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RESuUMO.

S. mutans sao os principais patégenos da carie, pois expressam
diversas proteinas importantes para a colonizagdo e aumento em proporcao nos
biofilmes dentais na presenca de sacarose. Estas incluem as glicosiltransferases
(Gtf), que sintetizam uma matriz extracelular de glucano a partir da sacarose, e
proteinas ligadoras de glucano (Gbps), as quais participam da interacdo entre S.
mutans e matriz de glucanos. Ha evidéncias de que diversos genes de viruléncia
sdo regulados por sistemas reguladores de transcricdo de dois componentes,
dentre os quais CovR (de Control of Virulence) e VicRK (de Virulence Control).
Propomos neste estudo descobrir novos alvos e/ou funcdes dos sistemas CovR e
VicKR e avaliar caracteristicas celulares e fenotipicas decorrentes da auséncia
desses sistemas. Para isso construimos cepas S. mutans mutantes knockout dos
genes covR (SMU.1924) ou vicK (SMU.1517) e realizamos comparag¢des com as
respectivas cepas selvagens (WT). A caracterizacdo dos transcriptomas foi triada
por microarray e quantificada por qPCR, demonstrando que vinte e trés genes
foram super expressos na auséncia de CovR, enquanto trinta genes foram
reprimidos na auséncia de VicK. Para demonstrar a regulacao direta, as regioes
promotoras destes genes foram submetidas a ensaios de retardamento da
mobilidade eletroforética com as proteinas recombinantes CovR ou VicR. Além
dos genes ja conhecidos, os ensaios mostraram CovR como regulador negativo
de quatro novos genes e VicR como regulador de cinco novos genes, dentre 0s
quais ha, em ambos os casos, genes com provavel funcado na biogénese da
parede celular. Nos ensaios fenotipicos, os mutantes covR- demonstraram
diminuicdo no crescimento total em cultura, enquanto que os mutantes vicK-
observados por microscopia eletronica de varredura apresentaram formacao de
cadeias extremamente longas com células atipicas. A formacgao de biofilme in vitro
por mutantes covR- foi de 3 a 17 vezes maior comparado ao WT, enquanto
mutantes vicK- demonstraram uma reducdo de 3,5 a 6,5 vezes. Foi observado
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aumento de 40% na hidrofobicidade celular nos mutantes covR- quando
comparados a cepa WT, enquanto os mutantes vicK- tiveram aumento de 10
vezes, tornando-se altamente hidrofébicos, provavelmente em decorréncia das
alteracdes na superficie da parede celular. Os mutantes covR- foram 30% mais
resistente a autélise que as cepas WT, enquanto que os mutantes vicK- possuem
o dobro de resisténcia. Em concluséo, os regulons controlados por CovR e VickKR
incluem diversos genes com provavel funcao na biogénese de parede celular,
além de genes importantes para a formacao de biofilmes. A inativacao destes
sistemas promoveu alteracbes fenotipicas notaveis, que realgcam os achados da
participacao destes sistemas na biogénese das estruturas celulares.

Palavras-chave: Analise em Microsséries, Parede Celular, Carie Dental,
Regulacéo Bacteriana da Expressao Génica, Viruléncia.
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ABSTRACT.

Streptococcus mutans, a major dental caries pathogen, expresses
several virulence genes that mediate its growth and accumulation on tooth
surfaces. In this process, GtfB and GtfC catalyze the extracellular synthesis of
water-insoluble glucan matrix from sucrose, and are essential for accumulation of
S. mutans in the dental biofilm. Glucan binding protein B might also mediate cell
surface interaction with glucan. Two component transduction systems, such as
CovR (Control of Virulence) and VicRK (Virulence Control), regulate, at least, part
of S. mutans virulence genes. In this study we characterized CovR and VicRK
functions and some phenotypic traits related to their absences. Knockouts strains
covR- (SMU.1924) and vicK- (SMU.1517) strains were constructed and compared
by differential microarray against wild type. Quantitative RT-PCR confirmed twenty-
three up-regulated genes in covR-, while thirty down-regulated genes in vicK-
mutant. Recombinant CovR and VicR proteins were used in protein:DNA-promoter
electrophoretic mobility shift assay (EMSA) to confirm direct regulator-promoter
interaction and transcription. In addition to already-know CovR and VicR targets,
gPCR and EMSA revealed that CovR acts as a negative regulator of four additional
genes, and VicR controls five undescribed promoters. In both cases, genes
controlled are mainly involved in biofilm growth and in cell wall biogenesis.
Phenotypically, covR- mutants showed lower yield in culture, while vick- mutants
had altered cell morphology and long chains formation. Inactivation of covR
significantly increased in vitro biofilm formation in all strains (3 to 17-fold increase,
p<0.01), while vicK mutants showed poor biofilm growth (3.5 to 6.5-fold reduction;
p<0.01). Cell hydrophobicity was increased by 40% in covR- mutants and by 10-
fold in vicK- mutants, possibly due cell surface changes. Both knockouts also
increased the autolysis resistance, in about 30% for the covR- mutants and in 2-
fold for the vicK- mutant. It is concluded that CovR and VicR systems have
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important participation on S. mutans physiology, regulating genes that not only are

involved in biofilm formation but that have functions in cell wall biogenesis.

Keywords: Microarray Analysis, Cell Wall, Dental Caries, Bacterial Gene
Expression Regulation, Virulence Factors.
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LISTA DE ABREVIATURAS ADOTADAS.

10%CO.: pressao parcial de didxido de carbono a 10%.

16SRNA: gene codificador do RNA ribossémico 16S.

Assonm: absorbancia no comprimento de onda de 550 nanémetros.
Ag: Antigeno.

ATCC: Colecdo Americana de tipos de cultura (de American Type Culture
Collection).

BHA: BHI comercial acrescido de agar a 1,5% (peso/volume).
BHI: infusdo de cérebro e coracao comercial (de Brain Heart Infusion).
CAT: sistema cloranfenicol acetiltransferase.

cDNA: fragmentos de DNA sita simples obtidos a partir da transcricdo reversa de
moldes de RNA.

coVvR: gene codificador da proteina regulatéria CovR (de Control of virulence
response regulator).

CsrRS: sistema de dois componentes (de capsule synthesis regulator), também
chamado de CovRS.

DEPC: reagente Diethylpyrocarbonate.

DNA: 4cido desoxirribonucléico genémico (de Deoxyribonucleic Acid).
dNTP: Trifosfatos de desoxirribonucleotideos.

EDTA: reagente Ethylenediaminetetraacetic acid.
ermR: fen6tipo resistente a eritromicina.

ermS: fendtipo sensivel a eritromicina.

Fase log: fase logaritmica de crescimento.

GAS: group A streptococci (Streptococcus pyogenes).
Gbps: proteinas ligadoras de glucano.

GBS: group B streptococci (Streptococcus agalactiae).
gcerR: O mesmo que covR (de gbpC regulatory system)
gDNA: DNA cromossomial, genémico.

Gtfs: glicosiltransferases.

IgA: Imunoglobulina A.

JCV: Instituto John Craig Venter (EUA).

KDa: quilo Daltons (unidade de massa atémica).
MetilV: reagente Methyl! Viologen Dichloridehydrate
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MOPS: reagente Morpholinopropane sulphonic acid.

ORF: fases abertas de leitura (de Open Reading Frame).

pb: pares de base.

PCR: reacado em cadeia da polimerase (de Polymerase Chain Reaction).

PCR-RFLP: polimorfismo de tamanho de fragmento de restricdo (de Restriction
Fragment Length Polymorphism).

PcsB: Proteina ortbéloga da GbpB de S. mutans (de protein required for cell
separation)

pPDNA: DNA plasmidial.

PMSF: reagente Phenylmethylsulphonylfluoride.

PVDF: polyvinylidene difluoride membrane.

qPCR: PCR em tempo real quantitativa.

r-CovR: proteina CovR recombinante, produzida em Escherichia coli.
r-VicR: proteina VicR recombinante, produzida em Escherichia coli.
RCF: unidade de forca centrifuga relativa (de Relative Centrifugal Force)
RNA: 4cido ribonucléico (de Ribonucleic Acid).

RNAm: acido ribonucléico mensageiro.

RT: transcricao reversa que dara origem a cDNA (de Reverse Transcription).
RT-PCR quantitativa: o mesmo que gRT-PCR

gRT-PCR: transcricédo reversa seguida de PCR quantitativa.
SDS-PAGE: sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis.
S. mutans: Streptococcus mutans.

tarC: O mesmo que covR (de tenacious adherence regulator)

TCS: sistemas reguladores de transcricao de dois componentes (de Two
Component System).

TE: tampao 10mM Tris, imM EDTA, pH 8.0.
THB: caldo Todd-Hewitt (de Todd-Hewitt Broth).

vicK: gene codificador da proteina quinase sensora de superficie VicK (de
Virulence Control Kinase).

vicR: gene codificador da proteina regulatéria VicR (de Virulence Control
Response Regulator).

WT: cepa selvagem (de wild type)
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1. INTRODUGAO

A carie é uma das doencgas infecciosas mais comuns em humanos, e
seu tratamento curativo ainda representa enormes gastos aos sistemas publicos e
privados de saude em diversos paises. Streptococcus mutans sao 0s principais
microrganismos envolvidos no desenvolvimento da carie (Loesche, 1986; Banas,
2004) porque reunem um grupo de fatores de viruléncia que lhes confere
capacidade de se acumular no biofilme dental na presenca de sacarose (Hamada
et al., 1981; Banas & Vickerman, 2003), de produzir e tolerar acidos resultantes do
seu metabolismo (Hirose et al.,, 1993; Quivey et al., 2001), os quais promovem a
desmineralizacao do esmalte dentario.

A colonizagdo e acumulo de S. mutans no biofilme dental séo
dependentes da sua capacidade em sintetizar uma matriz extracelular de
glucanos, principalmente os insoluveis em 4gua (Hamada et al., 1981). Esses
polissacarideos sao sintetizados a partir da sacarose ingerida na dieta por
enzimas extracelulares livres ou associadas a célula bacteriana, as
glicosiltransferases (Gtfs) (Hamada et al., 1981; Banas & Vickerman, 2003).

A supressao ou ativagdo da transcricdo dos genes necessarios para o
crescimento em biofilmes, tanto em S. mutans como em algumas outras espécies
do género Streptococcus, parecem estar sob controle de sistemas reguladores de
transcricdo de dois componentes (TCS) (Mitchell et al., 2003; Qi et al., 2004;
Senadheera et al., 2005; Biswas & Biswas, 2006). Os TCS compreendem a maior
parte dos sistemas de resposta ambiental utilizados por procariontes, sendo
comumente compostos por uma proteina de superficie sensora e uma proteina
reguladora cognata, que ativam ou suprimem a transcricao génica (revisado por
Stock et al., 2000). Analises no genoma da cepa S. mutans UA159 revelaram 14
provaveis TCS (Ajdic et al., 2002, Biswas et al., 2008), incluindo VicRK e cinco
provaveis reguladores de resposta 6rfaos, dentre os quais estd CovR (ldone et al.,
2003).



Nas espécies patogénicas de estreptococos estudadas, os sistemas
CovRS e VicRK sao, respectivamente, sistemas reguladores negativos e positivos
de diversos genes de viruléncia. Estes sistemas foram bem caracterizados em
Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae e Streptococcus pyogenes
(Lamy et al., 2004, Churchward, 2007, Dubrac et al., 2008). Diferentemente das
espécies anteriores, 0 gene que codifica a proteina sensora CovS néao foi
identificado em S. mutans, sendo CovR considerado um regulador érfao nesta
espécie.

Em S. mutans, ja é conhecido que CovR controla negativamente a
expressao de fatores de viruléncia como glicosiltransferases B, C e D, necessarias
para o pleno crescimento em biofilme, e de proteina ligadora de glucano C,
importante para agregacdo dependente de glucano e formacdo de biofilmes,
(Idone et al.,, 2003, Biswas & Biswas, 2006). J& o sistema VicRK parece ser
altamente conservado e especifico as bactérias Gram-positivas com baixo
conteudo G+C (Dubrac et al., 2008). Em S. mutans o sistema VicRK controla
positivamente a expressao de fatores de viruléncia como GtfB, GtfC, GtfD e GbpB
(Senadheera et al., 2007). Em espécies como S. aureus e S. pneumoniae, além
de participar no controle da viruléncia, o sistema possui fungcéo crucial no controle
do metabolismo da parede celular (revisado em Dubrac et al., 2008).

