incluindo-se o antigeno de superficie PspA, implicado
na viruléncia por interferir na ativagcao do sistema complemento, e as proteinas de
superficie Spr0096 (LysM domain protein), Spr1875 e Spr0709, cujas funcdes nao
estdo elucidadas. Em S. pneumoniae, o sistema Vic parece também estar
envolvido na manutencao da integridade de membrana (Ng et al, 2005). Nesta
mesma espécie, o SDC VicRK influencia na formacao da capsula polissacaridica
por um processo ainda nao compreendido, associado a regulacdo do gene que
codifica PcsB (pcsB) (Winkler & Hoch, 2008).

Em S. mutans, o sistema VicRK regula de forma direta a transcricao
dos genes gtfB e gtfC, os quais codificam, respectivamente, as glicosiltransferases
B (GtfB) e C (GtfC), que sintetizam a matriz extracelular de glucanos a partir da
sacarose. O sistema VicRK também regula o processo de competéncia por
processos ainda nao totalmente compreendidos (Senadheera et al., 2005). Assim
como em S. pneumoniae, em S. mutans, VicRK parece regular genes envolvidos
na biossintese e/ou manutencdo da parede celular, incluindo-se gbpB
(Senadheera et al, 2005; Mattos-Graner, 2008) e proteinas de superficie
envolvidas na biossintese de parede celular [SMu0629 - sod (putative

manganese-type superoxide dismutase, Fe/Mn-SOD)] (Ahn & Burne, 2007).
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Em Streptococcus agalactiae, a inativacdo de vicK promoveu reducao
na expressao de PcsB e afetou diversas caracteristicas como o crescimento em
soro e a viruléncia em modelos animais, além de promover reducdo na expressao

de proteinas de sistemas de transporte de acucar (Spy1060) (Liu et al., 2006).

2.3. FATORES DE VIRULENCIA DE S. SANGUINIS POSSIVELMENTE REGULADOS PELO
SISTEMA VICRK.

Neste estudo, consideraram-se os seguintes fatores de viruléncia: 1)
adesinas e proteinas de superficie; 2) producdo de matriz extracelular e proteinas
ligadoras de glucano; 3) resisténcia ao estresse oxidativo, producédo de perdxido
de hidrogénio (H20.) e competéncia. Estes fatores estdo relacionados ao
estabelecimento de S. sanguinis no biofilme dentario e, possivelmente, participam
da patogenia da endocardite bacteriana.

2.3.1. ADESINAS E PROTEINAS DE SUPERFICIE

S. sanguinis é uma das espécies do grupo viridans cujo genoma
contém o numero mais extenso de genes que codificam adesinas ou proteinas de
superficie (Xu et al., 2007). Diversos genes identificados no genoma de S.
sanguinis codificam homélogos de adesinas identificadas em espécies
patogénicas de estreptococos, embora a maioria destas proteinas e seus
respectivos ligantes ainda sejam desconhecidos. Um total de 33 proteinas
ancoradas a parede celular (CWA, de cell-wall anchored proteins), hipotéticas ou
conhecidas, foram identificadas no genoma de S. sanguinis, nimero muito
superior ao detectado em outras espécies relacionadas, como S. mutans (3
CWAs) e S. pneumoniae R6 (13 CWAs). Algumas das CWA de S. sanguinis
parecem compartilhar fungcdes como, por exemplo, a ligacdo ao coldgeno (Xu et
al., 2007).
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Sugere-se que o grande numero de proteinas de superficie explique a
alta capacidade de adesao de S. sanguinis a PA e a outras espécies e géneros
bacterianos do biofilme dentario, assim como a sua capacidade de aderir-se aos
componentes do hospedeiro em lesdes de valvulas cardiacas. Em S. mutans e S.
pneumoniae, o regulon de VicRK inclui diversas proteinas de superficie, algumas
envolvidas na sintese de parede celular (Ng et al., 2004), no processamento de
proteinas de superficie e na estrutura de biofilmes (Senadheera et al., 2005; Ahn &
Burne, 2007).

Através de analises de BLAST, pesquisou-se a presenca de genes do
regulon VicRK de S. pneumoniae R6 no genoma de S. sanguinis. Através desta
andlise, identificaram-se duas proteinas em S. sanguinis, SSA_0094 (cell wall
metabolism; LysM type protein) e SSA_ 1543 (proteina de membrana conservada;
PMc), altamente similares (60 e 64% de similaridade) a proteinas de superficie
diretamente reguladas por VicRK em S. pneumoniae (respectivamente Spr1875 e
Spr0709). Além disto, identificamos em S. sanguinis, um homologo da proteina
GbpB de S. mutans, também expresso em S. pneumoniae (PcsB), ambos
regulados pelo sistema VicRK nestas duas ultimas espécies (Ng et al., 2003; Ng et
al., 2004; Ng et al., 2005; Senadheera et al., 2005). Este homologo apresenta 69%
de similaridade a GbpB de S. mutans. Nesta tese, denominamos o respectivo
gene de S. sanguinis de ssapcsB.

2.3.2 PRODUGAO DE MATRIZ EXTRACELULAR E PROTEINAS LIGADORAS DE
GLUCANO.

Muitas espécies bacterianas sintetizam polimeros de glucano e
proteinas ligadoras de glucano, e essa fungao € importante para a capacidade de
adesao ao biofilme dentario (Hamada et al., 1981; Banas & Vickerman, 2003).

As glicosiltransferases sdo as enzimas que catalisam a sintese de

glucanos, assim como sao capazes de hidrolisarem glucanos, incluindo amido e
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celulose, os quais podem atuar como substratos para o crescimento microbiano
(Warren, 1996).

Para muitos estreptococos orais, 0s glucanos compreendem uma fina
camada extracelular produzida na presenca de sacarose, € as proteinas ligadoras
de glucano sao importantes promovem a adesao e a formagao do biofilme dental
(Gibbons & van Houte, 1973).

Dessa forma, assim como a espécie S. mutans, S. sanguinis € capaz de
sintetizar glucanos a partir da expressédo da enzima glicosiltransferase (Gtf), cujo
substrato é a sacarose. E no caso da formagcdo do biofilme na endocardite
bacteriana, exopolissacarideos associados a superficie de S. sanguinis e S.
mutans parecem atuar como adesinas ligando-se a valvulas cardiacas lesadas
(Scheld et al., 1978).

O genoma de S. sanguinis SK36 contém pelo menos um gene que
codifica Gtf capaz de sintetizar glucanos (gtfP) (Xu et al., 2007). Em S. mutans, o
sistema VicRK regula a expressdo dos genes gtfB e gtfC na cepa UA159 e em
diversos isolados clinicos (Mattos-Graner, 2008). A interacao direta de VicR com
sequéncias reguladoras consenso em gtfB, gtfC e fitf (frutosiltransferase) foram
demonstradas em S. mutans (Senadheera et al., 2005), embora 0 mecanismo de
regulacao de gbpB ainda nao esteja totalmente elucidado. Em estudo de Mattos-
Graner et al. (2001), verificou-se que a inativacao de vicK promove uma reducao
de cerca de 10 vezes na producdo de GbpB associada a superficie celular ou
secretada, em diversas cepas S. mutans. Esta reducao foi restaurada quando os
mutantes foram complementados com plasmideos contendo o gene vicK
funcional.

O papel do gene gtfP de S. sanguinis SK36 na viruléncia é ainda pouco
compreendido e n&o ha informag&o sobre os mecanismos reguladores. Através de
pesquisas com a sequéncia a montante da fase aberta de leitura (ORF) de gtfP,
nao se verificou sequéncia consenso caracteristica de interacdo com vicR.
Entretanto, esta sequéncia também nao foi identificada em gbpB de S. mutans, a

despeito das evidéncias de que mutantes vicK demonstram reducdo significativa
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dos niveis de transcritos de gbpB em UA159 e em diversas cepas S. mutans
(Senadheera et al, 2005; Mattos-Graner et al, 2001). Diferentemente, em S.
pneumoniae, uma sequéncia consenso caracteristica de vicR foi identificada a
montante do ortélogo de gbpB (pcsB) (Ng et al., 2005). Ainda néo se sabe se vicR
apresenta mais de uma sequéncia consenso de interagdo ou se estas seqiéncias
regulatérias sdo variaveis entre espécies. Portanto, deve-se investigar se gtfP e
gbpB séao regulados pelo SDC VicRK em S. sanguinis.

2.3.3 RESISTENCIA AO ESTRESSE OXIDATIVO, PRODUGCAO DE PEROXIDO DE

HIDROGENIO (H202) E COMPETENCIA.

O perdxido de hidrogénio (H202) é produzido por muitos membros do
género Streptococcus (Garcia-Mendoza et al.,, 1993; Kreth et al., 2005a; Ramos-
Montafez et al., 2008) e € importante em trés aspectos.

Primeiro, relata-se a produgao de H>O, como fator de viruléncia para as
espécies S. pneumoniae e S. pyogenes, s6 que, nessa ultima espécie, 0 HxO»
produzido causa dano direto ao tecido do hospedeiro (Weiser et al., 1994;
Ginsburg & Sadovnic, 1998; Auzat et al., 1999; Ramos-Montanez et al., 2008).

Segundo, a producdo de H>O, é relacionada a competicdo e
coexisténcia em comunidades microbianas como os biofilmes orais, isto é,
espécies de estreptococos podem produzir substancias inibitérias, como o H2O»,
com a finalidade de reduzir o crescimento de microrganismos co-residentes (Chen
et al.,, 2011). Um dos principais mecanismos de antagonismo ocorre por parte das
espécies S. sanguinis e S. gordonii contra espécies patogénicas dos biofilmes
dentarios, como, por exemplo, S. mutans e Porphyromonas gingivalis, e consiste
na producao de H>O, (Ryan & Kleinberg, 1995; Kreth et al., 2005a; Kreth et al.,
2008). S. sanguinis também pode inibir o crescimento de S. aureus através do
mesmo mecanismo (Uehara et al., 2006).

Outros estudos também investigaram a capacidade inibitéria do H2O,
quando produzido por outras espécies de estreptococos orais (Garcia-Mendoza et
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al., 1993; Kreth et al., 2005a; Kreth et al., 2008). Entretanto, pressbes ambientais
que ameacem a sobrevivéncia de S. sanguinis e/ou a interacdo com outros
microrganismos parecem influenciar no fenétipo de produgcao de H.O. (Kreth et
al., 2005a). Alguns estudos in vitro demonstraram que H>O» é o Unico agente
produzido por S. sanguinis que possui a capacidade de inibir o crescimento de S.
mutans (Kreth et al., 2005a; Kreth et al., 2008).

Terceiro, HoO2 € um produto do metabolismo aerébico (Jakubovics et
al., 2002). De uma forma geral, H>O> é produzido pela enzima piruvato-oxidase
(SpxB) através de uma reagdo de conversao do piruvato em acetil-fosfato, e essa
reacao requer a presenca de oxigénio, gerando H>O, e CO, (gas carbbnico)
durante o processo catalitico. H,O» se difunde para fora da célula bacteriana,
exercendo seu efeito antimicrobiano nas espécies vizinhas susceptiveis a HO»2
(Weiser et al., 1994; Auzat et al., 1999; Tittmann et al., 2005; Ramos-Montanez et
al, 2008; Zheng et al, 2011a). Assim, existem reais evidéncias de que o
crescimento em aerobiose estimula a producao de H>O, em S. sanguinis.

Estudos demonstraram que o gene codificador da piruvato-oxidase
(spxB) esta sob o controle transcricional da proteina A de controle catabdlico
(CcpA), sendo essa o principal regulador transcricional do ciclo de repressao
catabodlica do carbono em bactérias gram-positivas (Warner & Lolkema, 2003;
Zheng et al., 2011b).

Um importante fator ambiental que influencia positivamente a
competitividade de S. sanguinis frente a S. mutans é o oxigénio, porque sob
condicdes anaerodbicas S. sanguinis ndo consegue inibir o crescimento de S.
mutans quando em ensaios de antagonismo in vitro (Kreth et al., 2008; Zheng et
al, 2011a).

A transformagdo genética € uma habilidade natural de espécies
competentes para captar DNA do meio extracelular (eéDNA). Em aerobiose, S.
sanguinis libera DNA gendmico para o meio extracelular, o que pode estar
associado com a formagao de biofilmes, assim como essa espécie é competente,

conseguindo captar o eDNA (Steinmoen et al., 2002; Moscoso & Claverys, 2004).
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Existem diversas indicagdes de que a competéncia esta envolvida em processos
de viruléncia, e embora a dindmica da relagdo entre a capacidade de captar DNA
exdgeno e a viruléncia ndao seja compreendida, sugere-se que a captacao de DNA
exégeno amplie a aquisicdo de genes importantes para a sobrevivéncia sob
condicdes ambientais adversas (Loo et al., 2000; Senadheera et al., 2005).

Reconhece-se, atualmente, que o eDNA estabiliza a aderéncia célula-
célula e a arquitetura do biofilme, e em diversas espécies como S. aureus,
Staphylococcus epidermidis, E. faecalis e Pseudomonas aeruginosa, o eDNA
contribui para a formagcao do biofilme atuando como um componente da matriz
extracelular (Allesen-Holm et al., 2006; Bayles et al., 2007; Qin et al., 2007; Rice et
al., 2007; Rice & Bayles, 2008; Thomas et al., 2008). Entao, espécies comensais
orais, como S. sanguinis e S. gordonii, liberam eDNA em processos utilizando a
enzima piruvato-oxidase (SpxB) quando em contato com o substrato HoO> em
ensaios com controle do oxigénio ambiental, o que aparentemente da suporte a
formagcao do biofilme dental e facilita a troca de material genético entre cepas
competentes (Kreth et al., 2008; Kreth et al., 2009).

O sistema VicRK é reconhecido como um sistema envolvido na
resposta ao estresse oxidativo em diversas espécies. Uma das hip6teses € que o
sistema VicRK de S. sanguinis regule fungdes biologicas ativadas por variagoes
na exposicao ao oxigénio, como o fendétipo de competéncia e a producao de H»O0o,
pois mutantes VicRK em S. mutans e S. pneumoniae demonstraram significante
reducdo na competéncia, quando comparados com as cepas selvagens
(Senadheera et al., 2005; Mattos-Graner, 2008; Winkler & Hoch, 2008).

2.4. IDENTIFICACAO DE GENES QUE POSSIVELMENTE COMPOEM O REGULON DE
ViIcRK EM S. SANGUINIS.

Genes que compdem o regulon do sistema VicRK em outras espécies

de estreptococos foram identificados através de andlises de BLAST no genoma de
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S. sanguinis SK36 (Tabela 3). Esses genes estdo associados ao mecanismo de
colonizagado, de formagao de biofilmes e de competicdo com outras espécies
microbianas da cavidade bucal. Dessa forma, genes como ssapcsB (ortélogo do
gene gbpB em S. mutans e do pcsB em S. pneumoniae) e lysM (proteina de
superficie celular), possivelmente, estdo envolvidos na biogénese da parede
celular e na formagao de biofimes em S. sanguinis, visto que os ortélogos dos
mesmos possuem essas funcdes em S. mutans (Duque et al., 2011; Stipp, 2010) e
em S. pneumoniae (Ng et al., 2005). O gene gtfP é similar aos genes gtfB, gifC e
gtfD de S. mutans, os quais codificam as enzimas glicosiltransferases B, C e D
(GtfB, GtfC e GtfD), que sao responsaveis pela producao de glucanos, principal
componente da matriz extracelular dos biofilmes. Os genes spxB e ccpA estao
relacionados com a competitividade de S. sanguinis com outros colonizadores
bucais, como S. mutans e Porphyromonas gingivalis, visto que participam da
producao de HoO». A piruvato-oxidase catalisa a formacao do acetil-fosfato a partir
do piruvato, e esse processo produz CO; e H2O,. O gene ccpA codifica a proteina
A de controle catabdlito (CcpA), a qual € um regulador negativo de spxB (Zheng et
al., 2011b).

Os genes cwdP (ssa0304 — “cell wall degradation protein’) e pmC
(ssa1543 — “proteina de membrana conservada”) sao genes que ainda nao foram
bem estudados, mas sdo conservados em espécies bucais como S. mutans e S.
gordonii, e, possivelmente, cwdP funciona como hidrolase de peptideoglicano
(Stipp, 2010). Além disso, cwdP codifica uma proteina de 221 aminoacidos que
possui 47% de similaridade com a proteina SMu.367 com 211aa de S. mutans, a
qual é anotada no genoma de S. mutans como uma hidrolase de parede celular e
contém dominios semelhantes a GbpB. A proteina PMc é uma proteina regulada
em S. pneumoniae pelo sistema VicRK (Ng et al., 2005). Entdo, CwdP e PMc
podem desempenhar fungbes para manutencdo da integridade do envelope
celular em S. sanguinis.