Curiosamente, diversas enzimas e proteinas de superficie envolvidas
primariamente na biogénese e divisdo da parede vém sendo identificadas como
necessarias para viruléncia em estreptococos e em outros patégenos bacterianos
(revisado em Boneca, 2005), demonstrando um campo promissor para estudos
futuros. A compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos no
estabelecimento da espécie S. mutans no biofilme dentario pode fornecer
elementos importantes para o desenvolvimento de novas estratégias para controle
de infeccao por estes microrganismos.

Neste sentido, um ou mais TCS podem, teoricamente, ser alvos
interessantes no controle de espécies patogénicas, uma vez que fatores de
viruléncia multiplos poderiam ser combatidos simultaneamente (Stock et al., 2000)



ou usados como ferramenta em terapias de substituicdo (Sun et al., 2009). A
procura por moléculas que bloqueiem esses sistemas tem se provado dificil e
progredido lentamente, embora haja demonstracbes de inibicAdo especifica de
histidinas quinases bacterianas com o uso de thienopyridine (Gilmour et al., 2005).

Neste estudo pretendemos caracterizar os regulons de CovR e VicRK
em S. mutans e avaliar caracteristicas celulares e fenotipicas decorrentes da

auséncia desses sistemas.



2. REVISAO DE LITERATURA.

2.1. GLICOSILTRANSFERASES.

As glicosiltransferases (Gtfs) sdo enzimas extracelulares ou associadas
a superficie celular bacteriana que hidrolisam a sacarose em moléculas de frutose
e de glicose; a seguir, a mesma enzima polimeriza as moléculas de glicose
resultantes em glucanos (Banas & Vickerman, 2003). As Gtfs possuem tamanho
tipico entre 140 e 175 KDa e apresentam dois dominios de maior importancia: um
dominio catalitico, o qual se liga a sacarose e a hidrolisa (Mooser et al., 1991) e
um dominio C-terminal, que se liga ao glucano recém sintetizado, sendo também
necessario para a atividade enzimatica de extensao e crescimento das cadeias de
glucano (Kato & Kuramitsu, 1990; Mooser & Wong, 1988).

Durante o crescimento de S. mutans no biofilme dentério, a sintese
extracelular de glucano ocorre pela agdo conhecida de, pelo menos, trés enzimas
Gtfs: GtfB, GtfC e GtfD, codificadas pelos genes gtfB, gtfC e gtfD respectivamente.
As atividades de cada Gtf sdo distinguidas pelo tipo de ligagdo glicosidica
predominante no glucano sintetizado. GtfB catalisa a sintese de glucanos ricos em
ligacdes glicosidicas do tipo a-7-3 (Aoki et al., 1986), que resultam em polimeros
insoluveis em agua. GtfD catalisa a formacdo de glucanos ricos em ligacdes
glucosidicas a-1-6, que resultam em moléculas sollveis em agua (Hanada &
Kuramitsu, 1989), enquanto que a GtfC esta envolvida na sintese de glucanos
solluveis e insolUveis em agua (Hanada & Kuramitsu, 1988).

Uma grande quantidade de estudos foram realizados sobre a
importancia das Gtfs de S. mutans na biologia da placa dental e seu potencial
como antigeno em vacinas anti-carie (revisado em Monchois et al., 1999; Banas &
Vickerman, 2003 e Taubman & Nash, 2006). Brevemente, as quantidades de GtfB
e GtfC produzidas por gendtipos distintos se correlacionaram positivamente com a
capacidade de aderéncia dependente de sacarose em superficies lisas in vitro



(Tomita et al., 1996; Mattos-Graner et al., 2004). Criancas carie-ativas sdo mais
frequentemente infectadas por cepas que produzem quantidades maiores de
glucano, em relacao aquelas livres de carie (Mattos-Graner et al, 2000). A
mutacdo do gene gtfB ocasiona uma queda de 4 vezes na capacidade de se
acumular em biofilmes in vitro e de gtfC, 70 vezes (Tsumori & Kuramitsu, 1997).

Neste sentido, as Gtfs e proteinas ligadora de glucano (ltem 2.2) sao
fatores de viruléncia que tém despertado grande interesse no desenvolvimento de
métodos de controle de infecgdo por S. mutans, como, por exemplo, as vacinas
anti-caries testadas em modelos animais e humanos (Smith et al., 1993; Childers
et al., 1999; Taubman & Nash, 2006).

2.2 PROTEINAS LIGADORAS DE GLUCANOS.

As proteinas ligadoras de glucano (Gbps, de Glucan-binding proteins)
sao um grupo de proteinas assim nomeadas devido a demonstrarem afinidade de
ligacdo a glucano em ensaios in vitro. Entretanto, representam um grupo
heterogéneo de proteinas que possuem variacdes no tamanho, no dominio ligador
de glucano, na afinidade de ligacdo ao glucano, na distribuicdo entre espécies de
estreptococos e na funcdo primaria. Algumas Gbps sdo, de fato, proteinas
receptoras de superficie associadas a parede celular, enquanto que outras
representam proteinas secretadas, que passam a ser associadas as células
quando o glucano deposita-se sobre a superficie celular e, estas, ali o reconhecem
e se acumulam (Banas & Vickerman, 2003).

Em S. mutans foram caracterizadas quatro Gbps (A/B/C/D), sendo
todas importantes para a formacao de biofiime. A GbpA é uma proteina nao
enzimatica, secretada e com alta homologia ao dominio carboxi-terminal das Gitfs,
também conhecido como dominio ligadora de glucano, que inclui seqiéncias
repetidas ricas em residuos de tirosina (Russel et al, 1979). A GbpB néo
apresenta homologia com outras Gbps, embora apresente cerca de 70% de
similaridade com hidrolases de mureina (Mattos-Graner et al., 2001). A GbpC é



uma proteina ligada a parede celular de S. mutans, importante no processo de
agregacao bacteriana e cuja expressao parece ser mais intensa em condi¢des de
estresse osmético (Sato et al., 1997; 2002). A GbpD encontra-se de forma
secretada, possui dominio ligadora de glucano com homologia a GbpA e outro
dominio com alta similaridade a lipases, possuindo atividade lipidica confirmada
(Shah & Russell, 2004).

Dentre as Gbps de S. mutans identificadas até o momento, a GbpB
possui particularidades que a tornam interessante. Ela foi inicialmente purificada
de sobrenadantes de cultura S. mutans através da afinidade por dextrano e
demonstrou ter propriedades imunodominantes em criangas e adultos (Smith et
al., 1994; Smith et al., 1998). Em estudo longitudinal, foi demonstrado que a maior
intensidade da resposta de IgA salivar contra este antigeno esta associada a
menor susceptibilidade de infecgao inicial por S. mutans (Nogueira et al., 2005).
Este dado indica que o padrao de resposta imune adaptativa a antigenos de GbpB
em criangas tem influéncia na aquisicdo inicial deste microrganismo, sendo
compativeis com os estudos em modelos animais, nos quais a imunizacao com

GbpB demonstra efeito protetor contra a cérie dentaria (Smith et al., 2001).

2.3 REGULAGCAO DA EXPRESSAO DE ENZIMAS EM BACTERIAS GRAM-POSITIVAS.

Uma etapa importante no controle dos processos celulares é a
regulacdo das reagbes enzimaticas. Simplificadamente, sdo encontradas duas
vias principais de regulacdo de enzimas: uma que controlara a atividade da
enzima ja formada e outra que regulara a sua quantidade, ou mesmo, a sua
presenca (Figura 1) (Madigan et al., 2004).

O controle da atividade de enzimas envolve a inibicdo da atividade
enzimatica, pela acdo de compostos celulares especificos ou determinadas
substancias presentes. Esse mecanismo ocorre frequentemente em vias
metabdlicas, tais como aquelas envolvidas em sintese de aminoacidos e é

conhecido como inibicao por retroalimentacéo. Na inibicdo por retroalimentacao, o



aumento da concentracdo do produto final ou intermediario da via metabdlica,
inibe a atividade de enzimas que participam dos processos iniciais da via (Stock,
1989; Madigan et al., 2004). Outro mecanismo encontrado para a regulacdo da
atividade enzimatica, em menor freqiéncia, € a modificacdo enzimatica. Nesse
mecanismo, a proteina sintetizada sofre modificacbes reversiveis como, por
exemplo, fosforilacdo ou outras que as tornam inativas por determinados periodos
(Stock, 1989; Madigan et al., 2004).

Regulagao pelo controle
da atividade da enzima
substrato produto  substrato Auséncia
de produto

Regulagao da sintese
enzimatica na tradugao

Auséncia de enzima

Enzima A Enzima B
~ A A A Regulagao da sintese
Traducao x enzimatica na transcricao
RNAr.r; ............... ST e e K RNAn.q. ............... o Auséncia de RNAm
A A A A

Transcricao ><
T Gene A A\\V Gene B A\\V Gene C A\\V Gene D =y

Figura 1: Visdo geral dos diferentes niveis de regulagdo metabdlica. O produto do gene A é a
enzima A, sintetizada constitutivamente, catalisando sua reagcdo. A enzima B é também
sintetizada constitutivamente, mas sua atividade pode ser inibida. A sintese do produto do gene
C pode ser bloqueada pelo controle da tradugdo do transcrito da enzima C. A sintese do
produto D é inibida pela ndo expressdo de RNAm do gene D. Adaptado de Madigan et al.,
2004.

A regulacdo da sintese de proteinas pode ocorrer de duas formas
basicas: através de controle transcricional ou através de controle traducional. O
controle transcricional influenciara diretamente a quantidade de RNAm transcrito
especifico, presente no interior da célula. Além do favorecimento natural da

transcricdo por promotores “fortes”, a transcricdo génica encontra-se em situagdes



de ativagcdo ou repressdo. Tais estados sdo dependentes de atividade de
moléculas regulatérias que vao agir diretamente na sequéncia de DNA alvo
(operadora) (Rojo, 1999). Ha, por exemplo, dois tipos de proteinas regulatérias
repressoras, as que poderao efetuar sua funcao de inibicdo da transcricdo quando
se encontram ativadas e as que vao liberar a regido para transcricdo quando
ativadas. Ha também proteinas reguladoras de ativacdo, que irdo favorecer a
transcricdo quando ativadas. Além disso, um estagio intermediario entre a
ativacao e a repressao pode estar presente (atenuacao), que ocorre antes do final
da sintese de RNAm, por bloqueio da transcricdo por polipeptidios regulatérios
(Rojo, 1999; Madigan et al., 2004).

Conjuntos enzimaticos, ou mesmo a presenca ou auséncia de
determinadas proteinas, podem ser requeridos simultaneamente para a adaptacao
do microrganismo a uma determinada condicdo ambiental. Para tanto,
mecanismos de controle globais podem ser ativados, permitindo ao microrganismo
responder de maneira eficiente, através do controle simultdneo de diversos genes
(Stock et al., 2000). Um exemplo destes mecanismos globais sdo os sistemas de
quorum sensing, 0s quais sado ativados em resposta ao aumento da densidade
celular. Muitos desses mecanismos dependem da deteccdo de sinais
extracelulares e dependem de sistemas de dois componentes (Stock et al., 2000),
0s quais serdo discutidos adiante.

De modo geral, nimero de mecanismos regulatoérios distintos que sao
encontrados em células € extremamente vasto e, na maioria das vezes, 0s genes

acabam por serem regulados por mais de um mecanismo (Stock et al., 2000).

2.4 SISTEMAS REGULATORIOS DE DOIS COMPONENTES.

Os sistemas de dois componentes (TCS, de Two Component System)
parecem ser essenciais para a adaptagdo, a sobrevivéncia e a viruléncia
bacteriana, ativando ou suprimindo a expressédo de genes ou grupos de genes em
resposta as modificagcdes das condigdes ambientais. Sao tipicamente compostos



por dois componentes principais: uma proteina trans-membrana sensora,
comumente chamada de histidina quinase e um regulador de resposta (Figura 2).
Dada a sinalizagao (ou exposicdo ambiental especifica reconhecivel), a histidina
quinase de superficie se auto-fosforila e entdo fosforila um regulador de resposta,
o qual muda de conformacao para se ligar as sequéncias regulatérias de genes
alvos, ativando ou inibindo sua expressao (Stock et al., 2000) (Figura 2).

Sinal
ambiental

ATP
—_—— 7 Membrana

P celular

~— Regulador de
resposta

P
2 @
x
Fosfatase
PROMOTOR | OPERADOR| GENE |

Figura 2: Um TCS tipico consiste de um receptor de membrana histidina quinase sensora (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, o sensor K sofre
auto-fosforilagéo e transfere o grupo fosfato para um residuo aspartato do R cognato. O R fosforilado
adquire uma nova conformacgéao para se ligar as sequéncias regulatorias (operadoras) de genes alvos
(regulon), ativando ou inibindo sua transcricdo. Esse esquema béasico é adaptavel e variavel de
acordo com sistemas especificos. Adaptado de Madigan et al., 2004.

Até o momento, analises do genoma da cepa S. mutans UA159
revelaram 14 provaveis TCS (Figura 3). Analises sistematicas de inativacdo de
cada uma das histidinas quinase demonstraram que nenhuma € requerida para a
viabilidade celular, embora possam participar da resposta de S. mutans contra
estresses ambientais (Lévesque et al., 2007; Biswas et al. 2008). Por exemplo, a

auséncia da histidina quinase CiaH (Smu.1128) aumenta a tolerancia frente
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estresse promovido por altas concentracées de NaCl e H.O, (Lévesque et al.,

2007), mas diminui a tolerancia ao estresse acido, ao estresse térmico e impede o

crescimento na presenca de O, (Biswas et al. 2008), além de diminuir a formacgao

de biofilme (Qi et al. 2004). Entretanto, os exatos mecanismos responsaveis por

essas respostas ainda sao desconhecidos.
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Figura 3: Diagrama esquematico dos locus que codificam TCS em S. mutans. Os genes, 0s seus
tamanhos relativos e as suas diregbes de transcrigdo estdo representados pelas setas. As formas
cheias representam os TCS: em cinza escuro as quinases sensoras e, em cinza claro, os reguladores
de resposta. A nomenclatura utilizada e os ndmeros atribuidos as fases abertas de leitura foram
designados de acordo com a literatura e o NCBI (National Center for Biotechnology Information,
acessivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene). Adaptado de Biswas et al., 2008.

Muitos estudos foram e vém sendo feitos com estratégias de mutacao
para avaliar o papel de cada TCS na biologia de S. mutans (Tabela 1). Entretanto,
grande parte dos estudos ndo envolve analises moleculares aprofundadas que

expliguem os mecanismos responsaveis pelos fen6tipos observados, ou mesmo

do regulon de cada sistema, para a definicdo das redes regulatérias e

comunicagao inter-sistemas.
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Tabela 1: Sumario dos resultados dos principais trabalhos publicados envolvendo estratégias de mutagéao
em genes TCS que afetaram a biologia de S. mutans.

Sistema  Gene

estudado” inativado Resultado com a inativagdo do gene (Referéncia)

- diminuicdo da competéncia (Qi et al., 2004; Ahn et al., 2006).
- diminui¢éo da formagéo de biofilme (Qi et al., 2004; Ahn et al., 2006).
- diminuicao da resisténcia ao pH acido (Qi et al., 2004; Biswas et al., 2008;
Gong et al., 2009).
Smu.1128 - aumento da resisténcia ao estresse osmético (Lévesque et al., 2007).

Smu.1129 ciaH aumento da resisténcia ao estresse oxidativo-H,O, (Lévesque et al., 2007).
- diminuigdo da resisténcia ao estresse oxidativo-Metil-V (Biswas et al., 2008).
- diminuicao da resisténcia ao estresse térmico (Biswas et al., 2008).
- impossibilidade de crescimento em presenca de O, (Biswas et al., 2008).
- diminuigdo da produgéo de mutacina (Qi et al., 2004; Biswas et al., 2008).
' ' ' - diminuicio da competéncia (Li et al., 2001; Ahn et al., 2006).
- diminui¢@o da resisténcia ao pH acido (Li et al., 2002; Gong et al.,
comD 2009)
Smu.1916 - diminuigédo da produgédo de mutacina (Biswas et al., 2008).
Smu.1917 comE - diminuigdo da competéncia (Li et al., 2001; Ahn et al., 2006).
- diminui¢éo da resisténcia ao pH &cido (Li et al., 2002).
comC - diminuigao da competéncia (Li et al., 2001).
- diminuigao da resisténcia ao pH &cido (Li et al., 2002).
Smu.1965 ouS - diminuigao da resisténcia ao pH éécggg)(Lévesque et al., 2007; Gong et al.,
Smu.1964 - diminuicao da competéncia (Lévesque et al., 2007).
I I . impossibilidade de crescimento em presenca de O, (Biswas et al., 2008). |
- diminuigao da resisténcia ao pH acido (Li et al., 2002; Gong et al., 2009).
liaS - diminuicdo da formacao de biofilme (Li et al., 2002).
Smu.486 (hk11) - diminuicdo da expressao de gbpC (Chong et al., 2008a).
Smu.487 - diminui¢do da produgao de mutacina IV (Biswas et al., 2008; Chong et al.,
2008a).
liaR - diminuigédo da formacao de biofilme (Li et al., 2002).
(rr11) - diminuigao da resisténcia ao pH acido (Li et al., 2002).
'Smu.1037 ' o o N
Smu.1038 hk1037 - diminuigao da resisténcia ao pH acido (Gong et al., 2009).
Smu.1145 ' o o o
Smu.1146 hk1145 - diminui¢@o da resisténcia ao pH acido (Lévesque et al., 2007).

Smu.1814 scnK
Smu.1815

- diminuicao da resisténcia ao pH acido (Gong et al., 2009).
- diminuicao da resisténcia ao estresse oxidativo-H,O, (Chen et al., 2008).

sncR - diminuicao da resisténcia ao estresse oxidativo-H,O, (Chen et al., 2008).

ATodos os sistemas conhecidos, exceto VickR e CovR que serao revisados em separado. Demais sistemas
com a histidina quinase removida, mas nao citados na tabela acima, ndo apresentaram diferenca em
comparagao a cepa selvagem na avaliagdo de: formacao de biofilme, estresse por NaCl, estresse por H20o,
estresse por Oz e competéncia. Dados até DEZ/2009.
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2.4.1 SISTEMA VICRK

O sistema VicRK (de Virulence Control) foi originalmente identificado na
espécie Bacillus subtilis e é altamente conservado e especifico nas bactérias
Gram-positivas de baixo conteddo de C+G. Durante sua identificagdo em
diferentes espécies, o sistema recebeu diferentes designacdes (YycG/F, MicA/B)
e ha um consenso para uma nomenclatura unica como WalK/R (revisado em
Dubrac et al., 2008).

Nas espécies estudadas até o momento, esse sistema apresenta-se de
trés diferentes formas (Figura 4). Em espécies de Streptococcus, o operon é
composto por trés cistrons (vicR, vicK e vicX); ja em Bacillus e Listeria, seis
cistrons e, em espécies de Staphylococcus, Lactobacillus e Enterococcus, cinco
cistrons. Os dois primeiros genes do operon codificam o regulador de resposta
(VicR) e proteina sensora (VicK); os demais componentes codificam proteinas

consideradas acessoérias ao sistema.

vicR vicK vicX
walR walK yycH yycl yycJ yycK

Bacillus subtilis,

B. anthracis,
] | | I ! -: Listeria monocytogenes,

L. innocua

_JE |
E : Staphylococcus aureus,
:_:- | | | | [ Enterococcus faecalis,
Lactobacilius plantarum

T =T Streptococcus pneumoniae,
N N s
S. pyogenes,
5. agalactiae,
Lactococeus lactis

Figura 4: Mapa genético do operon walRK (vicRK). Trés tipos de organizagdo estrutural séo
encontradas em bactérias Gram-positivas de baixo contetido de C+G. A direita, espécies de maior
interesse representando cada um dos tipo de organizagéo. Adaptado de Dubrac et al., 2008.

Os genes yycH, yycl e yycK (Figura 4) e respectivas proteinas
codificadas parecem ter funcdo atenuadora e, aparentemente, sé estdo presentes
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em espécies onde a proteina histidina quinase sensora apresenta dominios
extracelulares funcionais (revisado em Dubrac et al., 2008).

VicR é um tipico membro da familia OmpR de reguladores de resposta,
que possuem sitio de ligacao ao DNA tipo hélice-giro-hélice aladas. O regulador
parece tanto ativar como reprimir a expressao génica em B. subtilis, dependendo
da posicdo do seu sitio de ligacao relativo ao promotor regulado (revisado em
Dubrac et al., 2008), entretanto o fendmeno de regulacdo negativa ainda nao foi
descrito em S. mutans.

Em estreptococos, VicK é uma proteina Unica trans-membréanica
ancorada, com algca extracelular minima, composta por apenas 4 a 12
aminoacidos (Ng & Winkler, 2004). As alcas extracelulares sado cruciais para
deteccao do estimulo externo, enquanto que o dominio de ancoragem pode ou
nao estar envolvido na percepcéao do sinal (revisado em Dubrac et al., 2008).

VicX é proteina que possui dominios com alto grau de similaridade de
aminoacidos a hidrolases dependentes de metal, pertencentes a superfamilia das
beta-lactamases, 0 que sugere uma possivel participacado em estruturas celulares
e manutencao (Senadheera et al., 2005; Dubrac et al., 2008).

Em S. mutans, o sistema vicRK foi primeiramente descrito e nomeado
como covRSX (Lee et al., 2004). A despeito da nomenclatura equivocada, os
autores deste estudo afirmaram ter recuperado mutante knockout do que seria o
gene VvicR. Mais tarde, foi suposto que nao se tratava de um mutante verdadeiro,
devido a um provavel erro de localizacdo dos primers utilizados para a construcao
(Senadheera et al., 2005).

Em S. mutans e, como em todas as espécies testadas, a remogéao de
vicR em condi¢bes fisiolégicas ndo € compativel com a viabilidade celular
(Senadheera et al., 2005; Dubrac et al., 2008). Logo, as analises das funcdes
desse operon em S. mutans ocorreram através de duas abordagens: uma variante
gue expressava cerca de cinco vezes mais 0 operon VicRK, e de um mutante
knockout do gene vicK. Os resultados sugeriram que o sistema participa na

ativacdo da transcricdo de gtfB, gtfC, gtfD, ftf e gbpB e, na sua auséncia, a
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capacidade de formacdo de biofilme, a capacidade de transformacdo e a
resisténcia ao estresse oxidativo ficam prejudicados (Senadheera et al., 2005).

A inativacao de vicK também demonstrou aumentar a resisténcia frente
a autllise, através da regulacao indireta do gene altA, responsavel por codificar
Autolisina A. Autolisinas bacterianas sdo enzimas capazes de hidrolisar o
peptidoglicano, o principal constituinte da parede celular bacteriana. A parede
celular bacteriana possui uma estrutura altamente dindmica, que se expande
quando a célula aumenta em volume ou passa a ser remodelada, conforme a
célula se divide ou se diferencia (Ahn & Burne, 2006). O controle da atividade
autolitica parece ocorrer, na maior parte dos casos, em nivel pos-traducao.
Entretanto, controles da transcricdo de genes responsaveis por codificar
autolisinas ja foram citados (Smith et al., 2000). Além de parecer ser critica para
autolise, a expressao correta de altA é fundamental para formacao de biofilme e
competéncia genética (Ahn & Burne, 2006).

Varios TSC parecem influenciar caracteristicas fenotipicas comuns
com o sistema vicRK e, também, entre si (Tabela 1). Esse fato leva a concluir que
h& uma rede aparentemente complexa de controle das fung¢des celulares como,
por exemplo, intercomunicacao entre dois TCS, ou mesmo a expressao dos genes
codificadores de um TCS sob controle de um outro TCS (Tremblay et al., 2009).

Pretendemos contribuir para a elucidacao dos mecanismos regulatérios
envolvidos na biologia de S. mutans através de estudos aprofundados que

definam o regulon e os genes sob controle direto de VicRK e CovR.