O gene sodA codifica a enzima superoxido-dismutase, a qual catalisa

uma reagao de éxido-reducao a partir do anion superéxido produzindo oxigénio e

18



peroxido de hidrogénio (H20,). Dessa forma, caracteriza-se como uma importante
defesa anti-oxidante para células expostas ao oxigénio. A proteina codificada por
SodA apresenta similaridade (81%) a proteina codificada por SMu.629, anotada
como uma enzima superoxido dismutase dependente de manganés. Esta enzima
parece participar da adaptacao de S. mutans ao estresse oxidativo (Ahn & Burne,
2007). Mutantes knock-out de SMu.629 apresentaram redugdo do crescimento e
capacidade alterada de formar biofilme em aerobiose, sugerindo importancia para
o crescimento de S. mutans em ambientes oxidativos (Ahn & Burne, 2007).

O gene comE participa do sistema de dois componentes ComCDE, o
qual é um sistema de quorum-sensing que regula a competéncia, isto é, a
capacidade que o microrganismo de captar DNA do meio extracelular e incorpora-

lo ao seu genoma.
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3. PROPOSICAO

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar o papel do sistema de
dois componentes VicRK na biologia de Streptococcus sanguinis. Para isto, os
objetivos especificos foram:

3.1 Identificar o sistema de dois componentes VicRK no genoma de
Streptococcus sanguinis SK36.

3.2 ldentificar o gene vicK (proteina sensora histidina quinase) no
sistema de dois componentes VicRK de Streptococcus sanguinis SK36.

3.3 Construir um mutante knock-out do gene vicK a partir da cepa
Streptococcus sanguinis SK36.

3.4 Analisar o efeito da inativacdo de vicK na morfologia celular, no
crescimento planctdénico e em biofilmes, na sensibilidade ao estresse oxidativo, na
resisténcia a autdlise e na hidrofobicidade celular, sob diferentes condigbes
atmosféricas.

3.5 Analisar o efeito da inativacdo de vicK na expressdo de genes
relacionados a formacao de biofilmes e biogénese do envelope celular (ssapcsB,
lysM, cwdP, pmC, gtfP), resposta ao estresse oxidativo e produgao de peréxido de
hidrogénio (sodA, spxB, ccpA).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. IDENTIFICAGAO DO SISTEMA DE DOIS COMPONENTES VICRK NO GENOMA DE S.
SANGUINIS.

A analise do genoma da cepa Streptococcus sanguinis SK36 foi
concluida recentemente (Xu et al., 2007; Ge et al., 2008a). A cepa S. sanguinis
SK36, originalmente isolada do biofiime dental, é naturalmente competente e
apresenta diversas caracteristicas tipicas da espécie, dentre as quais se destaca
adesdo a componentes salivares adsorvidos a hidroxiapatita e viruléncia em
modelos de endocardite bacteriana (Xu et al., 2007).

O genoma de S. sanguinis € composto por um cromossomo circular de
2.388.435pb (7 a 25% maior do que o de diversas outras espécies de
estreptococos, como Streptococcus mutans, Streptococcus pneumoniae e
Streptococcus pyogenes) e apresenta a maior propor¢cao de C+G em comparagao
com as espécies anteriormente citadas. Seu genoma parece codificar um total de
2.274 proteinas, sendo que 1.353 genes sédo compartilhados entre S. sanguinis, S.
mutans e S. pneumoniae. Outros 170 genes sdo compartilhados apenas com S.
pneumoniae, enquanto que 19 sao compartilhados apenas com S. mutans (Xu et
al., 2007).
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S. sanquinis
SK36

2,388,435 bp

B Plus-strand protein-coding genes

# Minus-strand protein-coding genes
GC content (1kb sliding window)

0 Plus-strand transfer RNA genes
Minus-strand transfer RNA genes

B Plus-strand ribosomal RNA clusters
Minus-strand ribosomal RNA clusters

Figura 2 — Mapa do DNA gendmico circular do S. sanguinis SK36. FONTE: Xu et al.,, 2007.

Um total de 14 SDCs foram identificados em S. sanguinis SK36, e Patel
et al. (2010) buscou caracteriza-los atraveés do knock-out dos respectivos genes
codificadores das proteinas regulatérias de cada um dos SDCs, porém, descobriu-
se que o gene codificador da proteina regulatéria do sistema VicRK, o gene vicR
(SSA_1565), é essencial, impossibilitando, assim, o seu estudo.

Utilizando-se o programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) do

site  National = Center  for  Biotechnology  Information (NCBI -

http://www.ncbi.nlm.nih.goc) foi possivel obter as sequéncias das proteinas que

compoem o sistema VicRK em S. mutans e, por analise comparativa dos genomas
de S. sanguinis e S. mutans, procurou-se identificar proteinas que possuissem alta

similaridade no genoma de S. sanguinis SK36.
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4.2. CEPAS E PLASMIDEO SELECIONADOS PARA O ESTUDO E CONDIGOES DE
CRESCIMENTO DE ROTINA.

A cepa S. sanguinis SK36, cujo genoma foi sequenciado (Xu et al,
2007) e a cepa S. sanguinis DSS-10 foram obtidas da American Type Culture
Collection (ATCC) e utilizadas nesta tese. A cepa S. sanguinis DSS-10, que é
sensivel a eritromicina, foi incluida em alguns ensaios como mais uma cepa da
espécie S. sanguinis. DSS-10 foi isolada de paciente com endocardite bacteriana
subaguda. A cepa SK36 foi isolada de biofilme dental (Gong & Herzberg, 1997) e
seu genoma é conhecido (Xu et al, 2007). As cepas S. mutans UA159 e
respectiva mutante knock-out de vicK, designada UAvicK, também foram utilizadas
como controle de diversos ensaios fenotipicos, uma vez que estas cepas foram
caracterizadas em estudos prévios (Stipp, 2010; Duque et al.,, 2011). O plasmideo
pVA838 (gentiimente cedido por Dr?. Margaret Duncan, The Forsyth Institute,
Boston, MA, EUA) foi utilizado para obtencdo do gene de resisténcia a
eritromicina, utilizando-se a cepa Escherichia coli DH5a para a propagacao dos
mesmos.

As cepas S. sanguinis selvagens (wild-type; WT) foram cultivadas a
partir de estoques congelados a -20°C, em meio skim milk (Difco Labs, EUA), dos
quais foram removidos 10ul de suspensdo e estriados em agar Brain Heart
Infusion (BHA) (Difco Labs, EUA) e incubados a 37°C, sob atmosfera de 10%CO
(Water-Jacked CO: Incubators/Cole Parmer Instruments, EUA; microaerofilia)
durante 24h. Apo6s o crescimento, cinco colbnias isoladas foram inoculadas em
5ml de caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Difco Labs, EUA), e incubadas por 18h
sob as mesmas condicdes anteriormente citadas e utilizadas como inéculo starter,
ou seja, indculo inicial proveniente de culturas bacterianas overnight e que
possuam absorbancias semelhantes. As leituras de absorbancia foram realizadas
com comprimento de onda de 550 nanémetros (Assonm) €m espectrofotometro

Genesys 2 (Spectronic Unicam, EUA), objetivando a quantificacdo das células
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provenientes do crescimento overnight para se utilizar cepas com absorbancias
semelhantes.

A cepa de E. coliDH5a foi cultivada em Luria Bertani (LB caldo ou agar)
(Difco Labs, EUA), acrescido de 100pg/ml de eritromicina (Sigma-Aldrich®, EUA)
quando necesséario, durante 18 horas ou menos, a 37°C, em aerobiose com ou

sem agitacao.

4.3. EXTRAGAO DE DNA GENOMICO (GDNA) E DNA PLASMIDIAL (PDNA).

Para a construgcdo dos mutantes, os DNAs gendmicos (gDNA) das
cepas de S. sanguinis SK36 e DSS-10 foram extraidos e purificados a partir de
1,5ml de culturas em BHI (18h, 37°C, 10%COQ), utilizando-se o sistema
MasterPure™ (Epicentre Technologies, EUA), seguindo-se as recomendagdes do
fabricante.

A qualidade do DNA extraido foi avaliada pela razdo das absorbancias
(A2sonm/Azsonm) € a integridade das amostras de DNA comprovada em gel de 1%
agarose (Sigma-Aldrich®, EUA), corado com 0,15pl/ml de brometo de etidio, sob
luz ultravioleta (UV). Os gDNAs foram estocados a -20°C para posterior utilizagao.

O DNA plasmidial (pDNA) foi purificado de culturas de E. coli por
extracdo alcalina, como descrito por Birnboim e Doly (1979). Resumidamente, a
cepa de E. coli contendo o plasmideo pVA838 foi reativada em meio de cultura LB
agar contendo 100ug/ml de eritromicina e incubadas em aerobiose, 37°C por 24h.
Coldnias isoladas foram transferidas para tubos de ensaio contendo 5ml de caldo
LB com 100pg/ml de eritromicina e incubadas a 37°C em aerobiose com agitagao
constante por 18h. A seguir, células obtidas de 3ml de cultura foram separadas
por centrifugacdo (10.000xg, 5min.) lavadas com 1ml de solucdo salina (NaCl
0,9%), lisadas pela adicao de lisozima (Sigma-Aldrich®, EUA) 2mg/ml, e o pDNA
separado do gDNA através de precipitacdo sob alto pH (pH 12 — 12.5) e alta

concentracdo de sais (Acetato de Sdédio, 3.0 Molar). A seguir, 0 sobrenadante
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contendo pDNA foi purificado, utilizando-se fenol-cloroférmio, e lavado com etanol,
para a remogado de sais. Apos secagem, o pDNA foi ressuspendido em 50ul de
solucao estéril de TE (Tris-HCL 10mM pH 8,0; EDTA 1mM pH 8,0), contendo
RNAse A (Invitrogen™, EUA) na concentragao final de 50ug/ml. As amostras de

pDNAs foram estocadas a -20°C para posterior utilizagao.

4.4. DELINEAMENTO DE PRIMERS ESPECIFICOS PARA A CONSTRUGCAO DO MUTANTE
KNOCK-OUT VICK E PARA A ANALISE DA EXPRESSAO DE POSSIVEIS GENES DE

VIRULENCIAS DE S. SANGUINIS ATRAVES DE REACOES DE QRT-PCR.

Os pares de primers especificos para amplificar o gene de resisténcia a
eritromicina e para amplificar os produtos das sequéncias que flanqueiam vicK
(variando entre 340 a 570pb) foram delineados com o auxilio do programa Primer
3 (http://frodo.wi.mit.edu). A especificidade dos pares de primers para S. sanguinis

foi confirmada através da andlise de BLAST (http://www.ncbi.nIlm.nih.gov/BLAST)

contra o genoma da cepa S. sanguinis SK36 (acesso: NC_009009, em

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome), e a andlise do tamanho e especificidade dos

amplicons em géis de agarose. Quando necessario, a manipulagao de sequéncias
ocorreu utilizando-se o BioEdit 7 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/). As

sequéncias dos pares de primers para a construcdo do mutante utilizados neste

estudo encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados na estratégia de inativacdo do gene vicK através de

mutagénese por PCR e ligagao.

TAMANHO APROXIMADO

PRIMERS SEQUENCIA 5°-3"* DO PRODUTO;
ALvo
1000pb
E1-Ascl TTGGCGCGCCTGGCGGAAACGTAAAAGAAG Gene de resisténcia a
E2-Xhol TTCTCGAGGGCTCCTTGGAAGCTGTCAGT eritromicina.
Plasmideo pVA838.
564pb
P1 CTGCTAAGGACAGTGAGTTTGA 459pb a montante da
P2-Ascl TTGGCGCGCCAATAACAGCAAGGCAACAACTA ORF de vicK a 95pb
da ORF do gene vicK
349pb
P3-Xhol TTCTCGAGGCTTTATCTGGGCTAAGAGTGA 1237pb da ORF de
P4 AGCCAATACACCAACACCAT vicK a 228pb a

jusante da ORF vicK

"As sequencias sombreadas correspondem aos sitios de restricao inseridos em cada primer. Em negrito, encontram-se as

sequencias homolégas ao genoma de S. sanguinis.

Os pares de primers especificos para a andlise da regulacdo de
possiveis genes relacionados a viruléncia em S. sanguinis foram delineados
(secdo 3), delimitando produtos de tamanho entre 140 e 210pb, objetivando a
quantificacdo dos respectivos transcritos a partir do pool/ de cDNA obtido nas
reacdes de transcriptase reversa com primers arbitrarios.

Primers para o gene 16SRNAr, gene que codifica o rRNA da menor
subunidade ribossémica de eubactérias, também foi delineado e utilizado como
gene de referéncia, ou seja, demonstrando padrao de expressao constante entre
mutante SKvicK e a WT S. sanguinis SK36 nas diferentes fases de crescimento
plancténico testadas.

Os primers delineados para essa fase da pesquisa encontram-se na
Tabela 2, e foram utilizadas as mesmas ferramentas citadas anteriormente, como
o Primer 3 e, quando necessario, BioEdit 7. A especificidade dos pares de primers
foi confirmada através da anadlise de BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/ 2011-02-
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22) contra o genoma da cepa S. sanguinis SK36 e analise

produtos de amplificagdo em gel de agarose.

Tabela 2 - Primers utilizados nas reagbes de gPCR.

do tamanho dos

PRIMERS TAMANHO APROXIMADO
SEQUENCIA 5’-3’ (FORWARD//REVERSE)

(aPCR) DO PRODUTO
16SRNAr CGTAAACGATGAGTGCTAGGTG/TAGAGCGGTCAGAGGGATGT 204 pb
SSA 0019 CAAGTCAACGAGATTCAAGGC/TTTGTTTGGGTACTGCGAGC 182 pb
(ssapcsB)

SSA 0094 TGAGCCAACAACTTACAATGC/CTGGGCGGTAGAGACTAAATTC 155 pb

(lysM)

SSA 0304
AGGGTTATGCAACAGGAAATG//CGGATTAAAGTAGCCACGATAG 176 pb
(cwdP)
SSA 0391

(spxB) AATGTGAAGAACAACCAAAACTG//TCATGTGAAGGTGACGAGTAGA 178 pb

SSA 0613
(gHP) TCGTCTATCCTTGCTTTATTCG/ACGGTCTGCACTTCACTATCA 165 pb
SSA 0721

(sodA) CTTTTCTGGGAATTGATGACAC//GGAGTATCCTGATTTGCTGTTG 206 pb
SSA 1543

(pmOC) TCAAGAATACCTACCTGAAGCA//ATAGCCAAAGTGAAGGACATAAA 153 pb
SSA 1576

TATTTGGAATGACAACGCCTAC/AGTGAATGGAAACAAGAACGTC 143 pb

(ccpA)

SSA 2378 GGACAGCGATGATTTTCGTA/AGCTCTCATAAACTTCGGATTG 197 pb

(comE)

4.5. CONSTRUGAO DO MUTANTE KNOCKOUT DE VICK EM S. SANGUINIS.

A inativagcdo do gene vicK foi realizada através de recombinacao

homdloga com alelos contendo o gene alvo e o cassete de resisténcia a

eritromicina, os quais foram construidos através da estratégia de mutagénese por
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PCR e ligacdao (PCR ligation mutagenesis) (Lau et al., 2002), com algumas
modificagdes (Stipp et al., 2008; Duque et al., 2011), conforme o ilustrado na
Figura 3.

Os primers P2 e E1 contém nas suas extremidades 5 as sequéncias do
sitio de restricdo da endonuclease Ascl (5°-GG"CGCGCC-3’). Os primers P3 e E2
contém o sitio reconhecido pela endonuclease Xhol (5°-C*"TCGAG-3’).

O gene de resisténcia a eritromicina (erm’) foi amplificado do plasmideo
pVAB838 (gene info [qi]: 13442777) através dos pares de primers E1/E2. A partir do
gDNA extraido da cepa selvagem, as regides flanqueando o gene alvo foram
amplificadas com pares de primers especificos (P1/P2 e P3/P4).

As reacdes de PCR da construgdo foram realizadas com enzima Taq
DNA polimerase de alta fidelidade com atividade proof reading (Taq DNA
Polymerase High Fidelity, Invitrogen™, EUA). Para isto, as reacdes de PCR para
os pares de primers E1/E2, P1/P2 e P3/P4 foram compostas por: 38,8ul de H>0
ultra pura, 5yl de Tampao PCR 10X, 1ul de dNTPs Mix 10mM, 2ul de MgSO4
50mM, 1ul de Primer Forward 10uM, 1ul de Primer Reverse 10uM, 0,2ul de Taq
DNA Polimerase HF e 1yl de DNA molde (gDNA ou pDNA). O ciclo térmico de
amplificagdo da reacéo P1/P2 consistiu de desnaturacéo inicial a 95°C por 60s,
seguido por 35 ciclos de desnaturacao a 95°C por 30s, anelamento a 56°C por 30s
e extensao a 68°C por 60s. Para as PCR com pares de primers E1/E2 e P3/P4, a
temperatura de anelamento foi de 57°C. Volumes de 7ul dos produtos de PCR
foram analisados em géis de agarose a 2% corados com 0,15ug/ml de brometo de
etidio, sob luz UV (Figura 4).
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Figura 3 - Estratégia de inativagdo génica utilizando-se a técnica de mutagénese por PCR
ligacdo. FONTE: adaptado de Lau et al., 2002.
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Figura 4 — Gel de agarose (2%) contendo 7l de produtos de PCR utilizados para construgédo do
mutante vicK. Canaleta 1: 0,9ug de padrdo molecular 100pb (Invitrogen™, EUA). Canaleta 2 e 4:
produtos obtidos com P1/P2 e P3/P4 a partir do DNA gendmico da cepa selvagem SK36,
respectivamente. Canaleta 3: produto obtido com E1/E2 a partir do pVA838. Canaletas 5 a 7:
controles negativos das reagdes de PCR - reagdes dos primers P1/P2, E1/E2 e P3/P4 na auséncia
de DNA molde, respectivamente.

Ap6s a anadlise da integridade e especificidade das reagdes, 0s
produtos foram purificados utilizando-se o sistema StrataPrep® PCR Purification
Kit (Stratagene, EUA), seguindo as recomendagdes do fabricante. Os produtos
purificados de P1/P2 e E1/E2 foram individualmente digeridos com a
endonuclease Ascl (New England BioLabs®, EUA) e os produtos purificados P3/P4
e E1/E2 foram digeridos com a endonuclease Xhol (Invitrogen™, EUA). Para as
reacdes de digestdo foram utilizados 8ul de produto purificado, 9ul de H2O ultra-
pura, 2ul de tampéo de reagdo da enzima 10X e 1ul da enzima especifica. As
amostras de digestdo foram incubadas a 37°C durante 16h e as reacdes
paralisadas através de incubagao por 20min a 65°C.

Os produtos digeridos foram novamente purificados utilizando-se o
sistema StrataPrep® PCR Purification Kit (Stratagene, EUA) e submetidos a
reacao de ligacdo com DNA ligase T4 (Invitrogen™, EUA). Para isto, as amostras
de ligagao consistiram de 9,2ul de H2O ultra-pura, 4,8ul de tampao 5X, 2ul da
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enzima T4 ligase (Invitrogen™, EUA). Como DNA molde, foram utilizados 4ul de
E1/E2 e 4ul de P1/P2, ambos digeridos por Ascl (Ligacao A) ou 4ul de E1/E2 e 4yl
de P3/P4, ambos digeridos por Xhol (Ligagao B).

As ligagcdes A e B foram individualmente amplificadas com os primers
distais. Para a ligacdo A, foram utilizados os primers P1/E2, enquanto que para a
ligagao B foram utilizados os primers E1/P4. As reagbes de PCR foram compostas
por: 37,25ul de H20 ultra pura, 5ul de tampéo PCR 10X, 1ul de dNTPs Mix 10mM,
2,5ul de MgSO4 50mM, 1,5ul de Primer Foward 10uM, 1,5ul de Primer Reverse
10puM, 0,25ul de Tag DNA Polimerase HF e 1ul de DNA molde (reagdo de
ligacao). Cada ciclo térmico de amplificagdo consistiu de desnaturagéo inicial 95°C
por 60s, seguido por 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30s, anelamento a
56°C por 30s e extensdo 68°C por 60s. Para a analise da integridade e
especificidade das reacdes, 10ul e 4ul dos produtos de PCR foram visualizados
em gel de agarose a 1,7% corado com 0,15ul/ml de brometo de etidio, sob luz UV
(Figura 5).

> 1500ph *ee
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Figura 5 - Gel de agarose (1,7%) contendo 10yl e 4pl de produtos de PCR, utilizados na
construcdo do inserto para inativacdo de vicK. Canaleta 1 e 2: 10ul de produtos de PCR obtidos
com pares de primers P1E2 (aprox. 1541pb) e E1P4 (aprox. 1326pb). Canaleta 3: 0,9ug de padrao
molecular 250pb (Invitrogen™, EUA). Canaletas 4 e 5: 4ul de produtos de PCR obtidos com pares
de primers P1/E2 (Aprox. 1541pb) e E1/P4 (aprox. 1326pb).
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Ap6s a anadlise da integridade e especificidade das reagdes, 0s
produtos foram purificados utilizando-se o sistema StrataPrep® PCR Purification
Kit (Stratagene, EUA) e submetidos a nova amplificagdo, com primers P1/P4,
forcando a interacédo entre P1/P4 e P1/E2 através da regido homoéloga presente
em ambos os produtos (gene erm’), o que gerou grandes quantidades de
fragmentos recombinantes P1-erm’-P4. A reacdo de PCR foi composta por:
37,25ul de HoO ultra pura, 5ul de Tampao PCR 10X, 1ul de dNTPs Mix 10mM,
2,5ul de MgSO4 50mM, 1,5ul de Primer Forward 10uM, 1,5ul de Primer Reverse
10uM, 0,25ul de Tag DNA Polimerase HF e 1ul de DNA molde (0,5ul de E1/P4
purificado e 0,5ul de P1/E2 purificado). Como controle positivo da reacao de PCR,
foi utilizado o DNA da cepa selvagem. Cada ciclo térmico de amplificacdo consistiu
de desnaturagéo inicial a 95°C por 60s, seguido por 30 ciclos de desnaturacao a
95°C por 30s, anelamento a 58°C por 30s e extensao a 68°C por 120s. Para a
analise da integridade e especificidade das reacdes, os produtos de PCR foram
visualizados em gel de agarose a 1,5%, corado com 0,15ul/ml de brometo de
etidio, sob luz UV (Figura 6).
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Figura 6 - Gel de agarose (1,7%) contendo de produtos de PCR, utilizados na constru¢do do
inserto para inativagdo de vicK. Canaleta 1: 8ul do produto de PCR obtidos com P1/P4 (aprox.
1888pb). Canaleta 2: 1ug de Padrdo molecular 250pb (Invitrogen™, EUA). Canaleta 3: 8ul de
produto de PCR obtidos com DNA de SK36 (aprox. 2037pb). Canaleta 4: controle negativo da
reacdo de PCR.
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O produto P1-erm-P4 foi purificado, a concentracdo de DNA
determinada em espectrofotdmetro (Azsonm), € @ seguir utilizado para transformar
as cepas de S. sanguinis (Item 4.6).

4.6. ENSAIOS DE TRANSFORMAGAO DE S. SANGUINIS SK36 E RASTREAMENTO DOS
MUTANTES.

Um total de 10ug dos fragmentos recombinantes purificados (P1- erm’ —
P4) foi utilizado para a transformacao natural dos genétipos de S. sanguinis. Os
ensaios de transformacdo natural das cepas S. sanguinis foram adaptados de
ensaios previamente aplicados para outras espécies naturalmente competentes
como S. mutans e S. gordonii (Perry & Kuramitsu, 1981; Wang et al,, 2002). S.
sanguinis SK36 demonstrou alta frequéncia de transformagédo através do ensaio
descrito a seguir.

De acordo com o protocolo de Perry & Kuramitsu (1981) para a
transformagé@o de S. mutans, 150ul de soro de cavalo inativado pelo calor foram
adicionados a 2ml de THB (Difco Labs, EUA) e aquecidos a 37°C, adicionando-se,
posteriormente, 50ul de cultura overnight (18h) de S. sanguinis em meio THB
fresco. Essa suspensao foi incubada em aerobiose a 37°C, por 4h (As50nm=0,2).
Volumes de 500ul destas culturas foram transferidos para tubos com 500ul de
meio THB fresco pré-aquecido a 37°C, aos quais, imediatamente, adicionou-se o
DNA recombinante (10ug). A seguir, os frascos foram incubados a 37°C em
aerobiose por 90min, e aliquotas dessas culturas foram plaqueadas em BHA
contendo 10ug/ml de eritromicina. As placas foram incubadas a 37°C, por 48h, em
atmosfera de 10%CO,. Através deste protocolo, muitos transformantes (minimo
de 30 colbnias) foram obtidos para S. sanguinis SK36 e S. mutans e, em menor
nuamero, para Streptococcus gordonii Challis, sendo as ultimas espécies utilizadas,
nesse caso, como controle, em que foi utilizado o plasmideo pVA838, o qual nao é
recombinante com o gDNA das referidas espécies.
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Nao foi possivel recuperar transformantes da cepa S. sanguinis DSS-10
através do protocolo acima descrito, entdo, utilizaram-se outras condigdes
consideradas ideais para transformagao de S. gordonii (Challis) (Wang et al.,
2002). Assim, transferiram-se 150ul de cultura de S. sanguinis, (18h em meio de
cultura THB, 37°C, 10%CO;) para um microtubo contendo 1ml de THB com 10%
de soro de cavalo inativado. Apds incubacdo em aerobiose a 37°C, por 60min,
adicionaram-se 10ug de DNA recombinante e a incubacao continuou por mais 2h.
Apbs isto, volumes de 100ul dessas suspensodes foram plagueados em placas de
Petri contendo BHA com 10ug/ml de eritromicina (BHE). As placas foram
incubadas a 37°C, por 48h, em atmosfera de 10%CO,. Nestas condi¢des, um alto
numero de transformantes foi obtido para S. gordonii (controle), mas nao para S.
sanguinis DSS-10, indicando que, em diferentes condi¢des para transformacao de
cepas de S. mutans, S. gordonii e S. sanguinis SK36, a cepa DSS-10 apresenta
fenétipo de baixa competéncia.

Para rastreamento inicial dos transformantes recuperados em placas de
BHA com 10ug/ml de eritromicina, foram realizadas rea¢gées de PCR contendo os
primers E1/E2, utilizando-se como template as colbnias de cada clone rastreado
(colony-PCR). Os transformantes contendo o cassete de resisténcia tiveram os
gDNAs purificados, os quais foram utilizados em reagdes de PCR utilizando-se
diferentes combinacdes de primers (P1/P4, P1/P2, P3/P4 e P1E2). Os mutantes
recuperados foram cultivados em meio de cultura acrescido de 10ug/ml de
eritromicina e estocados a -20°C e -70°C, em meio skim milk (Difco Labs, EUA) e
em BHI glicerol 80%, respectivamente.

Um dos mutantes corretos obtidos a partir da cepa S. sanguinis SK36
foi denominado SKvicK. Nao foi possivel obter mutantes a partir da cepa S.
sanguinis DSS-10, uma vez que esta cepa demonstrou auséncia de transformacéao
natural, quando comparada com a cepa SK36, sendo, assim, utilizada em apenas

alguns experimentos, como mais uma cepa representativa de S. sanguinis.
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4.7. COMPARACAO DAS CARACTERISTICAS DE CRESCIMENTO PLANCTONICO EM
AEROBIOSE, ANAEROBIOSE E MICROAEROFILIA.

Os ensaios de crescimento planctbénico foram realizados em tubo
plastico com tampa rosqueavel de capacidade 50ml (CralPlast, Brasil) contendo o
total de 25ml de caldo BHI (anaerobiose e 10%CO,) e garrafas de vidro com
capacidade de 200ml (Schott Duran®, Alemanha) contendo o total de 50ml de
caldo BHI (aerobiose). A partir de cultura starter (se¢ao 4.2), 500ul dos in6culos
(normalizados pelas Assonm das culturas) foram transferidos para os tubos plasticos
e garrafas de vidro contendo, respectivamente, 24,5ml e 49,5ml de meio fresco
pré-aquecidos e incubados de zero a doze horas a 37°C em aerobiose (sob
agitacdo), anaerobiose (10%H2, 10%CO2, 80%N2) e 10%CO2, a depender do
experimento. Aliquotas das culturas (500ul) foram retiradas de uma em uma hora,
para determinacdo das curvas de crescimento (Assonm versus Tempo). Trés

ensaios independentes foram realizados em duplicata.

4.8. ANALISE DA FORMAGCAO DE BIOFILMES SOB DIFERENTES CONDICOES
ATMOSFERICAS.

4.8.1. BIOFILMES MADUROS (18H) EM PLACAS DE MICROTITULAGAO.

Em um primeiro momento, a caracterizacdo da capacidade de
crescimento em biofilme de todas as cepas (selvagens e mutantes) foi realizada
em placas de microtitulacdo de 96 pogos estéreis, round-botton (fundo em “U”) e
sem tratamento para adesdo celular (Referéncia: 650111, CralPlast, Brasil),
escolhendo-se a cepa S. mutans UA159 como controle positivo, visto que a
mesma demonstra boa capacidade de formacdo de biofilmes, conforme as

condigdes descritas por Mattos-Graner et al. (2001).
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Dessa forma, colocaram-se, nas placas de microtitulagdo de 96 pocos,
volumes de 180ul de meio caldo BHI acrescido de sacarose 0,1%, inoculando-se,
a sequir, volumes de 20ul de culturas de 18h (acrescidos de eritromicina quando
necessario), com normalizagdo das absorbancias (Assonm), totalizando um volume
de 200uL/pogo. As placas foram incubadas por 18h, a 37°C, em anaerobiose
(10%H32, 10%CO,, 80%N>), aerobiose (sob agitagdo), ou microaerofilia (10%COy,).

Apéds incubacdo por 18h, os sobrenadantes das placas contendo os
biofilmes foram removidos para uma placa de microtitulacdo de 96 pocos estéril,
flat-botton (Referéncia: 655111, CralPlast, Brasil) e sem tratamento para adesao
celular, sendo, posteriormente, determinadas as absorbancias (Assonm) €m leitor de
ELISA (VersaMAX, Molecular Devices, EUA) e correspondendo a absorbancia do
crescimento plancténico.

Os biofilmes, das placas incubadas por 18h, foram lavados trés vezes
com agua destilada, objetivando a remoc¢ado das células fracamente aderidas.
Apdbs secagem por 30 min. em temperatura ambiente (TA), os biofilmes foram
corados com solucdo aquosa de cristal violeta a 1% durante 15 min. e a seguir
lavados por trés vezes com agua destilada e deixados para secar em TA. O
corante dos biofilmes foi solubilizado durante incubagdo com etanol 100% (200ul
por poco) por 30 min. em TA. Apds, volumes de 100ul da solugdo foram
transferidos para nova placa de microtitulagdo com fundo chato (flat-botton) e as
absorbancias (As7snm) medidas em leitor de ELISA (VersaMAX, Molecular Devices,
EUA).

Ensaios semelhantes foram realizados em placas de poliestireno
tratadas para adeséo celular (Corning Incorporated, EUA) e com diferentes meios
de cultura [THB e TSB (Tryptic Soy Broth), Merck Labs, Alemanha]. Foi também
comparado o0 crescimento em meios sem sacarose e meios acrescidos de
sacarose nas concentracbes de 0,01% e 1% nas diferentes condicdes
atmosféricas ja previamente citadas. Como controles negativos foram utilizados

meios de cultura sem inéculo bacteriano.
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4.8.2. BIOFILMES EM ESTAGIO INICIAL (2 E 4H) EM SUPERFICIES TRATADAS OU NAO
COM SALIVA.

Para os ensaios de formacéao de biofilme sobre componentes salivares,
amostras de saliva total foram coletadas de um voluntario adulto saudavel (a
pesquisadora desse estudo) segundo o protocolo utilizado por Shelburne Il et al.
(2005) com algumas modificagées. A voluntaria em questdo tinha, a época da
coleta, 29 anos de idade, ndo apresentava nenhuma doenca sistémica e nao fez
uso de nenhum medicamento, como antibiéticos e antifingicos, durante o tempo
de coleta. Caso houvesse a necessidade de fazer uso de algum medicamento, as
coletas teriam de ser suspensas por até duas semanas apos o tratamento.