2.4.2 REGULADOR CoVR

O TCS covRS é um sistema bem caracterizado em algumas espécies
de estreptococos, como S. pyogenes (GAS) e S. agalactiae (GBS). O sistema
também é conhecido pela designacao csrRS (de capsule synthesis regulator),
devido a sua participagdo no controle da sintese de capsula de acido hialurénico
em GAS. Nessas espécies, € composto por dois cistrons: covR, codificador do

regulador de resposta CovR, membro da familia OmpR de reguladores de
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resposta, e covS, codificador da proteina sensora CovS, que contém uma alca
larga e flexivel, compativel com quinases que possuem tanto a funcdo de
fosforilar, como de fosfatases (revisado em Churchward, 2007). Em contraste com
a maioria dos sistemas TCS, CovR atua primariamente como repressor de
transcricdo dos genes diretamente por ele regulados.

Diferente das espécies anteriores, 0 gene que codifica a proteina
sensora CovS ndo foi identificado em S. mutans, sendo CovR considerado um
regulador 6Orfao. Nessa espécie, esse regulador foi primariamente localizado
através de técnica de mutagénese randémica frente a fendtipos especificos.
Devido a CovR regular a expressao de gbpC, foi designado como gcrR (de gbpC
regulator) (Sato et al., 2000) e tarC (de tenacious adherence regulator) (Idone et
al., 2003).

Embora S. mutans nao apresente a histidina quinase covS cognata
(Chong et al., 2008b), ele expressa CovR, que é funcional e tem sua importancia
para a viruléncia dessa espécie, pois regula negativamente a expressao de genes
gbpC, gtfD (Sato et al., 2000; Idone et al., 2003) e gtfB/C (Biswas & Biswas, 2006;
Biswas et al., 2007).

Assim como em GAS, a expressao de covR é dependente da fase de
crescimento, com maior expressdo durante a fase de crescimento exponencial
(Stipp et al., 2008, Chong et al., 2008b). Mudancas na temperatura de crescimento
nao parecem influenciar a expressao de covR; entretanto, tanto o aumento do pH
como da concentragdo de Mg®* no meio externo levam a uma maior expressao de
covR (Chong et al., 2008b).

CovR também é capaz de auto regular sua expressao, através da sua
ligacédo direta a sua regiao promotora, com ou sem fosforilagéo in vitro (Chong et
al.,, 2008b). Em S. mutans o agente fosforilante de CovR e o nivel de CovR
fosforilados in vivo ainda nao foram determinados; entretanto, podem haver
fenbmenos de oligomerizacdo ou diferengcas do grau de afinidade a regides
promotoras, que acabem por determinar como esse regulador orquestra a
expressao dos genes sob seu controle (Miller et al., 2001).
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2.5 SINTESE DE PAREDE E DE ENVELOPE CELULAR.

A parede celular bacteriana € uma estrutura rigida, porém dinamica,
que recobre a membrana citoplasmatica e confere forma as bactérias. Embora
possua composicao variavel de acordo com a espécie, contém peptideoglicano
(mureina) como seu componente principal. Sua sintese e remodelagdo envolvem
processos complexos que ocorrem tanto dentro, como fora do citoplasma
bacteriano (Madigan et al., 2004).

No genoma da cepa UA159 foram identificados pelo menos 60 genes
envolvidos na divisdo e sintese de parede celular (Ajdic et al., 2002). Cepas de S.
mutans apresentam enorme variabilidade no comprimento da cadeia celular, o que
sugere atuacao de hidrolases de peptideoglicano (autolisinas) e que as mesmas
sao passiveis de serem reguladas (Ajdic et al., 2002). Pelo menos seis potenciais
autolisinas foram identificadas no genoma de S. mutans UA159. Essas enzimas
sao responsaveis pela remocao seletiva do peptideoglicano formado, possuindo
funcéo biolégica na regulagédo do crescimento da parede celular, na reciclagem de
peptideoglicano e na separacdo das células filhas durante a fissdo binaria
(revisado por Vollmer et al., 2008).

Embora a funcéo primaria das enzimas envolvidas na divisdo e sintese
de parede celular seja a propriamente dita, atualmente um grande ndimero delas
vem sendo identificadas como necessarias para viruléncia em estreptococos e em
outros patégenos bacterianos. Por exemplo, a proteina ligadora de penicilina 1A
(pbp1a) é importante para o desenvolvimento de bacteremia em modelo animal
tanto em S. pneumoniae como em S. agalactiae, e em infecgées do trato urinario
por Proteus mirabilis (revisado em Boneca, 2005). Diversas proteinas que
configuram a superficie da parede celular podem ainda ser importantes para as
capacidades de adesdao e crescimento bacteriano durante a formacdo de
biofilmes. Algumas autolisinas tém sido identificadas como importantes para o
crescimento em biofilmes e para a viruléncia (Dubrac et al., 2007).
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Trabalhamos com a hipétese de que proteinas de superficie envolvidas
na biogénese de parede celular possam participar da interacao de S. mutans com
a matriz extracelular de glucano e viruléncia, assim como parece ocorrer com
GbpB (Duque et al. 2009).

2.6 CEPAS CLINICAS.

A comparacao entre estudos realizados com diferentes cepas pode ser
problematica, principalmente se estes sistemas apresentarem fungdes variaveis
entre gendtipos da mesma espécie. Estudos em gendtipos de Streptococcus
pneumoniae demonstraram que a inativacdo do regulador de resposta rr09, do
sistema regulatério rk09, promoveu fenétipos bem distintos dependendo da cepa
utilizada (Blue et al., 2003). Enquanto a cepa D39 rr09 apresentou perda total de
viruléncia pelas vias de infecgao intraperitonial, intranasal e intravenosa em
modelo murino, a cepa 0100993 rr09 apresentava-se ainda virulenta pelas vias
intraperitonial e intravenosa. O background genético em cepas distintas da mesma
espécie pode ditar a funcao de sistemas regulatérios (Blue et al., 2003).

Assim, experimentos realizados com uma Unica cepa podem nao
fornecer resultados extrapolaveis para toda uma espécie bacteriana, devido a
propria variabilidade genética existente nestes microrganismos. A analise
comparativa do seqlenciamento dos genomas de oito cepas da espécie
Streptococcus agalactiae ilustram bem esta problematica, revelando que os
diferentes gendtipos compartilham entre si apenas 80% do genoma, sendo que a
maioria dos tracos genéticos ligados a viruléncia, ao sorotipo capsular, a
adaptacao e a resisténcia a antibidticos pertence ao genoma dispensavel (Tettelin
et al., 2005). Neste estudo incluimos gendétipos clinicos distintos conhecidos
(Mattos-Graner et al., 2000; 2001; 2004; Stipp et al., 2008) nos experimentos

possiveis.
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3. PROPOSICAO.

O objetivo deste trabalho foi descobrir novas fungdes dos sistemas
CovR e VicRK, através de anélises comparativas entre cepas S. mutans mutantes
knockout dos genes covR ou vicK e respectivas cepas selvagens, em diversas
caracteristicas celulares e genéticas, como: crescimento planctdnico e em
biofilmes, morfologia, hidrofobicidade celular, susceptibilidade a autélise e
caracterizagcdo do regulon, com a definicdo dos genes diretamente regulados.

Assim, os objetivos especificos deste projeto foram:

1) Construir mutantes knockout dos genes covR e vicK a partir das cepas
UA159, 20A3 e 5ST1.

2) Avaliar o crescimento das cepas mutantes e selvagens (WT) em fase
plancténica e em biofilmes.

3) Caracterizar os transcriptomas dos mutantes covR- e vicK- frente
respectiva cepa WT em ensaios de microarray, confirmando os resultados
significantes através de RT-PCR e ensaios de retardamento da
mobilidade eletroforética (EMSA).

4) Analisar caracteristicas fenotipicas possivelmente relacionadas aos
novos genes identificados como diretamente regulados por CovR e/ou
VicR.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. CEPAS DE S. MUTANS SELECIONADAS PARA O ESTUDO.

Para o estudo foi utilizada a cepa referencial UA159 (Ajdic et al., 2002)
e dois genotipos isolados clinicos (20A3 e 5ST1) de S. mutans. Os gendétipos
clinicos pertencem ao banco de cepas da Area de Microbiologia e Imunologia,
FOP/UNICAMP, e foram isolados da cavidade bucal de criangas jovens em
estudos anteriores (Mattos-Graner et al., 2000) e caracterizados quanto a
producédo de GbpB (Mattos-Graner et al., 2001), GtfB, GtfC e GtfD (Mattos-Graner
et al., 2004). Recentemente, um total de 11 cepas, incluindo as selecionadas para
este estudo, foram caracterizadas quanto ao padrao de expressao de gtfB, gtfC e
outros genes (Stipp et al., 2008).

Embora o foco do estudo seja definir o regulon de covR e vicRK na
cepa de referéncia UA159, utilizamos outras duas cepas para avaliar o efeito da
mutacao nesses TCS, nas metodologias possiveis. Devido ao fato de gtfB e gtfC
serem ativados e reprimidos fortemente por, pelo menos, vicRK e covR
(Senadheera et al., 2005; Biswas & Biswas, 2006) formulamos a hipétese de que a
expressao nao coordenada de gtfB e gtfC poderia indicar regulacao distinta entre
genotipos e, logo, papeis distintos destes TCS na expressao destes genes.

Assim, além da cepa referencial UA159, selecionamos a cepa 20A3,
que apresenta curva de expressao gitfB/gtfC coordenada (Stipp et al., 2008)
(Tabela 2). A cepa 5ST1, embora apresente curva de expressao nao coordenada,
possui provavel(is) polimorfismo(s) no gene gtfB (Stipp et al, 2008) e
caracteristicas de alta viruléncia (Mattos-Graner et al., 2001;2004).
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Tabela 2: Relagdo das cepas selvagens utilizadas neste estudo e suas
caracteristicas de expressao de gifB e gitfC em duas fases de crescimento.

Expressao coordenada de gtfB-gtfC

Cepa Origem da cepa
Fase logaritmica Fase estacionaria

5ST1 NAO NAO Mattos-Graner et al., 2000

20A3 SIM SIM Mattos-Graner et al., 2000

UA159 NAO NAO ATCC 700610

4.2 CRESCIMENTO DE ROTINA.

S. mutans selvagens (WT) foram cultivados a partir dos estoques
congelados a -20°C, em meio skim-milk (Difco Labs, EUA), dos quais foram
removidos 10ul de suspensao com alca de platina calibrada estéril, estriados em
agar Brain Heart Infusion (BHA) (Merck Labs, Alemanha) ou MSA (Gold et al.,
1973) e incubados a 37°C, sob atmosfera de 10%CO, (Water-Jacked CO2
Incubators/Cole Parmer Instruments, EUA) durante 24h. Apds crescimento, cinco
colénias isoladas foram inoculadas em 5ml de caldo Brain Heart Infusion (BHI)
(Merck Labs), incubadas sob as mesmas condigdes durante 18h e usadas como
indculo starter. As leituras de absorbancia foram realizadas no comprimento de
onda de 550 nanémetros (Assonm) €m espectrofotdbmetro Genesys 2 (Spectronic
Unicam, EUA).

Cepas de Escherichia coli DH5a e BL21 foram cultivadas em Luria
Bertani (LB caldo ou agar) (Difco Labs, EUA), acrescido ou ndao de 100ug/ml de
eritromicina ou ampicilina quando necessario, durante 18 horas ou menos, a 37°C,

em aerobiose com ou sem agitacao.

4.3 EXTRACAO DE DNA CROMOSSOMAL (GDNA) E DNA pLASMIDIAL E PCR.

O gDNA de cada cepa foi extraido a partir de 1,5ml de culturas em BHI
(18h) com o kit MasterPure (Epicentre Technologies, EUA), seguindo-se as

recomendacgdes do fabricante.
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O DNA plasmidial (pDNA) foi purificado de culturas de E. coli por
extragdo alcalina (Birnboim & Doly, 1979). Resumidamente, a cepa de E. coli
contendo o plasmideo pVA838 foi reativada em meio de cultura Luria Bertani (LB)
agar com 100ug/ml de eritromicina. Colbnias isoladas foram transferidas para
tubos de ensaio contendo caldo LB com 100ug/ml de eritromicina, agitadas e
mantidas a 37°C por 18h em aerobiose, com agitagcdo constante. As células
obtidas de 3ml de cultura foram centrifugadas, lavadas com 1ml de salina, lisadas
pela adicao de lisozima 2mg/ml e o pDNA separado através da precipitacdo do
gDNA sob alto pH (pH 12-12.5) e alta concentracao de sais (Acetato de Sodio 3.0
molar). A seguir, o sobrenadante contendo pDNA foi purificado através de
tratamento com fenol-cloroférmio e a remogédo de sais através de lavagem com
etanol. O pDNA foi ressuspendido em 50ul de solucédo TE estéril contendo RNAse
A (Invitrogen) na concentragéo final de 50ug/ml. Os pDNAs foram estocados a -
20°C para posterior utilizacao.