A salivagdo foi estimulada através da mastigacdo de um pedaco de
papel Parafim® (Parafilm “M” Laboratory Film, American Company) por 5min e
coletada em tubo plastico conico com tampa rosqueavel com capacidade total de
50ml (CralPlast, Brasil) mantidos em banho de gelo, até que totalizassem 20ml de
saliva. Essas coletas foram realizadas em intervalos de 24h objetivando um pool
salivar de aproximadamente 500ml. Aos volumes de 20ml de saliva foram
acrescidos 50ul de DTT (DL-Dithiothreitol) a 1mM (Sigma-Aldrich®, EUA), as
amostras homogeneizadas por inversdo e clarificadas através de centrifugacao
(Centrifuga Eppendorf® 5810R; 17.709rcf por 15 min, 4°C) e filtradas, sob vécuo,
em filtros com poros de 0.22um de diametro ( Steritop-GP Filter Unit, 250ml, Ref.
SCGPTO2RE, Millipore™, EUA), sendo armazenadas em garrafa de vidro (Schott
Duran®, Alemanha) estéril e estocada em ultra-freezer -70°C até o momento de
realizagcdo dos ensaios.

Para os ensaios de formacao de biofilmes, as amostras de saliva foram
descongeladas em banho de gelo e utilizadas para tratar as laminulas de vidro
estéreis (10x10mm). Assim, 1ml de saliva humana foi colocado nos pogos da
microplaca com 24 pocos (n?. 3337, Corning®, EUA), previamente contendo as
laminulas, e incubadas overnight em geladeira a 4°C. Laminulas sem tratamento

com saliva foram utilizadas como controle.
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As WT S. sanguinis SK36 e S. mutans UA159, e as respectivas
mutantes SKvicK e UAvicK, foram utilizadas em ensaios para verificar a formagao
de biofilme inicial in vitro (2h) em presenca de saliva, visto que em virtude de S.
sanguinis ser um colonizador primario na formagao de biofiimes em cavidade
bucal, esse microrganismo talvez necessite de proteinas salivares para que possa
se adsorver e iniciar o processo de formagao de biofiime.

A seguir, acrescentou-se em cada poco 1,5ml de meio caldo BHI
acrescido 1% de sacarose e 166ul de culturas bacterianas overnight (18h)
normalizadas obtidas conforme secao 4.2. As placas foram entdo incubadas por
2h em anaerobiose (37°C; 10%H», 10%CO2, 80%N2) ou em aerobiose (37°C;
Incubadora “Shaker” — NT 712, Nova Técnica, Brasil; agitacdo com velocidade
80rpm). Posteriormente, retirou-se a solugdo de BHI com sacarose, colocando-se
1,5ml de solucdo salina 0,9% (NaCl 0,9%) em cada pogo, agitando-se,
gentilmente, por 15 min. em agitador de placas (Agitador Micro Placas — MA 562,
Marconi Equipamentos, Brasil). Este procedimento de lavagem foi realizado por
mais duas vezes. Este procedimento foi realizado também se incubando as placas
por 4h em anaerobiose (37°C; 10%H2, 10%CO,, 80%N2) ou em aerobiose (37°C;
Incubadora “Shaker” — NT 712, Nova Técnica, Brasil; agitacdo com velocidade 80).

As laminulas foram, entdo, fixadas com 800ul de solucdo de
glutaraldeido 2,5% (Sigma-Aldrich® por 30 min com a placa completamente
imével e em TA. Em seguida, realizou-se o processo de desidratacdo com
solugcdes de etanol com concentracdes crescentes (50 a 100%), durante 15 min
cada. Apdés a desidratacdo, as laminulas secaram em TA e, posteriormente,
montadas em stubs de 3x3cm para serem metalizadas com ouro, analisadas
através de microscopia eletrénica de varredura — MEV, obtendo-se imagens com
aumento de 1.300x (Jeol JSM5600 LV, FOP/UNICAMP).
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4.9. ANALISE DA MORFOLOGIA CELULAR DAS CEPAS SELVAGEM E MUTANTE DE S.
SANGUINIS ATRAVES DA MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV).

As cepas de interesse (S. sanguinis SK36 e S. mutans UA159, e
respectivas mutantes vicK) foram reativadas conforme o relatado na secdo 4.2 e, a
partir do inoculo starter, foram inoculadas de acordo com a secédo 4.7, e
incubadas, na atmosfera de interesse, até alcangarem a absorbéncia de Assonm de
0,300 (x0,010).

Posteriormente, coletaram-se 1ml das culturas se colocando em
microtubos para centrifuga (MCT-150, Axygen, EUA) e, entdo, separadas por
centrifugacédo (11.000xg, 1 min), ressuspendendo o pellet em 1ml de solugcao
salina (NaCl 0,9%), centrifugando novamente (11.000xg, 1 min). Desprezou-se a
solucdo salina e fixou-se as células, obtidas por centrifugacdo, em 1ml solucéo de
glutaraldeido 2,5% (Sigma-Aldrich®, EUA), agitando-se em vértex. Colocou-se a
solugdo de células acrescidas de glutaraldeido 2,5% (Sigma-Aldrich®, EUA) sobre
laminulas de vidro estéreis, previamente colocadas em microplacas com 24 pogos
(Corning®, EUA), de modo que a solucdo cobrisse toda a laminula, e se deixou
secar em estufa a 60°C. Quando as laminulas secaram, executou-se a
desidratacdo com solugdes de etanol em concentragdes crescentes (50, 60, 70,
80, 90 e 100%). Ap6s a desidratacdo, as laminulas secaram em TA e foram
metalizadas com ouro e posterior analise em MEV (Jeol JSM5600 LV,
FOP/UNICAMP).

4.10. ANALISE DA HIDROFOBICIDADE CELULAR EM AEROBIOSE, ANAEROBIOSE E
MICROAEROFILIA.
Cepas mutantes e selvagens foram testadas quanto a hidrofobicidade

celular, conforme descrito por Rosenberg et al. (1981) e Duque et al. (2011). As

cepas de interesse foram reativadas conforme o relatado na segao 4.2 e, a partir
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do inéculo starter, foram inoculadas de acordo com a secao 4.7, e incubadas, na
atmosfera de interesse, até que alcangassem a metade da fase exponencial
(Assonm de 0,300) (£0,010).

Os tubos foram centrifugados (Centrifuga Eppendorf® 5810R; 5000rcf, 5
min), descartando-se os meios de cultura e lavando os pellets com solugao salina
0,9% (NaCl 0,9%), seguida de nova centrifugacdo e descarte, novamente, da
solugao salina.

As amostras foram ressuspendidas em tampao PUM contendo 22,29 de
KoHPO4*3H:0, 7,26g de KH.PO4, 1,8g de ureia (Sigma-Aldrich®, EUA), e 0,2g de
MgSO4*7H20 (Synth®, Brasil) por litto e com pH 7.1, e ajustada a uma
absorbancia (Assonm) @ 0,900 (+0,010). Posteriormente, 4ml destas suspensodes
foram transferidas para novos tubos de ensaio de vidro e acrescidas de 533ul de
hexadecano (Sigma-Aldrich®, EUA). As amostras foram incubadas a 30°C por
15min, agitadas em voértex por 30seg e incubadas por mais 15 min antes da
determinagdo das absorbancias finais (Assonm), dosando-se 500ul da parte liquida.
Trés ensaios independentes foram realizados em duplicata. Como controle,
suspensdes bacterianas sem o0 hexadecano foram tratadas com as mesmas

condicdes fisicas para determinacao das Assonm.

4.11. ENSAIOS DE AUTOLISE CELULAR EM AEROBIOSE E ANAEROBIOSE.

Os ensaios para determinagdo da atividade autolitica das cepas WT S.
sanguinis SK36 e DSS-10, e S. mutans UA159, e respectivas mutantes vicK
(SKvicK e UAvicK), foram realizados conforme o descrito por Duque et al. (2011),
com algumas modificagoes.

As cepas do estudo foram reativadas conforme o descrito na segéo 4.2
e, a partir do inéculo starter, foram inoculadas de acordo com a secéo 4.7, e
incubadas, na atmosfera de interesse, até que alcangassem a metade da fase
exponencial (Assonm de 0,300) (£0,010).
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Os tubos foram centrifugados (Centrifuga Eppendorf® 5810R; 5000rcf, 5
min), e os pellets bacterianos ressuspendidos em tamp&o de autdlise contendo
1,369 de KH,PO4 20mM, 37,279 de KCI 1M, 0,0735¢g de CaCl, 1mM, 0,10165g de
MgCl, 1mM, 0,4% de Azida Sédica (Sigma-Aldrich®, EUA) para cada 500ml de
solugao e com pH 6.5, e ajustada a uma absorbéancia (Assonm) de 0,900 (£0,010).

Posteriormente, volumes de 4ml de cada suspensé&o foram transferidos
para novos tubos de ensaio de vidro, os quais foram incubados a 44°C, com as
tampas fechadas, por 72h em atmosfera de aerobiose ou 10%CO.. As
absorbancias destas suspensdes foram mensuradas a cada 24h, agitando-se em
vértex e retirando-se aliquotas de 500ul. Trés ensaios independentes foram

realizados em duplicata.

4.12. SENSIBILIDADE AO ESTRESSE OXIDATIVO EM AEROBIOSE E ANAEROBIOSE.

As cepas mutantes SKvicK e UAvicK e as respectivas selvagens, S.
sanguinis SK36 e S. mutans UA159, foram testadas quanto a sensibilidade ao
estresse oxidativo, como descrito por Higuchi et al. (1999).

As cepas do estudo foram reativadas conforme descrito na segao 4.2 e,
a partir do inéculo starter, foram inoculadas de acordo com a secédo 4.7, e
incubadas, na atmosfera de interesse (aerobiose e anaerobiose), até que
alcancassem a absorbancia Assonm~0,180-0,200. Apés isto, as culturas foram
acrescidas de 40 ul de H20> ([Cs] igual a 10uM; Dinamica, Brasil) e a incubacao
mantida por 1h em TA. Seguida de uma dose letal de 400ul de H>O: ([Cy] igual a
100uM; Dinédmica, Brasil), incubando as culturas por 30 min em TA. Depois,
fizeram-se diluicdes seriadas das culturas, as quais foram plagueadas em placas
com BHA ou BHE colocando-se 3 gotas com volume de 25ul em cada uma das
diluicdes, e incubadas a 37°C em microaerofilia (37°C, 10%CO>), para contagem
do numero de células viaveis (ufc — unidades formadoras de col6nia). Trés ensaios

independentes foram realizados em duplicata.
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4.13. ANALISES COMPARATIVAS DA EXPRESSAO DOS GENES GTFP, SSAPCSB,
LYsM, pmC, coME, spxB, cwDP, SODA E CCPA ENTRE A CEPA SELVAGEM S. SANGUINIS
SK36 E A MUTANTE SKvIcK

A Tabela 3 descreve as principais caracteristicas e fungbes dos genes
possivelmente regulados por VicRK e/ou com papel no crescimento em biofilmes,
biogénese do envelope celular e resisténcia ao estresse oxidativo e produgcao de
H202.
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Tabela 3 — Possiveis genes do regulon de VicRK em S. sanguinis.

Genes

. t Nome utilizado Funcao provavel* Referéncias
ocus ta
9 neste trabalho

Proteina ortéloga da GbpB de S.
Ng et al., 2003;

Ng et al., 2004;
Ng et al., 2005

mutans. Homologia a hidrolases de
SSA_0019 ssapcsB mureina. Envolvida na biogénese de
parede celular e formagao de biofilmes

BLAST
em S. mutans.
o Duque et al.,
SSA 0094 lysM Biogénese de parede celular. ]
2011; Stipp, 2010
Codifica a glucosiltransferase,
SSA 0613 gtfP BLAST

responsavel pela producao de glucanos.

Codifica a piruvato-oxidase, responsavel
SSA 0391 spxB _ Zheng et al., 2011
pela produ¢éo de H.O,

Codifica a Proteina A de Controle
Catabdlico, principal regulador da

SSA 1576 CCPA ~ - . Zheng et al., 2011
repressdo catabodlica do carbono. E um
regulador negativo do gene spxB.
Cadifica uma hidrolase de

SSA_0304 cwdP peptideoglicano  (autolisina).  Possui Stipp, 2010

similaridade a autolisinas de S. mutans

Codifica  proteina de  membrana

Ng et al., 2003;
conservada (PMc) em Streptococcus.

SSA_1543 pmC . . ) Ng et al., 2004;
Possivel papel na integridade do

Ng et al., 2005

envelope celular.

Codifica uma enzima superoxido-
Ahn & Burne,

SSA_0721 SodA dismutase. Participa da resisténcia ao 2007

estresse oxidativo.

Gene regulador de resposta do SDC
ComCDE. Relacionado a competéncia

SSA_2378 comE _ _ Hung et al., 2011
celular e regulacdo da producdo de

bacteriocinas em S. mutans.

*A funcédo provavel dos genes foi identificada através de analises de BLAST das sequéncias protéicas e
pesquisa de dominios funcionais.
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4.13.1. EXTRAGAO E PURIFICAGAO DO RNA TOTAL

Previamente, células de S. sanguinis SK36 e a respectiva cepa mutante
SKvicK foram coletadas em duas partes da fase logaritmica, uma fase mid-log e
uma fase late-log (antes que as células entrem na fase estacionaria do
crescimento plancténico), tanto em aerobiose quanto em anaerobiose.

Na fase mid-log, tanto em aerobiose quanto em anaerobiose, a
absorbancias (Assonm) foi 0,300 para ambas as cepas. Na fase late-log em
aerobiose, a absorbancia (Assonm) foi 0,400 para a cepa mutante SKvicK, enquanto
que para a cepa WT SK36 a absorbancia (Assonm) foi 0,900. E na fase late-log em
anaerobiose, a absorbancia (Assonm) foi 0,900 para a cepa S. sanguinis SK36,
enquanto que na respectiva mutante vicK (SKvicK), a absorbancia de coleta
(Assonm) foi 0,800.

As cepas de interesse foram reativadas conforme o relatado na segao
4.2 e, a partir do inoculo starter, foram inoculadas de acordo com a segao 4.7, e
incubadas, na atmosfera de interesse, até que alcancassem a absorbancia
desejada. Os tubos contendo as culturas foram centrifugados (Centrifuga
Eppendorf® 5810R; 5000rcf, 5 min, 4°C) e os pellets ressuspendidos em 1ml de
solucao salina (NaCl 0,9%), colocados em tubos de microcentrifuga com rosca de
capacidade 2ml (Screw Tube, Axygen, EUA) sendo, entdo, centrifugados
(11.000rcf, 1min, 4°C), descartando-se o sobrenadante, congelando os respectivos
pellets celulares em ultra-freezer -70°C para posterior extracado e purificacdo do
RNA.

Para a extracdo do RNA total, a quebra das células congeladas ocorreu
na presenca de =0,16g de beads de zircénia 0.1mm de didmetro (Biospec, EUA)
adicionado de 200ul de TE (Tris-HCL 10mM pH 8,0; EDTA 1mM pH 8,0) em
aparelho de Mini-beadbeater (Biospec, EUA) em forca maxima (2 ciclos de 45 seg

com 45 seg de descanso em gelo).
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Para a purificacdo do RNA total, usamos o kit RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Alemanha) seguindo o protocolo do fabricante. Antes do uso, o RNA foi tratado
com 10U de Turbo DNase (Ambion, EUA), seguindo o protocolo do fabricante.

A determinacdo da concentracdo e pureza das amostras de RNA foi
realizada através da leitura em NanoDrop® (Thermo Scientific, EUA). O material foi
considerado puro quando a razao entre as leituras Azeonm/A2sonm fOi igual ou
superior a 1,8.

A integridade das amostras de RNA foi determinada através da
separacao eletroforética de 5yl de cada amostra em géis desnaturantes de
agarose a 1,2% (com 1,8% de formaldeido) contendo 0,15ul/ml de brometo de
etidio, em tampao de corrida (20mM MOPS, 5mM acetato de sédio e 1 mM
EDTA). As imagens digitais dos géis foram obtidas sob luz UV. A presenga das
duas bandas definidas, correspondentes aos RNAs ribossémicos (23S e 16S)

indicou integridade das amostras.
4.13.2. REACOES DE RT-PCR

As reagdes de transcriptase reversa foram realizadas com as amostras
de RNAs total utilizando-se os primers (Invitrogen™, EUA) arbitrarios Ea1 (5'-
TTTTATCCAGC-3'), Ea7 (5-TCTTTTTTACC-3), Es1 (5-GCTGGAAAAA-3’), Es3
(5-GAAGTGCTGG-3’) e Es8 (5-TGCCGATGAA-3’) previamente descritos (Chia
et al., 2001).

Para obtencdo de um pool/ de cDNA a partir do RNAm total, as reagoes
de transcricdo reversa foram realizadas com o sistema SuperScript Il
(Invitrogen™, EUA) segundo as recomendagdes do fabricante. Este sistema é
capaz de detectar RNAm especifico entre concentracdes de 1pg a 5ug de RNA
total.

Primeiramente, foi realizada a mistura contendo 4ug de RNA total livre

de DNA, 3ul da mistura dos primers arbitrarios (concentragao final de 2uM para
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cada oligo) (Chia et al., 2001), 3ul de 10mM dNTP mix e H,O DEPC q.s.p. 70ul.
Cada mistura inicial foi aquecida a 65°C por 5min, e 4°C por 1min.

Um segundo microtubo, contendo 20ul de tampao RT 10X, 5ul de 0.1M
DTT, 2,5ul de RNase OUT (40U/ul; Invitrogen™, EUA) e 2,5ul de SuperScript Il
(200U/ul; Invitrogen™, EUA) por amostra, foi preparado como solu¢gdo-mae, sendo
30ul dessa transferidos para cada tubo resfriado.

As reacdes de RT ocorreram com incubacdo a 25°C durante 10min,
50°C por 3h, e foi finalizada a 70°C por 15min em termociclador (GeneAmp PCR
System 2400, Applied Biosystems, EUA). Apds a reacdo, 300ul H.O mili-Q foi
adicionada para ajustar a concentracdo do produto para 10ng/pl. Os cDNAs
obtidos foram estocados a -20°C, para posterior utilizacdo nas reagdes de PCR
quantitativo (qPCR). Os ensaios foram feitos com RNA de pelo menos trés
culturas independentes para cada amostra em cada condig&o atmosférica.

Como controle negativo, para assegurar a auséncia de DNA
contaminante nas amostras, foram conduzidos, em paralelo, ensaios para cada
amostra de RNA tratado, sob as mesmas condi¢gdes, substituindo-se 2,5ul de
SuperScript Il (200U/ul; Invitrogen™, EUA) por 2,5ul de H,O DEPC. Estas
amostras foram incluidas nas reacdes de qPCR, onde a auséncia de amplificacao
demonstrou a auséncia de DNA gendmico contaminante na amostra de RNA

tratado.

4.13.3. PCR QUANTITATIVO/QRT-PCR (REAL-TIME PCR)

A partir do pool de cDNA obtido em reacdo de RT-PCR, reagdes de
gPCR foram realizadas para avaliar a expressdo dos genes spxB (SSA_0391),
gtfP (SSA_0613), ssapcsB (SSA_0019), lysM (SSA_0094), pmC (SSA _1543),
cwdP (SSA 0304), sodA (SSA_0721), comE (SSA_2378) e ccpA (SSA_1576), os
quais estdo possivelmente envolvidos na estrutura do envelope celular, na
formacao de biofiimes e na sensibilidade ao estresse oxidativo. Os primers

delineados para esses experimentos se encontram na Tabela 2.
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As reagbes de PCR foram realizadas com o auxilio do aparelho
StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EUA) que possibilitou a
quantificacdo bruta, e em tempo real, da amplificacdo dos genes de viruléncia,
normalizados pelo 16SRNAr.

Utilizaram-se, para os ensaios de PCR em tempo real, placas de 48
pocos (MicroAmp® Fast-Optical 48-well Reaction Plate; Applied Biosystems, EUA),
colocando-se, em cada poc¢o da placa, um mix composto de: 5ul de H,O mili-Q,
10pl do reagente SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, EUA), e 2yl
do Primer Mix, correspondente ao par de primer especifico do gene a ser
amplificado. Utiliza-se como template: 3ul das diluicées correspondentes a curva
de DNA e 3pl para as amostras com o pool de cDNA de cada fase do
experimento. Dessa forma, a reagao final tera a quantidade de 20ul por pogo. Os
ensaios de qPCR foram feitos em duplicata, a partir de cada um dos trés cDNAs
independentes (sec¢éo 4.13.2.). Como um dos controles negativos da reagao, mix
sem cDNA foram incluidas para assegurar a auséncia de DNA contaminante nos
reagentes.

Cada ciclo térmico de amplificacao consistiu de desnaturacdo a 94°C
por 15seg; anelamento a 54°C (genes cwdP, gtfP, spxB), 58°C (genes 16SRNAr,
ssapcsB, lysM) e 60°C (pmC, comE, ccpA) por 15seg; e extensao a 72°C por
25seg, em um total de 40 ciclos.

Em cada corrida, realizou-se, em duplicata, uma curva de amplificacdo
de gDNA (cepa WT SK36) em quantidades decrescentes: 300ng, 30ng, 3ng, 0,3ng
e 0,03ng por poco. Essa curva de DNA é responsavel pela eficiéncia da reacao de
gPCR, visto que as curvas de amplificacdo dos genes pesquisados devem se
situar dentro da curva de DNA e essa eficiéncia é usada para se analisar a
expressao génica do ponto de vista estatistico.

As andlises da expressao génica foram realizadas com o software REST
2009 (QIAGEN, EUA), em que se utiliza as eficiéncias da reacdo de expressao
génica de cada ensaio em relagdo a eficiéncia da reacéo da expressao do gene de

referéncia, neste caso o 16SRNAr, utilizando-se as mesmas amostras do ensaio
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em questdo. Para essa andlise, também se faz necessério utilizar a média dos
CTs (Threshold Cycle — ciclo de amplificacao do gene) de cada amostra, visto que
cada uma esta em duplicata, comparando-se entre a cepa WT SK36 (Control) e a
respectiva mutante SKvicK (Sample). Dessa forma, o software ja indica se o gene
esta DOWN- ou UP-regulated, ou seja, se sua expressao diminuiu ou aumentou,

respectivamente.

4.14. ANALISES ESTATISTICAS.

Para realizar as andlises estatisticas, utilizou-se o software BioStat 5.0.
As comparacdes do crescimento plancténico (Assonm) entre cepas foram realizadas
para cada tempo estudado, através do Teste T de Student para amostras
pareadas. Comparagcdes dos fenodtipos de hidrofobicidade e sensibilidade ao
estresse oxidativo foram realizadas utilizando-se analises de variancia (ANOVA),
seguida da comparagado entre grupos através do teste de Tukey. Analises de
variancia nao-paramétrica de Kruskal-Wallis foram realizadas para comparac¢des
da atividade autolitica entre as cepas.

Utilizou-se o software Rest 2009 (QIAGEN, EUA) para analisar a
expressao génica, e esse software utiliza o Teste T com confidencialidade de
95%.
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5. RESULTADOS

5.1. IDENTIFICAGAO DO SISTEMA DE DOIS COMPONENTES VICRK NO GENOMA DE S.
SANGUINIS.

Através de analises de BLAST do gene vicR de S. mutans,
identificamos uma proteina com alta similaridade (89% de similaridade) no
genoma de S. sanguinis SK36 (Tabela 4). Os outros componentes do sistema
VicRK (vicK e vicX) também foram identificados e analises comparativas dos
genomas de S. sanguinis e S. mutans revelaram alta semelhanca na organizagao

gendmica do lécus vicRK, sugerindo conservagao funcional (Figura 7).

Tabela 4 - Identidade e localizagao dos genes vicR, vicK e vicX e respectivas proteinas codificadas
em Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis e seus homaélogos identificados por andlise de
BLAST do genoma da cepa Streptococcus sanguinis SK36.

Espécie Gene Numero de Proteina Similaridade da seqiiéncia

Bacteriana (tamanho, pb) Acesso (tamanho, aa)  protéica ao homologo de S.
(Gene ID) mutans (%)

Vid&g?;ﬁ” 1028759 2352a -
e DAL Carsphy . loawe 4% :
ViCT{}ig/lgb;ﬂS 1028755 267 aa -

?ﬁgﬁ;gi 4807118 233aa 89%

(5153%1;5; 4806266 266 aa 90%

Identidade dos genes e nimeros de acesso foram identificados no GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank)
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vicX vicR
SSA 1563 SSA_1565

|
Streptococcus sanguinis SK36 _<: ’ |_< o _ :;‘
|

SSA_1562 SSA_1564  SSA_1566
vicK
vicX VicR
SMU.1515 SMU.1517
Streptococcus mutans UA159 ‘ Dl ¢ ’
rnc ¢ glnQ
SMU.1514 vie SMU.1519
SMU.1516

Figura 7 - Comparacdo da organizagdo gendmica dos genes VvicR, vicK e vicX entre S. mutans
UA159 e S. sanguinis SK36.

5.2. Construcao do mutante Streptococcus sanguinis SK36 do gene
vicK (SKvicK).

A Figura 8 ilustra as analises dos transformantes obtidos a partir da
cepa S. sanguinis SK36 através de PCR de colbnias, utilizando primers que
flanqueiam o cassete de resisténcia a eritromicina (erm"). Todos os transformantes

demonstraram possuir produtos do gene ern.
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Figura 8 - Gel de agarose (2%) contendo os produtos de PCR obtidos com os primers E1/E2
(1000pb) nos transformantes em que o alelo de vicK contém o cassete de resisténcia a
eritromicina. Canaleta 1 (nas fileiras superior e inferior): 0,9ug de padrdo molecular 1kb
(Invitrogen™, EUA). Canaletas 2 a 14 (superior e inferior): produtos de PCR a partir de 2 coldnias
da cepa recombinante SKvicK. Canaletas 15 (superior e inferior), controle positivo: pDNA

(pVA838). Canaletas 16 (superior e inferior), controle negativo: agua.

De um total de pelo menos 28 transformantes, quatro foram testados
em outras reacdbes de PCR utilizando outras combinacdes de primers, cujos
produtos obtidos foram analisados em géis como ilustrado na Figura 9. Os
amplicons obtidos através dos PCRs utilizando os primers P1/P4 (Figura 9B),
P1/P2 e P3/P4 (Figura 9A), tendo como template o gDNA dos transformantes,
revelaram a correta insercao do alelo mutado por recombinagcdo homoéloga. Dessa
forma, obteve-se sucesso na construcao do mutante knockout vicKk em SK36, e

essa cepa foi denominada, nessa tese, de SKvicK.
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Figura 9 - Géis de agarose (1,5%) contendo de produtos de PCR obtidos utilizando diferentes
primers (citados no paragrafo anterior), para verificar a correta insergdo do alelo mutado vicK por
recombinagao homéloga. Em A, parte superior: amplicons gerados com primers P1/P2 (aprox.
554pb). Canaleta 1: padrdo molecular 100pb (Invitrogen™, EUA). Canaletas 2 a 5: amplicons
obtidos utilizando-se trés amostras de mutantes SKvicK como template. Canaleta 6: amplicon
obtido utilizando-se a cepa selvagem S. sanguinis SK36. Canaleta 7: amplicon obtido a partir do
alelo recombinante P1-P4 purificado (construgdo). Canaleta 8: controle negativo (agua). Em A,
parte inferior: amplicons obtidos com primers P3/P4 (aprox. 341pb). Canaletas 2 a 5: amplicons
gerados a partir de trés amostras de mutantes SKvicK como template. Canaleta 6: amplicon gerado
a partir da cepa selvagem S. sanguinis SK36. Canaleta 7: amplicon gerado a partir do alelo
recombinante purificado P1-P4 (construgdo). Canaleta 8: controle negativo (d4gua). Em B:
amplicons gerados com primers P1/P4 (aprox. 1888pb). Canaleta 1: padrdo molecular 1kb
(Invitrogen™, EUA). Canaletas 2 a 5: amplicons obtidos a partir quatro amostras de mutantes
SKvicK. Canaleta 6: amplicon obtido da cepa selvagem SK36. Canaleta 7: amplicon obtido a partir
do fragmento P1-P4 purificado. Canaleta 8: controle negativo (agua).

Diversos protocolos de transformacdo foram testados, utilizando-se
diferentes tipos de DNA exdgeno (plasmideos auto-replicativos para
Streptococcus spp. e fragmentos lineares com seqiéncias do genoma da cepa
SK36) sem obtencao de transformantes da cepa S. sanguinis DSS-10. Analises
fenotipicas da cepa DSS-10 realizadas neste projeto indicaram que DSS-10 difere
de SK36, nao apenas quanto ao fendtipo de competéncia, mas também quanto a
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morfologia e tamanho das cadeias de cocos, tempo de geragédo, hidrofobicidade
de superficie celular, assim como parece ser mais sensivel ao estresse oxidativo
(esse dado nao consta na tese). Portanto, S. sanguinis DSS-10 ndo parece ser
uma cepa representativa da espécie S. sanguinis, visto que a espécie S. sanguinis
apresenta a caracteristica de ser naturalmente competente, tal qual ocorre com a
cepa SKB36. A cepa Streptococcus mutans UA159 e respectiva mutante vicK
(UAvicK) também foram incluidas, como controle, mediante o fato de ja terem sido
estudadas anteriormente pelo mesmo grupo de pesquisa. A construcdo de UAvicK
e diversas caracteristicas fenotipicas de S. mutans UA159 e UAvicK estao

descritas em estudo anterior (Duque et al., 2011) .

5.3. CRESCIMENTO PLANCTONICO E CARACTERISTICAS DAS CEPAS S. SANGUINIS
SK36 E A MUTANTE KNOCKoUT VICK (SKVICK) EM AEROBIOSE, ANAEROBIOSE E
MICROAEROFILIA.

Identificaram-se variagbes nas curvas representativas do crescimento
plancténico entre as cepa WT SK36 e a mutante SKvicK.

As Figuras 10, 11 e 12 demonstram o0 crescimento mais lento do
mutante SKvicK em comparagcao com a cepa ancestral SK36, tanto em aerobiose
sob agitagao (37°C; Incubadora “Shaker” — NT 712, Nova Técnica, Brasil; agitacédo
com velocidade 80rpm), quanto quando as culturas foram incubadas em
microaerofilia (37°C, 10%CQO;) e anaerobiose (10%H2, 10%C0O,, 80%Nz). A
diferenca estatistica do crescimento plancténico entre as cepas S. sanguinis SK36
e a respectiva knockout vicK (SKvicK) foi realizada com o auxilio do Teste T.

A cepa mutante SKvicK exibe um fenétipo divergente da cepa WT SK36
quando se observa o crescimento plancténico de rotina, microaerofilia (37°C,
10%CO0O,), overnight (18h), pois apesar das células de S. sanguinis normalmente
precipitarem quando incubadas sem agitacdo, as células das cepas selvagens

voltam a suspenséo de forma uniforme apdés agitacdo em voértex, enquanto que as
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células da mutante SKvicK continuam a exibir um aspecto de “grumos” (Figura
13).

Para andlise estatistica, considerou-se o crescimento plancténico geral
(2 a 8 horas), assim como as fases logaritmica (2 a 4 horas) e estacionaria (6 a 8

horas).

1,200
1,000
0,800
—4—5K36
0,600 :
= SKvicK

ASSOnm

0,400 === Controle Negativo

0,200

0,000

-0,200

Tempo (h)

Figura 10 - Curvas de crescimento das cepas de S. sanguinis selvagens SK36 e a mutante SKvicK
em aerobiose. Uma reducao significativa do crescimento foi observada no mutante SKvicK em
comparagcao com a cepa selvagem (SK36) (Teste T; *p<0,01 nas trés analises). As fases
logaritmica e estacionaria corresponderam, respectivamente, aos periodos de 2 a 4 e 6 a 8 horas
de crescimento. Os valores correspondem as médias de trés experimentos independentes
realizados em duplicata. #: ponto ndo analisado.
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Figura 11 - Curva de crescimento das cepas de S. sanguinis SK36 e mutante SKvicK em
anaerobiose (10%H,, 10%C0O,, 80%N,). Uma reducéo significativa do crescimento foi observada
no mutante SKvicK em comparado a cepa selvagem (SK36), tanto no crescimento plancténico
geral (Teste T; p<0,05), quanto nas fases logaritmica (2 a 4 h de crescimento) e estacionaria (6 e
7h de crescimento) (Teste T: *p<0,01). Os valores correspondem as médias de trés experimentos
independentes realizados em duplicata; as barras indicam os desvios padrdo. #: ponto nao
analisado.
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Figura 12 - Curva de crescimento das cepas S. sanguinis SK36 e a mutante knockout SKvicK em
microaerofilia (37°C, 10%CO,). Resultado significativo quando se compara 0 crescimento
plancténico geral entre a cepa selvagem S. sanguinis SK36 e sua respectiva mutante knockout
SKvicK (Teste T; p<0,01), assim como essa diferenga também foi significativa na fase logaritmica
e estacionaria do crescimento (Teste T; *p<0,01). Os valores correspondem as médias de trés

experimentos independentes realizados em duplicata. #: ponto néo analisado.
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Figura 13 - Crescimento planctonico
overnight em microaerofilia (37°C, 10%CO.).
Apds agitacdo em vortex, S. sanguinis SK36
(em A) voltou a ficar uniforme e SKvicK (em

B) apresenta “grumos”.