A qualidade do DNA extraido foi avaliada pela razdo das absorbancias
(A2sonm/A2sonm) € a integridade das amostras de DNA comprovada em gel de
agarose a 1%, corado com 0,15ul/ml de brometo de etidio, sob luz UV. Os DNAs
foram estocados a -20°C para posterior utilizacao.

Para as reagdes de PCR rotineiras, foram utilizados: 37,25ul de H>O
milli-Q, 5ul deTampao PCR 10X, 1ul de dNTPs Mix 10mM, 2,5ul de MgCl, 50mM,
1,5ul de Primer Forward 10uM, 1,5ul de Primer Reverse 10uM, 0,25ul de Taq DNA
Polimerase Recombinante Brasil 5U/ul (Invitrogen) e 1yl de DNA gendmico
(aproximadamente 30-100ng/ul). A ciclagem térmica foi realizada de acordo com
as recomendacdes do fabricante, sendo a temperatura de anelamento de acordo
com o par de primers utilizados. Para a analise da integridade e especificidade das
reacdes, 10ul dos produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose (1,4 a

2%), corado com brometo de etidio, sob luz UV.
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4.4 DELINEAMENTO DE PRIMERS ESPECIFICOS.

Os pares de primers especificos utilizados neste estudo foram
delineados com auxilio do programa Primer 3 (http:/frodo.wi.mit.edu). A

especificidade dos pares de primers para S. mutans foi confirmada através da
analise de BLAST. Quando necessario, a manipulacdo de sequiéncias ocorreu
utilizando-se a suite de ferramentas BioEdit 7 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/).

As sequéncias dos pares de primers utilizados neste estudo encontram-se no

Anexo 1.
4.5 ESTRATEGIAS MOLECULARES DE MUTAGENESE.

4.5.1 CONSTRUCAO DOS MUTANTES KNOCKOUT DOS GENES COVR ouU VICK.

A inativacdo dos genes covR ou vicK foi realizada através de
recombinacdo homdloga com alelos contendo o gene alvo e o cassete de
resisténcia a eritromicina, os quais foram construidos através da estratégia de
mutagénese por PCR e ligacdo (PCR ligation mutagenesis) (Lau et al., 2002),
como ilustrado na Figura 5.

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

O gene de resisténcia a eritromicina foi amplificado do plasmideo
pVAB838 (gi:13442777) através dos pares de primers E1/E2. A partir do DNA
gendmico extraido da cepa selvagem, as regides flanqueando o gene alvo foram
amplificadas com pares de primers especificos (P1/P2 e P3/P4). Para as reacbes
de PCR de construcao, utiizamos Tag DNA polimerase de alta fidelidade com
atividade proof reading (Taq DNA Polymerase High Fidelity, Invitrogen). Para isto,
as reacoes de PCR para os pares de primers E1/E2, P1/P2 e P3/P4 foram
compostas por: 38,8ul de HoO ultra pura, 5ul de Tampao PCR 10X, 1ul de dNTPs
Mix 10mM, 2ul de MgSO4 50mM, 1pl de Primer Forward 10uM, 1ul de Primer
Reverse 10uM, 0,2ul de Taq DNA Polimerase HF e 1ul de DNA molde (DNA ou
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pDNA). Cada ciclo térmico de amplificacdo consistiu de desnaturacao inicial a
95°C por 60s, seguido por 30 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 30s, anelamento a
57°C por 30s e extensdo a 68'C por 60s. Para a andlise da integridade e
especificidade das reacdes, 10ul dos produtos de PCR foram visualizados em gel
de agarose a 1,5%, corado com 0,15ul/ml de brometo de etidio, sob luz UV, como
exemplificado na Figura 6, alelos para construgdo do mutante covR-.

Regido a Regido a Cassete de
montante do jusante do resisténcia
gene Gene alvo gene (erm)
A A A A
4 ' Y A\ r N
PFZFFZFFFFFZZ A T RS SRR RN RS
-»> <+J > <+ [ <+
P1 P2+R1 R2+P3 P4 Ri1+E1 E2.R2
Amplificagdo por PCR
Digestao com enzimas de restricao
Ligacao
(T4 Ligase)

Amplificagéo do
fragmento
P1- erm"-P4

Transformagao

Recombinagao
Homologa

Cepa selvagem

VA A A A A SRRSO

Cromossomo S. mutans mutante

Figura 5: Estratégia de inativag@o génica utilizando-se a técnica de mutagénese por PCR e
ligacdo. Adaptado de Lau et al. (2002).
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Figura 6: Gel de agarose (1,5%) contendo 10ul de produtos de PCR
utilizados para construgdo do mutante covR. Canaleta 1: 0,9ug de
padrdo molecular 250pb (Invitrogen). Canaleta 2: produto obtido com
E1/E2 a partir do pVA838. Canaletas 3 e 4: produtos obtidos com P3/P4
e P1/P2 a partir de DNA gendmico da cepa selvagem, respectivamente.
Canaletas de 5 a 7, controles negativos das reagdes de PCR: reacgéo
dos primers E1/E2, P3/P4 e P1/P2 na auséncia de DNA molde,
respectivamente.

Ap6s a andlise da integridade e especificidade das reacdes, 0s
produtos foram purificados utilizando-se o sistema StrataPrep PCR Purification Kit
(Stratagene, EUA), segundo recomendacées do fabricante. Os produtos
purificados de E1/E2 e P1/P2 foram entdo individualmente digeridos com a
endonuclease Ascl (New England BioLabs, EUA) e os produtos purificados E1/E2
e P3/P4 foram digeridos com a endonuclease Xhol (Invitrogen). Para as reagdes
de digestao foram utilizados 8ul de produto purificado, 9ul de H>O ultra pura, 2yl
de tampao de reacdo 10x e 1ul de enzima. As amostras de digestdao foram
incubadas a 37°C durante 16h e a reacdes paralisadas através de incubacao por
20min a 65°C. Os produtos digeridos foram purificados utilizando-se o sistema
StrataPrep PCR Purification Kit e submetidos a reacao de ligagdo com DNA ligase
T4 (Invitrogen). A reacao de ligacdo consistiu de 9,2ul de H2O ultra pura, 4,8ul de
tampéao 5X, 2ul de enzima T4 ligase. Como DNA molde, foram utilizados 4pl de
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E1/E2 e 4pl de P1/P2, ambos digeridos por Ascl (Ligagdo A) ou 4ul de E1/E2 e 4pl
de P3/P4, ambos digeridos por Xhol (Ligagao B).

As ligagbes A e B foram ent&o individualmente amplificadas com os
primers distais. Para a ligacao A, foram utilizados os primers P1/E2, enquanto que
para a ligacao B foram utilizados os primers E1/P4. As reacdes de PCR foram
compostas por: 37,25ul de H2O ultra pura, 5ul de Tampao PCR 10X, 1pl de dNTPs
Mix 10mM, 2,5ul de MgSO450mM, 1,5ul de Primer Forward 10uM, 1,5ul de Primer
Reverse 10uM, 0,25ul de Taq DNA Polimerase HF e 1ul de DNA molde (reacéo de
ligacdo). Cada ciclo térmico de amplificacdo consistiu de desnaturagéo inicial a
95°C por 60s, seguido por 30 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 30s, anelamento a
57°C por 30s e extensdo a 68'C por 60s. Para a andlise da integridade e
especificidade das reacoes, 4ul dos 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
7).

Ap6s a andlise da integridade e especificidade das reacdes, os
produtos foram purificados utilizando-se o sistema StrataPrep PCR Purification Kit
(Stratagene, EUA) e submetidos a nova amplificacdo, com primers P1/P4,
forcando a interacao entre E1/P4 e P1/E2 através da regido homéloga presente
em ambos os produtos (gene erm’), o que gerou grandes quantidades de
fragmentos recombinantes P1-erm’-P4. A reagdo de PCR foi composta por:
37,25ul de H2O ultra pura, 5ul de Tampao PCR 10X, 1ul de dNTPs Mix 10mM,
2,5ul de MgSO,4 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 reagdo de PCR,
foi utilizado o DNA da cepa selvagem. Cada ciclo térmico de amplificacao consistiu
de desnaturagao inicial a 95°C por 60s, seguido por 30 ciclos de desnaturagdo a
95°C por 30s, anelamento a 57°C por 30s e extensdo 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 8).
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1750pb

1000pb
750pb

500pb

250pb

Figura 7: Gel de agarose (1,5%) contendo
4ul de produtos de PCR, utilizados na
construcdo do inserto para knockout de
covR. Canaleta 1: 0,9ug de Padrao
molecular 250pb (Invitrogen). Canaletas 2
e 3: produtos de PCR obtidos com pares
de primers E1/P4 (aprox. 1866pb) e P1/E2
(aprox. 1798pb), respectivamente.

Figura 8: Gel de agarose (1,5%) contendo de
produtos de PCR, utilizados na construgéo do
inserto para knockout de covR. Canaleta 1:
0,9ug de Padrdo molecular 250pb (Invitrogen).
Canaleta 2: 10ul de produto de PCR obtidos com
P1/P4 (aprox. 2669pb). Canaleta 3: controle
positivo, 10ul de produto de PCR obtidos com
DNA de UA159 (aprox. 2108pb). Canaleta 4: 4ul
de produto de PCR obtidos com P1/P4 (aprox.
2669pb). Canaleta 5: controle negativo da reagéao
de PCR.

O produto P1-erm’-P4 foi purificado, a concentragdo de DNA

determinada em espectrofotometro (Azsonm), € @ seguir utilizado para transformar

as cepas de S. mutans (ltem 4.6).

4.5.2 CONSTRUCAO PARA COMPLEMENTACAO DOS GENES COVR 0OU VICK.

Para restaurar o fenétipo selvagem nas cepas onde o gene covR ou

vicK foi inativado, re-inserimos o gene em elemento de DNA extra-cromossomal.

O gene covR e sua regidao promotora, ou vicK e sua respectiva regido promotora,

foram amplificados com primers C1/C2 (Anexo 1) contendo em suas extremidades

5' sequéncias do sitio de restricdo da endonuclease EcoRl. Os produtos

especificos de PCR purificados foram submetidos a digestdo com EcoRl,
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novamente purificados e reservados. O plasmideo de baixo numero de cépias
pDL278, replicavel em estreptococos, que confere resisténcia a espectinomicina
(Dunny et al., 1991), foi purificado como descrito no item 4.3 e submetido a
digestdao com EcoRlI, para corte Unico. A clonagem do inserto da regiao génica de
covR ou vicK no plasmideo ocorreram pela reacao de ligacao com a enzima T4,
em presenca de excesso de inserto. O produto da reacdo foi utilizado para
transformar (similar ao item 4.6) diretamente as cepas mutantes covR- ou vicK-,
sendo os transformantes selecionados em BHI agar contendo 300ug/ml de
espectinomicina e 10ug/ml de eritomicina. Os transformantes foram rastreados por
PCR com combinacbes de primers internos (Anexol1, primers gRT-PCR) e
externos C1/C2.

4.6. TRANSFORMAGCAO DE S. MUTANS E RASTREAMENTO DE MUTANTES.

Um total de 10ug dos fragmentos recombinantes (P1-erm-P4) foi
utilizado para a transformacao natural dos genoétipos de S. mutans, segundo o
método descrito por Perry & Kuramitsu, (1981). Resumidamente, 150ul de soro de
cavalo inativado pelo calor foi adicionado a 2ml de THB. O meio de cultura foi
aquecido a 37°C e acrescido de 50ul de células de S. mutans em cultura de 18h
em TBH fresco. Apds 4h de incubacao a 37°C (Assonm=0,2), foram removidos 500yl
desta cultura e transferidos a 500ul de meio de cultura THB fresco pré-aquecido a
37°C. O DNA recombinante foi imediatamente inserido e frascos foram incubados
por 90min a 37°C. A seguir, o caldo foi diluido serialmente e plagueado em agar
BHI contendo 10ug/ml de eritromicina. As placas foram incubadas a 37°C, por
48h, em atmosfera de 10% de CO,. Os mutantes recuperados foram cultivados
rotineiramente em meios de cultura acrescidos de 10ug/ml de eritromicina e
estocados a -20°C em meio skim-milk (Difco Labs, EUA).

Para rastreamento inicial dos transformantes recuperados em meio
agar BHI com 10ug/ml de eritromicina, foram realizadas reagdes de PCR com
primers E1/E2, utilizando-se como DNA molde as colénias de cada clone
rastreado (colony-PCR). Os transformantes contendo o cassete de resisténcia
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tiveram os DNA gendmicos purificados e a confirmagéo da inser¢do correta se deu
por reacoes de PCR (Lau et al, 2002) nas quais foram utilizadas diferentes
combinacoes de primers (P1/E2, E1/P4, P1/P4, P1/P2 e P3/P4).

4.7. COMPARACOES DAS CARACTERISTICAS DE CRESCIMENTO PLANCTONICO DOS
MUTANTES E RESPECTIVAS CEPAS SELVAGENS.

Os ensaios de crescimento foram realizados em tubos de polietileno
com tampa rosqueavel de capacidade de 50ml (Corning, EUA) contendo o total de
25ml de caldo BHI. A partir da cultura starter (secao 4.2), 500ul de inéculos
(normalizados pela Assonm) foram transferidos para tubos contendo 24,5ml de meio
fresco pré-aquecido e incubados de zero a doze horas (37°C;10%COy), sendo
retirados de uma em uma hora, para determinacdo das curvas de crescimento

(Ass0nm Versus Tempo).

4.8. CONDICOES DE COLETA DAS AMOSTRAS.

Para experimentos de comparacéao via western-blot, expressao génica e
microarray, as células foram crescidas em culturas plancténicas como descrito no
item 4.7, até a Assonm de 0,300 (20,010). Os tubos foram centrifugados (4min, 2°C,
~30009) e o0 meio de cultura descartado.

Para a coleta, foi adicionado 1ml de solucao salina (NaCl 0.9%) gelada
ao pellet, que foi re-suspendido e as células transferidas a microtubos de 2ml com
tampa de rosca e o-ring (Axigen, EUA). Os tubos foram centrifugados (1min, 2°C,
~9000¢g) e a solucdo salina descartada. Um total de 220ul de solucdo TE foi
adicionada ao pellet celular, que foi imediatamente armazenado a -80°C até a

purificacdo de RNA ou extracao de proteinas.

4.9. PURIFICACAO DO RNA TOTAL E EXTRACAO DE PROTEINA TOTAL.

Para a extracdo de RNA total, a quebra das células congeladas ocorreu
na presenca de =0,16g de beads de zirconia 0.1mm de didmetro (Biospec, EUA)

em aparelho de Mini-beadbeater (Biospec) em forca maxima (3 ciclos de 30sec
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com 1 min de descanso em gelo). 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 concentragdo e pureza das amostras de RNA foi
realizada através da leitura em espectrofotdmetro. O material foi considerado puro
quando a razao entre as leituras Azsonm/A2sonm fOi igual ou superior a 1,8.

A integridade das amostras de RNA foi determinada através da
separacao eletroforética de 8ul 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 sodio e 1 mM
EDTA). As imagens digitais dos géis foram obtidas sob luz UV. A presenca das
duas bandas definidas, correspondentes aos RNAs ribossémicos (23S e 16S)
indicou integridade das amostras.

Para a extracao de proteinas totais, acrescentou-se 350ul de agua ultra
pura e =0,16g de beads de zircbnia 0.1mm de didmetro (Biospec, EUA). Os
microtubos foram levados em aparelho de Mini-beadbeater (Biospec) em forca
maxima (3 ciclos de 60sec com 1 min de descanso em gelo). O sobrenadante livre
de beads foi transferido a outro microtubo, vortexado (30s) e teve a concentragao
protéica dosada pelo reagente de Bradford (Sigma, EUA). Foi adicionado tampéao
Laemmeli (Bio-Rad, EUA) na proporcédo 1:1 e as amostras conservadas a -20°C
até o uso. A qualidade e integridade das amostras foram avaliadas pela separacao
de 8ug separadas em géis de SDS-PAGE a 8%, com auxilio de sistema Mini-
Protean Il (Bio-Rad, EUA), em tampao de corrida (TBS -100mM de tampao Tris-
HCI, 200mM de Tris, 1,37M de NaCl ), a 26-36mA, durante 2h. Géis de qualidade
corados por azul de Coomassie foram confeccionados para todos os extratos

protéicos.
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4.10. COMPARACAO DO PERFIL DE TRANSCRICAO BASEADO EM MICROARRAY.

Para os ensaios de microarray utilizamos laminas cedidas pelo
departamento Comprehensive Microbial Resource do Instituto J. Craig Venter
(JVC)(EUA). Cada lamina contém, em quadruplicata, seqtiéncias controle internas
e sequéncias especificas de =70pb de cada uma das 1960 fases abertas de leitura
do genoma de S. mutans UA159, correspondendo a uma abrangéncia de 100%
dos provaveis genes do genoma. O ensaio baseia-se na hibridizagdo competitiva
de cDNAs de duas origens, diferentemente marcados, frente aos pontos (spots)
contendo sequéncias impressas na lamina.

Os experimentos foram executados de acordo com os protocolos M007
revisdo 2.0 (Anexo 2) e MO008 revisao 2.1 (Anexo 3), fornecidos pelo JVC.
Brevemente, o cDNA foi gerado a partir de 2ug de RNA total com primers
randémicos e conjugados com corantes Cy3 ou Cy5. As laminas foram
hibridizadas, lavadas, secas e lidas em scanner Genepix 4000B (Axon Molecular
Devices, EUA). A intensidade das fluorescéncias foram quantificadas usando o
programa GenePix Pro 6.0 (Axon Molecular Devices). Os resultados foram
analisados usando o algoritmo de analise estatistica LIMMA, com documentagéao

e uso disponiveis em www.brop.org. O valor de corte para 0s genes positivamente
ou negativamente regulados foi correspondente a p<0.001, o que em pratica
significa uma expressao diferencial aproximada maior que 2,5 vezes, na maioria
dos casos. Os ensaios foram feitos em quadruplicata (réplicas técnicas,
invertendo-se os corantes — dye swap and dye switch), que continham pelo menos
trés extragbes independentes de RNA (réplicas biologicas).

As listagens completas dos dados obtidos com microarray serao
disponibilizados de acordo com o padrao MIAME (Brazma et al., 2001), quando da
publicacao dos resultados em revista cientifica internacional, segundo normas JCV
(Anexo 4).

Nas andlises de bioinformatica referentes as buscas de provavel
funcdo, de dominios principais, de classificacdo, e de similaridades inter-espécies,
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foram utilizados primariamente os bancos de dados BLAST, BRENDA, KEGG e
UNIPRQOT, além da literatura indexada disponivel.

4.11. TRANSCRIGCAO REVERSA RNA — cCDNA.

Variacoes de expressao identificadas nos ensaios de microarray foram
validadas através da transcricdo reversa de RNA e quantificagdo especifica por
gPCR a partir do pool de cDNAs. Para maior confiabilidade, nos experimentos de
gRT-PCR foram utilizadas extragcdes de RNA independentes daquelas utilizadas
para microarray.

Para obtencdo do pool de cDNA, 1ug de RNAm total livre de DNA foi
misturado 1uyl da mistura dos primers arbitrarios (Eal/Ea7/Es1/Es3/EsS,
concentracao final de 2uM para cada oligo) (Chia et al., 2001), 1yl de 10mM dNTP
mix e H,O DEPC qgsp 10ul. Cada mistura inicial foi aquecida a 65°C por 5min, e
resfriada por 1Tmin a 0°C. Um segundo microtubo, contendo 2ul de tampao RT
10X, 4pl de 20mM MgCly, 2ul de 0.1M DDT, 1pl de RNase OUT (40U/pl) e 1pl de
SuperScript 1l (Invitrogen, 200U/ul) por amostra, foi preparado como solugéo
mastermix, sendo desta transferidas 10ul para cada tubo resfriado. As reacdes de
RT ocorreram com incubacgdo a 25°C durante 10min, a 50°C por 120min e foi
finalizada a 85°C por 5min em termociclador (Thermoblock T1, Biémetra,
Alemanha). Apdés a reacdo, agua ultra pura foi adicionada para ajustar a
concentragdo do produto para 10ng/pl. Os cDNAs obtidos foram estocados a -
20°C, para posterior utilizacdo nas reagdes de gPCR. Os ensaios foram feitos com
RNA de pelo menos 3 culturas independentes.

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¢des, substituindo-se 1ul de
SuperScript Il (200U/ul) por 1ul de HoO DEPC. Estas amostras foram incluidas
nas reacdées de PCR, onde a auséncia de produto de PCR visivel em gel
demonstrou a auséncia de DNA genbmico contaminante na amostra de RNA
tratado.
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4.12. PCR QUANTITATIVO (qPCR).

Para maxima eficiéncia, os pares de primers para qPCR foram
delineados (ltem 4.4) para gerar produtos de tamanho de 140 a 200 pares de
base. A reacao de 25ul foi composta por cDNA (30ng), 30uM de cada primer e 1x
SYBR-Green mix (Bio-Rad, EUA). Usando o sistema iCycler (Bio-Rad), cada ciclo
térmico de amplificacdo consistiu de desnaturagao inicial a 95°C por 3min, seguido
por 45 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 15s, anelamento por 15s e extensdo a
72°C por 30s.

A expressao dos genes foi normalizada pelos valores de expressao do
gene 16S rRNA (Stipp et al., 2008) que mostrou-se nao flutuante nas condicdes
utilizadas. Os ensaios de gPCR foram feitos em duplicata, a partir de cada um dos
trés cDNAs independentes (ltem 4.11). Como um dos controles negativos da
reacao, misturas sem cDNA foram incluidas para assegurar a auséncia de DNA
contaminante nos reagentes, além de monitorar possivel formacdo de dimeros de
primers. Em cada corrida realizou-se, em duplicata, uma curva de amplificacdo de

gDNA em quantidades decrescentes: 300ng, 30ng, 3ng, 0.3ng, 0.03ng por poco.

4.13. PRODUCAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES E ANTICORPOS POLICLONAIS.

Para gerar as proteinas CovR e VicR recombinantes (r-CovR e r-VicR,
respectivamente) fusionadas com cauda 6-HIS (HiseTag, Novagen, EUA), as
sequéncias génicas foram amplificadas com os primers de construcdo covRHisF e
covRHisR ou vicRHisF e vicRHisR. Os produtos de PCR foram digeridos com
endonucleases Ncol e Xhol (New England Biolabs, EUA), purificados e ligados em
vetor pET-22b(+)(Novagen), que foi previamente digerido, com as mesmas
enzimas e purificado. O produto da ligagéo foi transformado em E. coli DH5a e os
transformantes selecionados em meio LA agar contendo ampicilina a 100ug/ml.
Colbdnias passaram pela triagem por PCR, para verificar a correta insercdo do
fragmento, utilizando-se a combinacao de primers de construcao His e primers T7
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(Novagen). Colbnias que continham o inserto corretamente inserido no plasmideo
foram crescidas em meio liquido e os plasmideos extraidos.

Os plasmideos clonados e purificados, pET-covR ou pET-vicR foram
entdo transformados em E.coli BL22. A triagem foi composta por PCR, como
anteriormente, e SDS-PAGE, a partir de culturas em LB induzidas com 1mM IPTG.

As proteinas foram produzidas em larga escala em 1 litro de cultura
(Assonm= 0.8 ) depois de 3 horas de inducao com 1mM de IPTG. Para purificacao,
as células foram lisadas e o conteudo protéico submetido a cromatografia de
afinidade em agarose Ni?* (NTA agarose, Qiagen), de acordo com protocolo
fornecido pelo fabricante. As proteinas eluidas foram entdo dializadas por 18
horas em PBS, a 4°C, sob leve agitacdo. Aliquotas das proteinas purificadas foram
armazenadas em -20°C e sua pureza/integridade visualizada por SDS-PAGE.

Anticorpos policlonais contra r-CovR e r-VicR foram produzidos em
coelhos, utilizando-se o protocolo 77 Days Rabbit Protocol (Covance, EUA)
(Anexo 5). A especificidade contra as proteinas recombinantes foram avaliadas
em ensaios de western blot e ELISA.