5.4. S. SANGUINIS SK36 NECESSITA DE PROTEINAS SALIVARES PARA FORMAR
BIOFILME, E A INATIVAGCAO DE VICK FOI CORRELACIONADO TANTO COM A AUSENCIA DE
FORMAGCAO DE BIOFILME QUANTO COM A PRESENCA DE BIOFILMES DEFICIENTES EM
EXPERIMENTOS DE BIOFILMES INICIAIS, 2 E 4H, EM PRESENGA DE SALIVA.

5.4.1. S. SANGUINIS NECESSITA DE PROTEINAS SALIVARES PARA INICIAR A

FORMAGCAO DE BIOFILMES.

A capacidade de formacao de biofilmes pelas cepas S. sanguinis foi
analisada em condi¢cdes que promovem grande formacao de biofilmes por cepas
de S. mutans.

Em um primeiro experimento, utilizaram-se placas de poliestireno, e
meio THB acrescido de sacarose 0,2% e 1%, incubando as placas por 18h em
microaerofilia (37°C, 10%C0O2). Em ambas as concentracdes de sacarose citadas
anteriormente, apenas a cepa S. mutans UA159 foi capaz de formar biofilmes

robustos (Figuras 14).
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Figura 14 — Imagem de microplaca de poliestireno com 96 pogos round-botton (fundo em “U”),
(placa de poliestireno n®. 650111, round-botton, CralPlast, Brasil) incubada em microaerofilia (37°C,
10%CO0O,) por 18h, evidenciando o biofilme formado pela cepa S. mutans UA159, e a auséncia da
formacao de biofilme nas trés cepas representativa da espécie S. sanguinis (as selvagens SK36 e
DSS-10, e a mutante SKvicK). As amostras 1 e 2 equivalem a amostras independentes de cada
cepa citada, apresentando trés repeticdes em cada meio de cultura.

Na figura 15 (A e C), € possivel notar que as maiores absorbancias
(Assonm) foram da cepa selvagem S. sanguinis SK36, possivelmente porque essas
células ndo foram capazes de formar biofilme, independente da quantidade de
sacarose, ficando, dessa forma, em suspensdo. Semelhante ocorreu com a cepa
selvagem S. sanguinis DSS-10. J4 a cepa S. sanguinis SKvicK apresentou uma
baixa absorbancia no crescimento planctonico (Assonm) tanto quando utilizado THB
acrescido de 0,2% de sacarose, quando se utilizou THB acrescido de 1% de
sacarose. Interessantemente, a cepa mutante SKvicK apresenta a peculiar

caracteristica de precipitar quando se faz o seu crescimento de rotina em meio de
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cultura liquido, por exemplo BHI caldo, retornando a suspenséo quando agitada
em vortex, porém a mesma continua a apresentar aspecto de “grumo” (Figura 13).

Assim, cogita-se que a baixa absorbancia apresentada pela cepa
mutante SKvicK, deve-se ao fato de que as células estavam precipitadas quando
da coleta da amostra para a leitura da absorbancia, e essas células precipitadas
foram perdidas durante os passos subsequentes de lavagens com agua destilada
como parte do protocolo de processamento do biofilme, visto que elas estavam
apenas precipitadas e ndo aderidas a placa. Nesse caso, uma amostra de 100ul
foi retirada de cada poco e colocada numa microplaca de titulagao flat-botton
(fundo chato) para realizar a leitura do crescimento plancténico, pois se acredita
que esse seria o0 valor real do crescimento planctonico do experimento, visto que

esse equivaleria a quantidade de células que nédo se aderiram para formar o

biofilme.
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Figura 15 — Analise do crescimento plancténico (Assonm) € em biofilmes (Aszsnm) das cepas das
espécies S. sanguinis SK36, DSS-10 e mutante SKvicK e Streptococcus mutans UA159 em meio
THB com 0,2% (A e B) ou 1,0% (C e D) de sacarose. As colunas representam as médias das
medidas em triplicata de apenas um experimento (experimento piloto), e as barras, os desvios-

padrao.

Uma vez que SK36 nao foi capaz de formar biofilmes sob condicées
ideais de formacdo de biofilmes para a espécie S. mutans, foi realizado um
screening para identificar outras condicdes para formacédo de biofiimes pela
espécie S. sanguinis. Assim, diversas condigbes atmosféricas (aerobiose e
anaerobiose), diferentes tipos de superficie (poliestireno ou polipropileno, com ou
sem tratamento para adesao celular, CralPlast, Brasil e n%. 3799, Corning®, EUA,
respectivamente), e diferentes meios de cultura (BHI, THB ou TSB — Tryptic Soy
Broth - acrescidos de 1% de sacarose) foram testados. Em nenhuma destas

condigdes se observou formacado de biofilmes por SK36 ou SKvicK, enquanto S.
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mutans UA159 foi capaz de formar biofilmes de grande biomassa na maioria das
condicbes testadas. Estes resultados indicam que as cepas selvagens S.
sanguinis (SK36 e DSS-10) e mutante SKvicK diferem drasticamente das cepas S.
mutans quanto ao fenétipo de crescimento em biofilmes nas condigdes
experimentais testadas, sugerindo que S. sanguinis precisa de proteinas salivares
para ser capaz de se aderir e, assim, iniciar a formacao de biofilmes in vitro, uma
vez que S. sanguinis € um colonizador primario das superficies dentarias
recobertas pela PA. Realizaram-se novos ensaios para comparar as etapas
iniciais de crescimento em biofilmes (2 a 4h iniciais) na presenca e auséncia de
saliva entre as espécies de S. mutans e S. sanguinis, assim como 0s respectivos

mutantes vicK.

5.4.2. INATIVAGAO DE VICK ALTERA OS BIOFILMES INICIAIS DE S. SANGUINIS EM

SUPERFICIES TRATADAS COM SALIVA.

Andlises sobre os estagios iniciais de formagao de biofilmes das cepas
S. mutans e S. sanguinis indicaram grandes diferencas nos mecanismos de
iniciagao de biofilmes entre estas espécies.

Primeiro, S. sanguinis depende da presenga de componentes salivares
para iniciar biofiilmes ainda que em presenca de sacarose, enquanto que S.
mutans parece formar biofilmes de forma mais eficiente em superficies néo
tratadas com saliva. Segundo, S. sanguinis tem maior capacidade de formar
biofilmes sob aerobiose quando se compara com os resultados em anaerobiose,
completamente o oposto de S. mutans que forma biofilmes mais robustos nessa
ultima condicao atmosférica mencionada.

Embora estes dados indiquem mecanismos diferentes de iniciagcdo de
biofiilmes entre estas espécies, o sistema VicRK parece regular funcdes
importantes para o crescimento em biofilmes de ambas as espécies. A Figura 16,
proveniente de imagens em Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV,

FOP/UNICAMP, Brasil), ilustra biofilmes de 2h formados sobre superficies tratadas
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com saliva humana, em aerobiose sob agitacdo, em que S. sanguinis SK36 foi
capaz de iniciar uma camada homogénea de biofilme composto por diversas
cadeias e diplococos, enquanto que o mutante SKvicK ndo conseguiu formar
biofilme (Figura 16). Ja nos ensaios de 4h, utilizando as mesmas condi¢cdes de
laminulas e atmosfera, a cepa WT SK36 se comportou de forma semelhante ao
que ocorreu no biofiime de 2h, porém a cepa mutante SKvicK, nesse caso,
apresentou algumas poucas cadeias curtas e diplococos (Figura 17).

Em aerobiose, poucas cadeias foram observadas em biofilmes iniciais
(2h) de S. mutans UA159 em presenca de saliva, sendo que os biofilmes de
UAvicK foram mais heterogéneos, uma vez que se restringiam agregados isolados
de longas cadeias de cocos (Figura 16). Quanto aos biofilmes de 4h, S mutans
UA159 apresentou um aumento substancial na quantidade de cadeias e ja é
possivel ver a formacdo de biofilmes propriamente ditos, enquanto o respectivo
mutante vicK continuou a apresentar o mesmo aspecto de agregados, s6 que
maiores que o0s observados no biofilme de 2h (Figura 17).

S. sanguinis SK36 nao foi capaz de iniciar biofilmes nas laminulas sem
tratamento prévio com saliva, em aerobiose sob agitacdo, tanto nos biofilmes
iniciais de 2h quanto o de 4h. Assim, ressalta-se a importancia de proteinas
salivares para a aderéncia inicial de S. sanguinis e posterior colonizagdo. S.
sanguinis SKvicK ndo conseguiu formar biofilme inicial (2h e 4h) em laminulas
sem tratamento com saliva, e, dessa forma, verifica-se que, em S. sanguinis, a
inativacao de vicK inibe a formagao de biofilmes (Figuras 16 e 17). Interessante
observar que S. mutans apresentou uma melhor formacdo de biofilmes em
laminulas sem tratamento prévio com saliva, caracterizando-se por microcolénias
e cadeias aparentemente envoltas por matriz extracelular (2h) e um biofilme mais
robusto e com maior quantidade de matriz (4h). Nos biofilmes de UAvicK, em
aerobiose, utilizando laminulas sem tratamento com saliva, observou-se aspecto
semelhante ao observado nas laminulas com tratamento prévio de saliva tanto nos

ensaios de 2h quanto nos de 4h (Figuras 16 e 17).
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Em anaerobiose, no biofilme inicial de 2h, as cepas S. sanguinis SK36 e
a sua respectiva mutante SKvicK apresentaram fenétipo semelhante de formagéao
de Dbiofimes, em Ilaminulas com tratamento de saliva, com cadeias
semelhantemente curtas e espacadas, diferindo apenas na quantidade, sendo a
mesma reduzida em SKvicK. O fenétipo se manteve semelhante nos biofilmes de
4h, apenas apresentando uma maior quantidade de células na cepa SK36
(Figuras 16 e 17). Ja a estrutura dos biofilmes iniciais (2h) de S. mutans UA159
diferiu claramente da sua respectiva mutante, UAvicK, visto que essa ultima
apresentou cadeias muito longas e uma grande formacdo de agregados,
aumentando a quantidade, em ambos, de forma consideravel quando incubados
por 4h (Figuras 16 € 17).

Quanto a andlise dos biofilmes iniciais de 2h e 4h, em laminulas sem
tratamento com saliva, as cepas S. sanguinis nao foram capazes de formar
biofilmes na auséncia de saliva, enfatizando que, também em anaerobiose, as
proteinas salivares sao realmente importantes para a formagao do biofilme inicial
por essa espécie (Figuras 16 e 17). Ja S. mutans UA159 e a respectiva mutante
UAvicK em laminulas sem tratamento com saliva e em anaerobiose, tanto em 2h
quanto em 4h, nota-se que a estrutura dos biofiimes da cepa selvagem difere
claramente da respectiva mutante, pois essa continua a apresentar aspecto de
agregado de cadeias muito longas, enquanto que a cepa WT UA159, apresenta
uma quantidade de células muito superior que 0s ensaios em aerobiose, e essas,
encontram-se em cadeias e envoltas por uma matriz extracelular (2h), e

aumentando consideravelmente nos ensaios de 4h (Figura 17).
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BIOFILMES — 2 H SK36 SKvicK UA159 UAvicK

Aerobiose

Com saliva

Anaerobiose

Aerobiose

Anaerobiose

Figura 16 — Imagens de microscopia eletronica de varredura de biofilmes iniciais (2h) formados pelas cepas S. sanguinis SK36 e a

respectiva mutante SKvicK, e S. mutans UA159 e UAvicK, em laminulas de vidro com/sem tratamento prévio com saliva humana, sob

aerobiose (agitacdo em shaker com velocidade 80) e anaerobiose (10%H,, 10%CO2, 80%N,). As imagens sdo representativas de 32 campos
analisados em cada laminula (MEV — FOP/UNICAMP).
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BIOFILMES— 4 H SK36 SKvicK UA159 UAvicK
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Figura 17 — Imagens de microscopia eletronica de varredura de biofilmes iniciais (4h) formados pelas cepas S. sanguinis SK36 e a
respectiva mutante SKvicK, e S. mutans UA159 e UAvicK, em laminulas de vidro com/sem tratamento prévio com saliva humana, sob
aerobiose (agitacdo em shaker com velocidade 80) e anaerobiose (10%Hz, 10%CO2, 80%N,). As imagens sdo representativas de 32 campos
analisados em cada laminula (MEV — FOP/UNICAMP).
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5.5. INATIVAGAO DE VICK ALTERA A MORFOLOGIA DE S. SANGUINIS

Andlises da morfologia por MEV indicaram que a inativagao de vicK em
S. sanguinis SK36 promoveu um grande aumento das cadeias de cocos na cepa
mutante SKvicK, as quais tendem a formar grandes grumos compactos e
desprovidos de matriz extracelular, mesmo se cultivadas na presenca de 0,1% de
sacarose.

Imagens representativas do crescimento plancténico das cepas WT S.
sanguinis SK36 e DSS-10 e a mutante knockout SKvicK, em anaerobiose
(10%H2, 10%CO0O2, 80%N,) mostram que as cepas SK36 e DSS-10 apresentam,
geralmente, uma grande quantidade de cocos isolados, diplococos e cadeias
relativamente curtas, sendo, essas ultimas, mais presentes na DSS-10 (Figura
18). J& a mutante SKvicK apresenta a forma de longas cadeias, além de
demonstrar o aspecto de grandes grumos, ja citado no paragrafo anterior, e essa
cepa apresenta esse aspecto de agregados quando em crescimento planctonico
em qualquer condicdo atmosférica (Figura 13), especialmente quando em
aerobiose sob agitacao.

Na Figura 19, apresentamos imagens representativas do crescimento
plancténico da cepa WT SK36 e a sua respectiva mutante vicK em aerobiose sob
agitacdo. Em aerobiose, S. sanguinis SK36 apresenta uma maior quantidade de
cadeias relativamente longas, mas nada que se compare ao tamanho das cadeias
de SKvicK, além do fato dessa ultima, continuar a apresentar o aspecto de
formacao de grumos, agregados compactos.

Sabemos que, morfologicamente, a cepa S. mutans UA159 difere da
cepa S. sanguinis SK36 quanto ao tamanho das células, sendo essas mais
alongadas na primeira espécie citada. Mas, é interessante observar que a
inativagdo de vicK em ambas as espécies selvagens faz com que as cepas
mutantes tenham caracteristicas similares (Figura 20), como: células curtas, um
diferencial especial para a cepa UAvicK, visto que é totalmente discrepante da

morfologia da sua respectiva cepa WT; cadeias extremamente longas; e
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possuirem o aspecto de formagao de grumos em crescimento plancténico em
meio de cultura liquido, porém, na mutante UAvicK, esse aspecto € perdido

quando se agita o meio de cultura, o que ndo ocorre na cepa mutante SKvicK.
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Figura 18 — Analise de microscopia eletronica de varredura da morfologia de células em crescimento plancténico das cepas S. sanguinis
SK36 (em A), S. sanguinis DSS-10 (em B) e a mutante SKvicK (em C e D). As cepas foram crescidas em meio BHI, em anaerobiose
(10%H,, 10%CO,, 80%N,) (MEV — FOP/UNICAMP).
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Figura 19 — Andlise de microscopia eletrénica de varredura da morfologia bacteriana em crescimento planctdnico das cepas S. sanguinis
SK36 (A, B) e mutante SKvicK (C e D). As cepas foram crescidas em meio BHI, em aerobiose, sob agita¢do. Diferente de SK36, a mutante
SKvicK formou grandes agregados celulares formados com cadeias extremamente longas (MEV — FOP/UNICAMP).
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Figura 20 — Analise de microscopia eletrdnica de varredura de bactérias em crescimento planctdnico em meio BHI e em aerobiose, sob
agitacdo. Cepas S. sanguinis SK36 e SKvicK, e S. mutans UA159 e UAvicK. Diferente de SK36, a cepa S. mutans UA159 forma cocos mais
alongados. Ambos os mutantes, SKvicK e UAvicK, demonstram células curtas e cadeias extremamente longas (MEV — FOP/UNICAMP).
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5.6. INATIVACAO DE VICK AUMENTA A HIDROFOBICIDADE CELULAR DE S.