4.14. QUANTIFICACAO ESPECIFICA DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT.

A GbpB é uma proteina que pode ser encontrada tanto secretada no
meio de cultura como associada a célula (Mattos-Graner et al., 2006). Para avaliar
proteinas secretadas em meio de cultura, sobrenadantes das culturas de BHI das
cepas (ltem 4.8) foram centrifugados (3000xg/2<C/5min) e os sobrenadantes
transferidos para novos tubos. Este procedimento foi realizado duas vezes.
Aliquotas de 1ml foram transferidas para microtubos, acrescidas de 1ul de inibidor
de protease 10mM PMSF (Sigma) e 500ul de tampao Laemmli 3x (Bio-Rad) e
estocados a -20C.

Um total de 0.5ug do extrato total de proteinas (ltem 4.8) ou 15ul de
sobrenadante foram resolvidos em géis de SDS-PAGE a 10%, com auxilio de
sistema Mini-Protean Ill (Bio-Rad, EUA), em tamp&o de corrida (100mM Tris,
100mM HEPES, 3mM SDS), a 26-36mA, durante 2h. As proteinas foram eletro-
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transferidas para membranas de PVDF (Millipore, EUA) utilizando-se o aparato de
transferéncia semi-seca Trans-Blot SD (Bio-Rad, EUA), de acordo com as
instrucdes do fabricante. A membrana contendo os antigenos foi bloqueada
através de incubacgao overnight a 4C, com tampao de bloqueio PBS com 5% de
leite desnatado.

A seguir, a membrana foi incubada a temperatura ambiente sob leve
agitacao durante 1h com o soro anti GbpB especifico (Smith et al., 1994) diluido
1:1000 em tampao de blogueio. Como controle negativo, membranas com os
mesmos antigenos testados foram incubadas apenas com tampéao de bloqueio e
soro de rato nao imunizado com GbpB (sham). Depois da incubacgéao, realizaram-
se lavagens (5x) com PBS (5min e 20ml cada) sob agitacido. As membranas foram
entao incubadas por mais 1h com anticorpo secundario IgG de cabra anti-lgG de
rato conjugado com peroxidase (Pierce, EUA). Realizaram-se lavagens (5x) com
PBS (5min e 20ml cada) sob agitacao leve. As reacdes foram detectadas através
do sistema ECL (Pierce ECL Substrate, Pierce) de acordo com as recomendacgdes
do fabricante, sendo o ultimo passo a exposicdo da membrana a filme radiografico
Ultraspeed (Kodak, EUA) em periodos de tempo controlados e condicées nao
saturadas. Apos revelacdo e secagem, os filmes foram digitalizados através de
scanner (Bio-Rad) e as intensidades das bandas quantificadas através do
programa Molecular Analyst 1.5 (Bio Rad). Em todos os ensaios utilizou-se como
controle positivo uma amostra de proteina preparada a partir da cepa UA159,
como referéncia.

Os ensaios envolvendo reconhecimento de CovR e VicR em extratos
protéicos totais foram realizados de forma similar, com o uso de anticorpo

secundario IgG de cabra anti-lgG de coelho.

4.15. ENSAIOS DE RETARDAMENTO DA MOBILIDADE ELETROFORETICA (EMSA).

Pares de primers foram delineados (ltem 4.4) para incluir as provaveis
regides promotoras dos genes selecionados. Os produtos de PCR (~300pb) foram

purificados, marcados com cauda de digoxigenina e armazenados a -20C, de
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acordo com as instrucdes e reagentes do kit DIG Gel Shift Kit (Roche, EUA). Para
fosforilacdo de r-CovR ou r-VicR, as proteinas passaram por incubagdo com
50mM acetil fosfato por 45min a 25C (Biswas & Bisw as, 2006).

Os ensaios de EMSA ocorreram em reacoes de 25ul, contendo tampao
de ligacao 1x, concentragdes crescentes de r-CovR (0.25 a 1umoles) ou r-VicR (1
a 4umoles) fosforilados ou nado, quantidades fixas de produto de PCR marcado
(0.6pmole) (Biswas & Biswas, 2006). As misturas foram incubadas por 60min a
25C controlados. Os complexos proteina-DNA foram resolvidos em gel de
poliacrilamida a 6% em condigcdes nao desnaturantes (Novex DNA Retardation
Gels, Invitrogen) a 70V por 3h. Os fragmentos foram transferidos para membrana
de nylon positivamente carregada (Amersham GE Healthcare, EUA) utilizando-se
o aparato de transferéncia semi-seca Trans-Blot SD (Bio-Rad, EUA). Apés
transferéncia, a membrana foi exposta a luz UV por 2 minutos para fixacdo dos
fragmentos. As membranas foram utilizadas imediatamente ou reservadas a 4<T.

As reacOes foram detectadas e reveladas usando o kit DIG Wash &
Block (Roche), de acordo com as instrugdes do fabricante, sendo o Ultimo passo a
exposicdo da membrana a filme radiografico comum. Os filmes foram secos e
digitalizados através de scanner. A especificidade foi confirmada com a adicao de
excesso de 120 ou 200 vezes de fragmentos de DNA ndo marcados.

4.16. ANALISES FENOTIPICAS.

Uma vez que os regulons de CovR e VicKR compartiiham diversos
genes provavelmente envolvidos na biogénese de parede celular, os mutantes
covR e vicK foram caracterizados fenotipicamente em algumas caracteristicas
relacionadas, incluindo analises da morfologia por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), hidrofobicidade de parede e susceptibilidade a autdlise. O
acumulo na forma de biofilmes foi quantificado e teve sua morfologia inicial
avaliada por MEV. Para todos estes ensaios, trés repeticoes foram realizadas em

trés experimentos independentes.

37



4.16.1 FORMACAO DE BIOFILME.

A caracterizacao da capacidade de crescimento em biofilme das cepas
selvagens e mutantes foi realizada como descrito anteriormente (Mattos-Graner et
al., 2001), com pequenas modificacées. Um total de 500ul de cultura crescida
(As50nm=0.3, Item 4.8) em BHI foi transferido para 4,5ml de BHI estéril acrescido de
sacarose (concentracdo final 0.1%). Aliquotas de 250ul foram transferidas em
triplicata para placas de poliestireno de 96 pocos, nao tratadas, fundo em U
(catalogo #351177, BD Biosciences, EUA). As placas foram incubadas a 37°C em
atmosfera de anaerobiose ou 10%CO; por 12, 18, ou 24h. Apéds incubacgéo, as
culturas liquidas das placas de microtitulacdo foram removidas e os biofilmes
submetidos a trés lavagens com tampao fosfato pH 6.8 (PBS), para remocao das
células fracamente aderidas. Os biofilmes formados nas paredes dos pogos foram
corados com solugdo aquosa de cristal violeta a 1%, novamente lavados por 3
vezes e, a seguir, secos. O corante dos biofilmes foi solubilizado pela incubacao
com etanol 99% durante 30 minutos em temperatura ambiente. Volumes de 150yl
da solucao foram transferidos para nova placa com fundo chato e as absorbancias
(As7snm) medidas em leitor de ELISA (VersaMAX, Molecular Devices, EUA).

4.16.2 HIDROFOBICIDADE CELULAR.

As analises de hidrofobicidade da parece celular foram realizadas como
descrito por Gibbons e Etherden (1983), com algumas modificagbes. As células
obtidas como descrito no item 4.8 (Ass0nm=0.3) foram centrifugadas, lavadas em
solucao NaCl 0.9% e novamente centrifugadas. O pellet celular foi re-suspendido
em tampao PU (22,29 KoHPO43H20; 7,26 KH2PO4; 1,89 de uréia e 0,29 de
MgSO47H,0 por litro, pH 7,1) até uma absorbéancia (Assonm) de 0,900 (+0.010).

Amostras de 3ml das suspensdes foram transferidas para tubos de
ensaio de vidro e acrescidas ou ndo de 400ul de hexadecano (Sigma). As
suspensdes foram entdo incubadas a 30°C e a seguir agitadas em vértex durante

dois periodos de 30s com intervalos de 5s. Nos tubos incubados com hexadecano
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(H), a fase inferior, correspondente a fase aquosa (hidrofilica), foi cuidadosamente
removida com auxilio de micropipeta para determinagcdo da leitura a Assonm. OS
tubos nao incubados com hexadecano (C) serviram como controle da Assonm
durante o tratamento.

A fase hidrofébica foi estimada subtraindo-se o valor de do tubo (C)
menos tubo (H). A porcentagem de células hidrofébicas foi calculada dividindo-se

o valor da fase hidrofébica estimada pelo valor do tubo (C).

4.16.3 SUSCEPTIBILIDADE A AUTOLISE.

As analises da susceptibilidade a autélise foram realizadas como
descrito por Ahn & Burne (2007), com algumas modificagdes. As células obtidas
como descrito no item 4.8 (Assonm=0.3) foram centrifugadas, lavadas em solucao
NaCl 0.9% e novamente centrifugadas. O pellet celular foi re-suspendido em
tampao AT (1M KCI; TmM CacCl,; TmM MgCl. e 0,4% de azida sddica, pH 6,5) até
uma absorbancia (Assonm) de 0,900 (+0.010). Estas suspensbes foram entédo
incubadas a 44°C e o processo de autdlise monitorado com auxilio de

espectrofotobmetro durante 24, 48 e 72h.

4.16.4 ANALISE DA MORFOLOGIA CELULAR POR MEV.

Para os ensaios de andlise da morfologia celular por MEV, as células
provenientes de uma cultura a Assonm=0.3 (500ul) foram coletadas por
centrifugacdo, lavadas em salina e re-suspendidas em tampado PBS-
paraformaldeido a 2,5%. As células foram entdo depositadas sobre laminula de
vidro para fixacdo. Apdés 30min, a amostra recebeu banhos com concentragdes
crescentes de etanol (50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%) por 20min cada, para
desidratacdo. A seguir, os espécimes foram secos, metalizados e armazenados
em dessecador para subseqliente observacdo em microscopio eletrbnico de
varredura (JEOL, JSM 5600LV, Japao).
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4.16.5 ANALISE DA FORMAGCAO INICIAL DE BIOFILME POR MEV.

Para os ensaios de andlise da formacéo inicial de biofilme por MEV,
laminulas circulares de 13mm de diametro (Glastec, Brasil) foram esterilizadas e
depositadas no fundo de microplacas de 24 pocos (Corning, EUA). Um total de
500ul de cultura crescida (Assonm=0.3, Item 4.8) foi transferido para 4,5ml de BHI
estéril acrescido de sacarose (concentracao final 0.1%) pré-aquecido. Aliquotas de
1ml foram transferidas para cada poco e a placa incubada por 2 ou 4 horas
(37°C;10%CO0,). Apds a incubacdo, o meio de cultura foi removido, 0s pocos
lavados com solucédo salina por trés vezes. O biofilme foi fixado em tampao PBS-
paraformaldeido a 2,5% por 30min e, a seguir, desidratado em concentracoes
crescentes de etanol (50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%) por 20min cada. Os
espécimes foram secos, metalizados e armazenados em dessecador para
subseqiiente observagcdo em microscopio eletrbnico de varredura (JEOL, JSM
5600LV, Japéo).

40



5. RESULTADOS

5.1. CRESCIMENTO PLANCTONICO E CARACTERISTICAS DOS MUTANTES COVR-E
vicK-.

Como esperado, a construgdo dos mutantes covR- ou vicK- foi possivel
em todas as cepas testadas. Colonias puderam ser facilmente recuperadas apés a
mutacao, indicando que estes genes nao sao essenciais a viabilidade celular nas
cepas testadas.

Anadlises de Western blot mostraram auséncia de proteina CovR em
todos os mutantes covR-, como exemplificado na Figura 9. Ja os mutantes vicK-

apresentaram uma redugao de cerca de 90% nos niveis de VicR (Figura 9).

A UA159 20A3 5ST1

WT covR- WT covR- WT covR-

e O

B Experimento1  Experimento 2

WT vicKk- WT Vick-
VicR —> s

Figura 9 - Proteinas totais de cepas selvagens e mutantes submetidas a ensaios de Western blot. Em A,
1ug de extrato protéico total das cepas WT e respectivos mutantes covR- frente a anticorpo policlonal
especifico anti r-CovR. Em B, 1ug de extrato protéico total da cepa UA159 e respectivo mutante vicK-
frente a anticorpo policlonal especifico anti r-VicR, em duas coletas independentes.