SANGUINIS.

As cepas S. sanguinis sao, naturalmente, mais hidrofdbicas que as de
S. mutans. Duque et al. (2011) observou que a inativagcdo de vicK em S. mutans
UA159 promove aumento significativo na hidrofobicidade sob condicdes de
10%CO,, ja em S. sanguinis, essa inativacdo também promoveu aumento da
hidrofobicidade, mas este aumento foi modesto em comparagdao com a espécie S.
mutans, em virtude de S. sanguinis SK36 ser muito mais hidrofébica que S.
mutans UA159.

Apesar de pequenas, diferengas estatisticamente significantes entre
SK36 e SKvicK foram detectadas sob condigdes de anaerobiose (ANOVA, Tukey;
p<0,01) e 10%C0O, (ANOVA, Tukey; p<0,05), ndo sendo observadas diferencas
significativas nos ensaios de aerobiose (sob agitagdo). A inativagao de vicK em S.
mutans UA159, promoveu aumento significativo na hidrofobicidade sob todas as

condi¢Oes atmosféricas testadas (ANOVA, Tukey; p<0,01) (Figura 21).
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Figura 21 - Hidrofobicidade das cepas da espécie S. sanguinis SK36, DSS-10 e mutante SKvicK, e
da espécie S. mutans UA159 e mutante UAvicK crescida em aerobiose (A), anaerobiose (B) e
10%CO0O, (C). As colunas representam as médias de trés experimentos independentes realizados
em duplicata. As barras indicam os desvios-padrdao. Comparacdes entre as cepas selvagens e
respectivos mutantes vicK indicam diferencas significativas (ANOVA; Teste de Tukey; *p<0,01;
**p<0,05).

5.7. A INATIVAGAO DE VICK EM S. SANGUINIS SK36 PROMOVE PEQUENA

DIMINUICAO NA ATIVIDADE AUTOLITICA.

A atividade autolitica das cepas estudadas pode ser observada na
Figura 22, em que as cepas selvagens de S. sanguinis, SK36 e DSS-10, sdo mais
resistentes a autdlise que a cepa S. mutans UA159. Em UA159, a inativacéo de
vicK (UAvicK) aumentou significativamente a resisténcia a autdlise. Houve
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tendéncia de aumento da atividade autolitica em SKvicK em comparagdo com
SK36, mas este aumento foi menos significativo comparado as cepas S. mutans.
A cepa mutante SKvicK mostrou-se significativamente mais resistente a autdlise
em relacado a selvagem apenas nas primeiras 24h de incubacao (Kruskal- Wallis,
p<0,05) (Figura 22A). Quanto ao ensaio em 10%CO,, ndo houve diferencas
significativas entre as cepas S. sanguinis SK36 e sua respectiva mutante vicK
(Figura 22B). S. mutans apresentou resultado idéntico ao visualizado em

aerobiose (Kruskal-Wallis; p<0,01).
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Figura 22 — Atividade autolitica das cepas de S. sanguinis SK36 e SKvicK (A,B) e de S. mutans
UA159 e UAvicK (C,D), durante incubacio da 44°C, sob condigdes de aerobiose (A,C) e 10% CO.
(B,D). Os pontos representam médias de trés experimentos independentes realizados em
duplicata. As barras indicam os desvios-padrédo. Os asteriscos indicam diferengas estatisticamente
significantes entre SK36 ou UA159 e respectivas cepas mutantes (Kruskal-Wallis: *p<0,01, **
p<0,05.)
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5.8. INATIVAGAO DE VICK EM S. SANGUINIS AUMENTA A SENSIBILIDADE AO
ESTRESSE OXIDATIVO SOB CONDIGOES DE ANAEROBIOSE.

As reducgbes da viabilidade de cada cepa, apds a exposicao ao peroxido
de hidrogénio (H202) em comparagdo com as mesmas cepas nao expostas, estao
representadas na Figura 23. Em aerobiose, a inativacdo de vicK em S. mutans
UA159 promoveu aumento significativo da sensibilidade a H.O2, com uma reduc¢éo
média de 8 vezes no log de ufc/ml em UAvicK, enquanto com uma redugao menor
(5 vezes no log ufc/ml) em UA159, a qual ndo foi estatisticamente significante.
Sob a mesma condicdo atmosférica, ndo se observou diferenca entres as
reducdes log ufc/ml entre as cepas S. sanguinis SK36 e sua respectiva mutante
vicK (Figura 23A).

Por outro lado, em anaerobiose, a inativacdo de vicK em S. sanguinis
(SKvicK) promoveu maior reducdo na viabilidade, quando comparada a cepa
SK36 (ANOVA; Tukey: p<0,05). O mesmo nao foi observado em UAvicK,
comparado a cepa S. mutans UA159, uma vez que estas cepas sofreram um

redugao de cerca de 3 e 4 vezes no log de ufc/ml, respectivamente (Figura 23B).
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Figura 23 — Reducbées no log de ufc/ml das cepas expostas a H.O» em relagédo ao controle sem
estresse oxidativo em aerobiose (A) e anaerobiose (B). Ensaios realizados com as cepas
selvagens S. sanguinis SK36 e S. mutans UA159, e respectivas mutantes SKvicK e UAvicK. As
colunas indicam médias de trés experimentos independentes realizados em duplicata. As barras
indicam os desvios padrdao. Reducdes da viabilidade de SKvicK foram maiores quando
comparadas as redugdes de viabilidade de Sk36 em anaerobiose (ANOVA, Tukey **p<0,05).
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5.9. O siIsTEMA VICRK REGULA A EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS A
VIRULENCIA EM S. SANGUINIS, RESPONSAVEIS PELA ADESAO, FORMACAO DE BIOFILMES, E
COMPETITIVIDADE COM OUTROS MICRORGANISMOS.

O sistema VicRK regula genes de viruléncia em espécies do género
Streptococcus, como S. mutans e S. pneumoniae, relacionados a biogénese do
envelope celular, formacdo de biofilmes e resposta ao estresse oxidativo.
Investigamos, portanto, o efeito da inativacdo de vicK em S. sanguinis, na
expressao dos ortdlogos destes genes que compdem o regulon de VicRK em S.
mutans e/ou S. pneumoniae, como ssapcsB, lysM, cwdP, pmC e de genes de S.

sanguinis previamente caracterizados como importantes para a colonizagao bucal.

5.9.1. Extragcao de RNA e RT-PCR

Um total de 24 amostras foi utilizado para extrair o RNA total. Essas
amostras equivalem as culturas celulares das cepas S. sanguinis SK36 e a
respectiva mutante SKvicK, nas fases mid-log e late-log, tanto em aerobiose
quanto em anaerobiose.

Os RNAs foram extraidos e tratados com 10U de Turbo DNase (Ambion,
EUA) conforme a secdo 4.13.1. (Figura 24), para eliminar tragos de gDNA que
ainda possam estar na amostra. E, através de reagdes de RT-PCR, obteve-se os
respectivos cDNAs para realizar as reacdes de qPCR.
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Figura 24 — RNAs extraido e tratados com Turbo DNAse. Amostras de RNA extraido (canaleta 1;
superior) € de RNAs tratados com Turbo DNase (Ambion, EUA), para se eliminar tragos de gDNA

(canaletas 2 a 8 — superior; canaletas 1 a 8 — inferior).

5.9.2. INATIVACAO DE VICK REDUZ A EXPRESSAO DE POSSIVEIS GENES
CODIFICADORES DE FATORES DE VIRULENCIA DE S. SANGUINIS, ESPECIALMENTE NA FASE
MID-LOG DA AEROBIOSE.

As alteragbes nas quantidades relativas de transcritos de diversos
genes investigados em SKvicK em relacdo a cepa selvagem estao ilustradas na
Figura 25. O gene lysM sofreu redugdes significativas no mutante SKvicK em
todas as condigcbes atmosféricas e fases de crescimento testadas. A maior
reducéo (23,8 vezes, p<0,01) ocorreu sob aerobiose, em células no meio da fase
logaritmica de crescimento. Também sob aerobiose, os genes que sofreram
reducdes significativas na expressao (p<0,01) no mutante em fase logaritmica
intermediaria foram ssapcsB (6,4 vezes), cwdP (8,8 vezes), spxB e comE (2,8
vezes cada). Alteracbes destes mesmos genes nao foram notadas ao final da fase
log.
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Sob condigbes de anaerobiose, as alteragdes na expressao génica
foram menores. Assim, 0s genes ssapcsB e lysM, foram os Unicos com expressao
significativamente reduzida (1,9 e 12 vezes respectivamente) durante a fase
logaritmica intermediaria. Ao final da fase log, lysM manteve a expressao reduzida

em 12 vezes em relacdo a cepa selvagem e cwdP também demonstrou reducéo

de 4,9 vezes (Figura 25).
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Figura 25 — Alteragbes nas quantidades de transcritos de diversos genes no mutante SKvicK em relagdo a cepa selvagem Sk36, em
diferentes fases de crescimento planctonico em aerobiose (A, B) ou anaerobiose (C,D). Os niveis de transcritos de cada gene foram
normalizados pelo gene 16SrRNA. A fase de crescimento plancténico é indicada sobre cada grafico. Diferengas significativas na expressao
génica em relagdo a cepa selvagem foram detectadas utilizando-se o software REST 2009 (Qiagen): *p<0,01, **p<0,05.
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6. DIScussAO

Streptococcus sanguinis sao o0s principais colonizadores primarios dos
biofilmes dentéarios. Esta espécie tem papel importante no estabelecimento da
microbiota dos dentes, pois € encontrada em alta propor¢ao nas etapas iniciais de
formacdo do biofilme, juntamente como outras espécies de Streptococcus
comensais. Cerca de 80% dos colonizadores iniciais dos dentes sdo do género
Streptococcus (Rosan & Lamont, 2000). H& ainda diversas evidéncias de que S.
sanguinis é um competidor do principal patégeno da cérie dentaria, Streptococcus
mutans (Ge et al., 2008a), sendo esta ultima uma espécie que normalmente se
estabelece em biofilmes ja iniciados e sob condicbes ambientais que aumentam
sua competitividade, como o consumo de sacarose (Ahn & Burne, 2007).

Na espécie S. mutans, o sistema regulador VicRK regula positivamente
a expressdo de diversos fatores de viruléncia na formagdo de biofilmes
dependentes de sacarose, 0s quais incluem os genes gtfB/C e gbpB. Os genes
gifB/C codificam respectivamente, as enzimas glicosiltransferases GtfB e GtfC,
responsaveis pela sintese de glucano a partir da sacarose. O gene gbpB codifica a
proteina extracelular GbpB, importante para a interagcdo de S. mutans com a
matriz extracelular (Senadheera et al., 2005; Mattos-Graner, 2006; Duque et al.,
2011). Este é o primeiro estudo do conhecimento deste grupo de pesquisa que
identifica e caracteriza o sistema VicRK em S. sanguinis. Embora o sistema VicRK
esteja presente em ambas as espécies S. mutans e S. sanguinis SK36 (Tabela 4;
Figura 7), observaram-se diferencas na funcao de VicRK entre as duas espécies.

Neste estudo, demonstrou-se sucesso na obtencdo do mutante do gene
vicK a partir da cepa S. sanguinis SK36, cujo genoma tornou-se conhecido a partir
do trabalho de Xu et al. (2007). Curiosamente, ndo foi possivel obter mutantes a
partir da cepa S. sanguinis DSS-10, uma vez que esta cepa nao expressou
fen6tipo de competéncia mediante os protocolos utilizados (Perry & Kuramitsu,
1981; Wang et al., 2002). Outras diferencas foram observadas entre as cepas S.

sanguinis SK36 e DSS-10, como por exemplo, variagdes significativas no padrao
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de crescimento planctdnico em diversas condi¢des biofisicas e na observagao da
morfologia celular com o auxilio da microscopia eletrénica de varredura (MEV)
(FOP-UNICAMP) (Figura 18B). A discussao pretende demonstrar os diversos
efeitos da inativacdo de VicRK na biologia de S. sanguinis, comparando-os com a

espécie S. mutans.

6.1. S. SANGUINIS NECESSITA DE COMPONENTES SALIVARES PARA FORMAR
BIOFILMES, O QUE POSSIVELMENTE ENVOLVE DIVERSAS PROTEINAS DE SUPERFICIE

REGULADAS PELO SISTEMA VICRK.

Diferente de S. mutans, S. sanguinis apresenta pobre capacidade de
crescimento em biofilmes in vitro na auséncia de saliva, o que foi demonstrado em
ensaios de formacdo de biofiimes maduros (18h), utilizando-se placas de
microtitulagdo com 96 pogos de diferentes marcas/modelos, diversas condi¢cbes
atmosféricas e variados meios de cultura (Figuras 14 e 15). Uma das razdes para
essas diferencas reside no fato de que S. sanguinis nao apresenta os genes gtfB,
gifC e gtfD de S. mutans, os quais codificam as enzimas glicosiltransferases,
responsaveis pela sintese de glucano a partir da sacarose, pois os glucanos sao
polissacarideos de glicose essenciais para a formacao de biofilmes e viruléncia de
S. mutans (Senadheera et al., 2005; Mattos-Graner, 2008).

A leitura da literatura disponivel indica que poucos estudos descrevem
o crescimento de biofilmes in vitro de S. sanguinis. Ge et al. (2008a) testaram a
formacado de biofilmes maduros in vitro utilizando a cepa S. sanguinis SK36 e
diversos meios de cultura, como BHI, BM [meio de cultura modificado por Loo et
al. (2000) a partir dos meios utilizados por Carlsson (1972) e Jenkisson (1986)],
MQD [Meio Quimicamente Definido utilizado por Yoshida & Kuramitsu (2002)],
saliva, FCM [Meio Quimicamente Definido desenvolvido por Terleckyj et al.
(1975)], THB, TSB e Triptona com extrato de levedura, suplementados, ou néo,

com sacarose ou glicose. Ge et al.,, 2008a demonstraram que biofilmes robustos
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(Asoonm) foram formados em meio BM suplementado com 1% de sacarose em
condigbes anaerdbias, seguido dos meios FCM e TSB com 1% de sacarose em
aerobiose. Estes dados diferem dos resultados do presente estudo, visto que nao
se observou formacao de biofilmes nos ensaios em microplaca de titulacdo apds
18h de incubacao em aerobiose, inclusive em ensaios com o meio de cultura TSB
acrescido de 1% de sacarose. Diferengas metodoldgicas ou do tipo de superficie
utilizada poderiam explicar estas diferencas. Como controle das condicdes
experimentais utilizadas, a cepa S. mutans UA159 foi incluida nos ensaios e
demonstrou formagao de biofilmes de grande biomassa, o que indica diferencas
nos mecanismos de formacdo de biofiimes entre as espécies S. mutans e S.
sanguinis (Figuras 14 e 15). Por outro lado, andlises do genoma de SK36
revelaram um grande numero de possiveis adesinas de superficie (Xu et al.,
2007), sugerindo que a formacdo de biofilmes dentarios por S. sanguinis é
altamente dependente da presenca de glicoproteinas salivares adsorvidas as
superficies bucais, 0 que motivou as andlises das etapas iniciais de formacéo de
biofilmes sobre superficies recobertas por saliva humana.

Resultados de biofilmes iniciais (2 e 4 h) realizados em presenca ou
ndo de saliva, indicaram grande capacidade de formacao de biofilmes por S.
sanguinis in vitro na presencga de saliva, o que é compativel com o reconhecido
papel de S. sanguinis como colonizador primério dos dentes e, portanto, como
uma das espécies que interagem diretamente com a PA (Rosan & Lamont, 2000;
Li et al., 2004; Kuramitsu et al., 2007; Hojo et al., 2009; Lee et al., 2011). Assim,
para formacdo de biofilmes por S. sanguinis, torna-se imprescindivel a presenca
de glicoproteinas salivares, e esta condicdo é influenciada pela exposicdo ao
oxigénio. Os colonizadores iniciais, incluindo S. sanguinis, S. gordonii e
Streptococcus oralis, aderem-se a PA em superficies soélidas através de ligacoes
moleculares fracas ndo covalentes, como interagdes eletrostaticas, hidrofdbicas e
pontes de hidrogénio (Li et al., 2004; Hahnel et al., 2009). Este evento promove
alteragdes locais e permite subsequente adesdo de microrganismos com adesinas

aos componentes de S. sanguinis. Surgem apds esta etapa, espécies como S.
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mutans (patdgeno da céarie) e patdgenos periodontais, os quais podem induzir
inflamacé&o gengival e periodontal (Pihlstrom et al., 2005; lkeda et al., 2007). Neste
estudo, na presenca de saliva, S. sanguinis demonstrou maior capacidade de
adeséao e crescimento em biofilmes sobre superficies de vidro, quando comparado
com a cepa S. mutans UA159. Sob condi¢bes favoraveis para o crescimento de S.
sanguinis SK36 em biofilmes (presenca de saliva e aerobiose), a inativagdo de
vicK promoveu drastica reducdo da formacao de biofilmes (Figuras 16 e 17),
sugerindo que, embora os mecanismos de formacao de biofilmes por S. sanguinis
sejam distintos de S. mutans, o sistema VicRK regula fun¢gbes importantes para a
capacidade de crescimento em biofilmes em ambas as espécies.

Através de analise in silico, identificaram-se sequéncias-alvo de VicR
em regides promotoras de alguns genes possivelmente envolvidos na formacao de
biofilmes de S. sanguinis, por codificar glicosiltransferases e proteinas de
superficie. Estes incluem os genes que codificam o ortélogo de GbpB (ssapcsB),
proteinas de superficie [pmC (SSA_1543 - ortélogo ao gene que codifica uma
proteina de membrana em S. pneumoniae) e lysM (SSA_0094)], além de genes
envolvidos na sintese e resisténcia a H2Oz (spxB e ccpA).

Na condicdo atmosférica descrita como ideal para a formacédo de
biofilme por S. sanguinis e onde melhor se observou o efeito da inativagdo de vicK
na formacao de biofilme, existem reducgdes significativas na expressao de alguns
genes em SKvicK comparado com a cepa selvagem (Figura 16, 17 e 20).
Observou-se uma reducéo significativa de 6,4 vezes (p<0,01) na expressdo do
gene ssapcsB (proteina PcsB), 23,8 vezes (p<0,01) no gene lysM (proteina de
parede celular — LysM) e uma reducao de 2,3 vezes na expressado do gene pmC
(p=0,809). Também ocorreu uma reducédo de 2,5 vezes do gene gtfP (p=0,17),
cuja fungcdo nao esté elucidada, mas se acredita que seja semelhante a fungao
das glicosiltransferases em S. mutans. O papel especifico destes genes que
codificam proteinas de superficie celular com interacbes com a saliva precisa ser
investigado, em especial o papel da proteina LysM, uma vez que a expressao de
lysM foi claramente reduzida no mutante SKvicK.
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6.2. INATIVAGAO DE VICK AFETA DIVERSAS CARACTERISTICAS DE SUPERFICIE
CELULAR DE S. SANGUINIS E A EXPRESSAO DE GENES ENVOLVIDOS NA BIOGENESE DA
PAREDE CELULAR.

Além das diferengas na expressao de adesinas e nos mecanismos de
formagao de biofilmes in vitro, outras propriedades de superficie celular parecem
ser bem distintas entre a espécie de S. mutans e S. sanguinis. A hidrofobicidade
de superficie, caracteristica que influencia a adesdo bacteriana inicial as
superficies, varia entre as espécies (Quirynen et al., 1995; Teughels et al., 2006).

No presente estudo, foi possivel observar que as cepas selvagens de S.
sanguinis (SK36 e DSS-10) séo altamente hidrofébicas, como relatado por Lee et
al. (2011), ao contrério de S. mutans UA159. Porém, em ambas as espécies, a
inativacdo de vicK promoveu aumento da hidrofobicidade, sendo este mais
significativo no mutante vicK de S. mutans UA159 (UAvicK) (Figura 21),
coincidindo com dados de estudos anteriores (Duque et al., 2011). Duque et al.
(2011) relataram que a inibicdo do gene gbpB, o qual é essencial para a
viabilidade de S. mutans, promove aumento significativo na hidrofobicidade da
superficie celular, alterando drasticamente o fendtipo de crescimento em biofilmes,
morfologia e divisdo celular. Em S. mutans UA159, a inativacédo de vicK promove
uma reducao de cerca de 10 vezes na producao de GbpB (Duque et al., 2011).
Verificou-se que a expressao do gene ssapcsB (SSA_0019), ortdlogo de gbpB em
S. sanguinis, é apenas 2 vezes menor (p<0,01) em SKvicK do que na cepa
selvagem SK36 na metade da fase log. Talvez a diferenca na expressao de gbpB
entre as espécies S. sanguinis e S. mutans explique as diferencas nos padrdes de
hidrofobicidade celular entre as cepas S. mutans UA159 e UAvicK, e as
respectivas cepas SK36 e SKvicK (Figura 21).

O crescimento de S. sanguinis SKvicK em caldo diferiu claramente do
da cepa ancestral. Células de S. sanguinis SK36 precipitam durante o crescimento
em caldo, mas a suspensao torna-se homogénea quando agitada. O mesmo néo

ocorre com SKvicK, o qual forma grandes agregados responsaveis pelo aspecto
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floculado das culturas (Figura 13). As alteracbes do aspecto das culturas do
mutante foram melhor observadas sob condigcdes de aerobiose. As alteragdes dos
aspectos das culturas podem estar associadas ao aumento da hidrofobicidade
celular em SKvicK. Além disto, alteragbes na expressdo de diversos genes
envolvidos na biogénese de parede celular podem estar associadas ao
crescimento atipico de SKvicK.

O processo de divisao celular em bactérias envolve diversas hidrolases
de mureina, algumas destas denominadas autolisinas. Bactérias normalmente
expressam um grupo de hidrolases de mureina que podem ter fungdes especificas
e/ou redundantes e que desempenham diferentes fungdes fisiologicas. Estas
fungcdes incluem o remodelamento da parede celular durante o crescimento, a
separacao de células, a autélise, a competéncia, a montagem de estruturas de
superficie celular e formacéao de biofilmes (Vollmer et al, 2008). Proteinas com
homologia a hidrolases de mureina identificadas em S. mutans incluem a GbpB
(Mattos-Graner et al., 2001) e LysM (Stipp, 2010). A GbpB participa da formacao
de biofilmes, possivelmente mediando as interagcdes da parede celular bacteriana
a matriz extracelular de biofilmes (Mattos-Graner et al., 2001, Duque et al., 2011).
O papel de LysM no crescimento em biofilmes precisa ser definido. Em S.
sanguinis, ortdlogos de GbpB e LysM foram também identificados (Tabela 3) e,
como demonstrado em S. mutans (Stipp, 2010; Duque et al, 2011), também
parecem ser reguladas pelo sistema VicRK (Figura 25). Em aerobiose,
especialmente na fase mid-log, os genes que codificam possiveis hidrolases de
mureina de S. sanguinis (ssapcsB, lysM e cwdP), tiveram sua expressao
significativamente reduzida (Figura 25). O gene cwdP (SSA_0304) codifica uma
proteina hipotética anotada no Genbank como uma proteina de degradagdo de
parede celular, ortéloga a codificada pelo gene SMu.367 de S. mutans, a qual
apresenta dominios caracteristicos de hidrolases de mureina, mas sem atividade

experimentalmente confirmada.
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6.3. INATIVACAO DE VICK TORNA S. SANGUINIS MAIS SENSIVEL AO ESTRESSE
OXIDATIVO E MAIS RESISTENTE A ATIVIDADE AUTOLITICA.

O sistema de dois componentes VicRK parece estar implicado na
resposta ao estresse oxidativo em S. mutans (Deng et al., 2007), embora a
inativagao de vicK ndo tenha promovido aumento significativo na sensibilidade ao
estresse oxidativo em S. mutans em diferentes estudos (Senadheera et al., 2005;
Duque et al, 2011). Uma vez que S. sanguinis € um colonizador primario dos
dentes, iniciando a formagéo de biofiimes em condicées de maior exposicdao ao
oxigénio, investigou-se o efeito da inativacdo de vicK na sensibilidade desta
espécie ao estresse oxidativo. A cepa S. sanguinis SK36 crescida sob
anaerobiose demonstrou ser mais resistente ao peréxido de hidrogénio (H20O2) do
que a mutante SKvicK (Figura 23B), sugerindo importancia do sistema VicRK para
a resposta e adaptacdo ao estresse oxidativo. Curiosamente, quando SK36 e
SKvicK sao crescidas em aerobiose antes da exposi¢cdo a H>O», ndo ha diferencas
significativas na redugcdao da viabilidade entre as cepas selvagem e mutante
(Figura 23A), o que sugere que, quando crescidas em aerobiose, cepas S.
sanguinis expressam fungdes que promovem resisténcia ao estresse oxidativo em
processos independentes de VicRK. Os mecanismos de resisténcia de S.
sanguinis a H,O2 ndo séo totalmente compreendidos, mas é provavel que, para
produzir H2O2 na presenca de oxigénio, S. sanguinis expresse genes de
resisténcia a este agente oxidante, o que talvez, envolva mais de um sistema
regulador de transcricdo. Quando em anaerobiose, S. sanguinis nao produz
quantidades de H»O; suficientes para inibir o crescimento de S. mutans (Kreth et
al., 2008).

Estudos prévios demonstram que, sob aerobiose, S. sanguinis
produzem H»O, a partir da atividade da piruvato-oxidase codificada pelo gene
spxB (Marquis, 1995; Kreth et al., 2008; Ramos-Montanez et al, 2008). A
producao de HxO, por S. sanguinis tém papel importante para o estabelecimento

desta espécie em biofilmes, porque inibe espécies competidoras como S. mutans
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(Baldek & Marquis, 2008; Kreth et al., 2005a; Kreth et al., 2008; Chen et al., 2011;
Zheng et al.,, 2011a). Em S. sanguinis, o gene spxB é regulado negativamente por
CcpA (catabolic control protein A), a proteina A de controle catabdlito (Kreth et al.,
2009). As investigacdes descritas nesta tese indicam que spxB, também seja
regulado positivamente por VicRK, uma vez que a inativacdo de vicK em SK36
diminuiu em cerca de 3 vezes a expressao de spxB em aerobiose (Figura 25). A
inativacao de vicK também nao produziu alteragcdes significativas na expressao de
ccpA, o qual codifica a proteina CcpA que reprime a expressao de spxB (Zheng et
al, 2011). Ensaios para avaliar interacbes entre a proteina VicR e sequéncias
reguladoras de spxB sao necessarios para confirmar o papel de VicRK na
regulacdo deste gene. Comparagdes da producao de H>O; entre SK36 e SKvicK,
também poderdo indicar se o sistema VicRK participa da producdo de H20
através da inducao de spxB. Outras caracteristicas de superficie reguladas por
VicRK podem influenciar na sensibilidade ao estresse oxidativo, entre elas a
expressdo de pcsB (Duque et al., 2011).
Em S. pneumoniae, o préprio gene que codifica a piruvato-oxidase
(spxB) parece estar envolvido na resisténcia da mesma a H>O» (Pericone et al.,
2003). Entretanto, em nosso estudo, sob anaerobiose, condicdo em que SKvicK
demonstrou maior sensibilidade ao estresse oxidativo, ndo foram detectadas
variacoes significativas na expressao de spxB (Figura 25), o que indica que outros
genes estao envolvidos na resposta ao estresse oxidativo. Em estudo de Chen et
al. (2011), a inativagao de spxB em S. sanguinis promoveu reducao da producao
de H>O2, mas o mutante ainda foi capaz de produzir este composto, o que sugere
que a piruvato-oxidase nao seja a Unica oxidase responsavel pela producdo de
H20..
Outra consequéncia da produgao de H2O» é a liberagcdo de DNA gendmico
para o meio extracelular (eDNA), através da producdo de autolisinas. O eDNA é
um importante componente da matriz extracelular de biofiimes em diversas
espécies bacterianas (Hansen et al., 2001; Kreth et al, 2009; Dominiak et al., 2010;
Fleming & Wingender, 2010; Klein et al., 2010; Das et al., 2010). Ha evidéncia de
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que a producdo de H»O, ative autolisinas, com posterior liberagdo de DNA
intracelular para o meio extracelular (Kreth et al, 2009; Zheng et al., 2011a).
Entretanto, as autolisinas ativadas neste processo ndo foram identificadas e
caracterizadas. A inativagao de vicK em S. mutans diminui significativamente a
atividade autolitica dessa espécie (Duque et al.,, 2011), mas verificamos um efeito
menor da inativacdo de vicK na atividade autolitica de S. sanguinis. I1sto pode ter
ocorrido, em parte, devido a maior resisténcia natural de S. sanguinis a autélise
nas condigdes testadas, quando comparada a S. mutans UA159 (Figura 22). Os
ensaios de autdlise realizados neste trabalho demonstram que S. sanguinis sofre
pouca autélise durante pelo menos quatro dias de incubagdo em aerobiose a 44°C,
o que € semelhante aos resultados obtidos por Kreth et al. (2009), embora tenham
utiizado um ensaio diferente para determinacdo da atividade autolitica. Estes
autores sugeriram que a liberacdo de DNA promovida pela producdo de H2O>
ocorre através de um processo independente da autdlise celular.

O gene sodA codifica a enzima superéxido-dismutase, a qual catalisa
uma reagao de 6xido-reducao a partir do anion superéxido produzindo oxigénio e
peréxido de hidrogénio (H2O,). Dessa forma, caracteriza-se como uma importante
defesa anti-oxidante para células expostas ao oxigénio. Esse gene possui alta
similaridade com o gene SMu.629 (sod) de S. mutans, e parece possuir a
importante fungdo de adaptar esta espécie bacteriana ao estresse oxidativo.
Aparentemente, o gene SMu.629 (sod), em S. mutans, nao é importante para a
tolerancia ao estresse oxidativo na forma de H>O2, mas essa proteina é essencial
para permitir que as células crescam em ambientes oxidantes (Ahn & Burne,
2007). O gene SMu.629 também esta envolvido, direta ou indiretamente, na
atividade e maturagdo da AtlA, uma autolisina que modula propriedades de
superficie celular, formagado de biofilmes, autdlise e competéncia (Brown et al.,
2005; Shibata et al.,, 2005; Ahn & Burne, 2006).

Em S. mutans, a inativagcdo de vicK promove redugao consideravel na
expressdo de SMu.629 e na producéo de AtlA. Diferentemente em S. sanguinis, a

inativagdo de vicK nado alterou significativamente a expressdo de sodA sob
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diferentes condicbes atmosféricas (Figura 25). A auséncia de alteragcao
significativa da expressao de sodA, no mutante SKvicK, especialmente sob
aerobiose, é compativel com o pequeno efeito da inativacdo de vicK na resisténcia

ao estresse oxidativo.
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7. CONCLUSAO

Com bases nos resultados apresentados neste trabalho, pode-se
concluir que em Streptococcus sanguinis:

7.1 O gene vicK, codificador da histidina-quinase (sensora) do SDC
VicRK, ndo € um gene essencial para a viabilidade de Streptococcus sanguinis
SK36, sendo possivel inativa-lo.

7.2 O sistema VicRK regula fungobes fisiolégicas importantes para a
morfogénese, crescimento em fase planctdnica e para a formacao de biofilmes na
presenca de saliva.

7.3 A inativagdo de vicK promove aumento na hidrofobicidade de
superficie e diminui a resisténcia ao estresse oxidativo sob condi¢des atmosféricas
especificas.

7.4 A inativagcao de vicK reduz significativamente a atividade dos genes
pcsB, lysM, cwdP, possivelmente relacionados a biogénese do envelope celular e
crescimento em biofilmes.

7.5 A inativacdo de vicK reduz significativamente a expressao do gene
spxB sob aerobiose, demonstrando que o sistema VicRK participa da regulagao
deste gene, o qual esta envolvido na capacidade de S. sanguinis se estabelecer

em biofilmes bucais.
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