As cepas selvagens e respectivos mutantes possuem taxas de
crescimento similares durante o inicio e meio da fase logaritmica de crescimento,

até pelo menos a densidade éptica de Assonm=0,300 (Figura 10).
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Figura 10: Curvas de crescimento das cepas UA159, 20A3 e 5ST1 selvagens (WT) e mutantes para
covR- e vicK- em meio BHI. O ponto de coleta de amostras (Assonm=0,300) esta indicado pela seta.

Nas condi¢cées utilizadas neste estudo, os mutantes vicK- nao
apresentaram alteragao significativa na velocidade de crescimento ou crescimento
plancténico total quando comparado com as cepas selvagens. Ja a delecdo de
covR, embora nao tenha causado diminuicdo na velocidade de crescimento,
limitou o crescimento plancténico total dos mutantes para valor maximo de
As50nm=0,650(£0,060), correspondendo a um crescimento de aproximadamente
30% menor que as cepas selvagens (Assonm=0,900+0,068) (p<0.05, ANOVA)
(Figura 10).

42



Devido a esses fatores e devido a trabalhos prévios que demonstram
que a expressao génica pode ser dependente da fase de crescimento (Stipp et al.,
2008), definimos o ponto de coleta das amostras Assonm=0,300, até onde todas as
amostras apresentam mesma velocidade de crescimento e estdo sob a mesma
densidade éptica num determinado momento, visando minimizar os efeitos da fase
de crescimento e tempo de cultivo nas comparacgoes.

As comparacoes entre culturas plancténicas em BHI demonstraram
que, enquanto as cepas selvagens cresciam de forma relativamente homogénea e
em suspensdo, as cepas mutantes vicK- concentravam-se na base dos tubos
(Figura 11). Resultados iguais utilizando a cepa UA159 foram previamente
descritos por Senadheera et al. (2005). Todos os mutantes vicK- obtidos

apresentaram estas mesmas caracteristicas em cultura saturada.

Figura 11: Em A, aspecto representativo da primeira passagem das
culturas das cepas 20A3 selvagem (WT) e 20A3 mutante para vicK- em
3ml de meio BHI (18hrs, 37°C, 10%CO,). Em B, resultados obtidos por
Senadheera et al. (2005) com a cepa UA159.

5.2. A FORMAGAO DE BIOFILME EM S. MUTANS E CONTROLADA POR CoVR E
VicRK.

O efeito das delecbes de covR e vicK na capacidade de formacao de
biofilme por S. mutans foi avaliado em diferentes tempos. Como a técnica baseia-
se em medir a quantidade de células aderidas indiretamente pela intensidade do
corante cristal violeta, € necessario ter uma quantidade minima de biofilme
formado, ao mesmo tempo em que os biofilmes formados ndo podem estar em

quantidades muito elevadas, pois ha saturacdo da capacidade de leitura. Assim,
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foram realizados biofilmes com crescimento em 12, 18 e 24 horas para assegurar
o melhor intervalo para leitura das nossas amostras. Em 12 horas, ha pouca
formacao de biofilme e as leituras ficam prdoximas de zero. Em 18 horas, ha um
crescimento adequado para quantificacdo (Figura 12), enquanto em 24 horas as

diferengas se achatam, revelando saturagéo no ensaio.

UA159 20A3 5ST1

Figura 12: Biofilme de 18h em 10%CO- formado pelas cepas UA159, 20A3 e 5ST1 e respectivas
cepas mutantes, apdés remocédo do sobrenadante, lavagem e coloragdo com cristal violeta 1%.
Cada poco representa o biofilme formado por uma cultura independente.

Apés leitura dos resultados e normalizacdo em funcado dos valores
obtidos para a cepas selvagens, os mutantes covR- demonstraram aumento
variavel, formando cerca de 3 a 17 vezes mais biofilmes in vitro quando

comparados com as respectivas cepas selvagens (p<0.01, ANOVA) (Figura 13).
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Figura 13: Quantificagdo dos biofilmes formados pelas cepas UA159, 20A3 e 5ST1 e respectivas cepas
mutantes. Os valores das leituras obtidos nas cepas selvagens foram definidos como 100% e valores
proporcionais nas cepas mutantes. Difere da cepa selvagem * (p<0.01, ANOVA).
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Ja os mutantes vicK- demonstraram reducao de 3,5 a 5,5 vezes em
relacdo as respectivas cepas selvagens (p<0.01, ANOVA) (Figura 13).
Independentemente do background genético, a presenca de CovR reprimiu a
formacao de biofilme, enquanto que o sistema VicRK funcional estimulou a
formacao de biofilme por S. mutans. Isso demonstra que genétipos distintos de S.
mutans compartilham, pelo menos, alguns mecanismos similares de regulacéo de
fatores de viruléncia.

Em cada amostra, a maior quantidade de biofilme formado esta
relacionada com um decréscimo no numero de células plancténicas (Figura 14).
Isso indica que o numero total de células dentro de cada pog¢o do ensaio foram
préximos e, portanto, os resultados nao refletem um crescimento diferente de

determinada amostra.
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Figura 14: Dados brutos da quantificagdo dos biofilmes formados pelas cepas UA159, 20A3 e 5ST1 e
respectivas cepas mutantes. Os valores das leituras obtidos na formagéo de biofilme estdo representados
por barras, e os valores das leituras obtidas no crescimento planctonico estdo representados pelos
circulos preenchidos. * (p<0.01, ANOVA).

5.3. Os sISTEMAS COVR E VICRK CONTROLAM A EXPRESSAO DOS GENES GBPB,

GFTB, GTFC E GTFD.
O sistema VicRK induz a expressao de gtfB/C/D e gbpB (Senadheera et
al., 2005) enquanto que CovR reprime a expressado de, pelo menos, gtfB/C/D e
gbpC (Sato et al., 2000; Idone et al., 2003; Biswas & Biswas 2006). Nas trés cepas
mutantes covR-, a expressao de gifB foi altamente afetada, elevando-se a valores
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de 15 a 17 vezes mais que na cepa selvagem. Nos mesmos mutantes, a
expressao de gtfC foi de 2,5 a 4,5 vezes maior e de gtfD, 2 a 4 vezes maior
(Figura 15). Em adicdo, obtivemos dados inéditos de que a inativagdo de covR
promove um aumento significativo na expressao de gbpB na cepa UA159. Este
achado foi confirmado em outros isolados clinicos de S. mutans (20A2 e 5ST1),
revelando um aumento de 1,5 a 2,6 vezes dependendo do gendtipo (Figura 15).

2000 * . « [] gtfB
1500

[ & & il
450 = W gtD

400 [ gbpB

350
300
250

200
150

100 ’7
0

Expressao relativa ao selvagem (% WT)

WT —m ———— WTNe— ——— WT\—ruo —

covR- covR- covR-

ki |

UA159 20A3 5ST1

Figura 15: Expressdo génica nas cepas selvagens e mutantes covR-. Os niveis de transcritos
foram avaliados por RT-PCR quantitativo. O valor de expressao de cada um dos genes das
cepas selvagens foi definido como 100%, e os niveis de expressao nos respectivos mutantes
covR- em fungao desse valor. Utilizando o teste ANOVA nos dados absolutos, diferem da cepa
selvagem em **p<0.05 ou *p<0.01.

A andlise dos resultados da alta formacéo de biofilme pela cepa 5ST1
covR- com os niveis de expressao génica dessa cepa, quando equiparadas com
os demais resultados de outros mutantes covR, ndo forneceram correlacdo de
aumento de expressao génica que justificasse o aumento excessivo na formacgéo
de biofilme por essa cepa, indicando que outros mecanismos além dos propostos

a analise podem ter contribuido para esse fenétipo.
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A complementacdo das cepas com 0s genes covR e vicK in trans
restaurou o nivel de expressdo génica nas cepas estudadas. Utilizando a cepa
UA159 como exemplo, a expressao de gtfB no mutante covR-, 17 vezes mais
expressa, retornou a niveis proximos a expressao da cepa selvagem (Figura 16).
Foi notado que, de forma geral, quanto maior a diferenca de expressao entre cepa
WT e mutante, maior o desvio padrdo, como, por exemplo, a expressao de gtfB
em covR+ ou a expressao de gitfD em vicK+ (Figura 16). Isto foi uma variacao
considerada normal, que é provavelmente devido ao numero de copias do

plasmideo.
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Figura 16: Expressao génica na cepa UA159. Amostras selvagem (WT), mutantes (-) e
mutantes complementados (+). O valor de expressdo de cada um dos genes na cepa
WT foi definido como 100%, e os niveis de expressao das demais amostras em funcao
desse valor. Utilizando o teste ANOVA nos dados absolutos, diferem da cepa selvagem
em **p<0.05 ou *p<0.01.

Em complementacdo aos resultados dos ensaios de expressao génica,
quantificamos a traducdo de GbpB nas cepas selvagens e mutantes. Devido ao
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fato da GbpB ser uma proteina encontrada na forma secretada e associada a
célula (Mattos-Graner et al., 2006), as analises de western blot foram realizadas
tanto no extrato protéico total, como no sobrenadante das culturas.

A cepa UA159 na auséncia de CovR produziu 3.5 vezes mais GbpB,
tanto no extrato protéico total, como no sobrenadante de cultura. Ja a cepa 20A3
covR- demonstrou aumento de 3.5 vezes apenas no extrato protéico total,
enquanto que no sobrenadante as quantidades permaneciam similares com as da
respectiva cepa WT. No gendtipo 5ST1 covR-, um leve aumento de 1,5 vezes na
quantidade de GbpB foi observado tanto no extrato protéico total como no
sobrenadante (Figura 17). De forma geral, o extrato protéico celular total mostrou-

se mais discriminatério nesses ensaios.
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Figura 17: Producdo de GbpB nas cepas selvagens e covR- (A) e vicK- (B). O valor de densitometria
de GbpB obtido para a cepa WT foi definido como 100%, e os niveis das demais amostras em fungao
desse valor. Extrato protéico celular total (Cel.) e Sobrenadante de cultura (Sob.). Utilizando o teste
ANOVA nos dados absolutos, diferem da cepa selvagem em **p<0.05 ou *p<0.01.

Ja a auséncia de VicK na cepa UA159 reduziu em 8.3 vezes a
quantidade de GbpB no extrato protéico total e 17 vezes no sobrenadante de
cultura. Em 20A3 vicK- nao houve diferenca de quantidades de GbpB no extrato

protéico celular, entretanto, foi encontrada uma diminuicao de 60% da quantidade
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Stipp, RN. Tese de Doutorado - Resultados.

de GbpB no sobrenadante de cultura, em comparacdo com a respectiva cepa WT.
No genétipo 5ST1 vicK-, houve queda de cerca de 5 e 3 vezes na quantidade de
GbpB, no extrato protéico total e sobrenadante, respectivamente (Figura 17).

A complementacdo das cepas com os genes covR e vicK in trans
restaurou o nivel de GbpB alterado, tanto no sobrenadante, como no extrato
protéico celular total (Figura 18). Na Figura 18, quadro C, é apresentado o SDS-
PAGE das proteinas totais, mostrando a igualdade entre as cargas protéicas
utilizadas nos experimentos.

CEPA UA159

Experimento 1 Experimento 2

WT covR- vicK- covR+ vicK+ covR- vicK- covR+ vicK+

Sobrenadante -v - — *— - A
Extrato celular total * — — ".- ’ - B
kDa
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49
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Figura 18: Western blot representativo dos experimentos de quantificagdo de GbpB na
cepa UA159 e amostras derivadas. Em A, GbpB presente no sobrenadante de cultura.
Em B, GbpB presente no extrato protéico celular total. Em C, SDS-PAGE das
respectivas amostras (5ug do extrato protéico celular total, por canaleta) corado com
Coomassie.

A GbpB também é regulada pelo sistema VicKR, como demonstrado
em estudos anteriores na cepa UA159 e confirmado neste projeto com as cepas
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5ST1 e 20A2. Nesse estudo demonstramos um novo mecanismo regulador de
GbpB na espécie S. mutans, por CovR. Estes dados sugerem que ambos os TCS
compartilham pelo menos alguns genes de viruléncia em S. mutans.

A despeito destes achados, a grande quantidade de possiveis genes
regulados por esses sistemas nos motivou a uma colaboracdo com a Dra.
Margaret J. Duncan do Departamento de Genética Molecular do The Forsyth
Institute, Boston, MA, EUA, para caracterizar os regulons de CovR e VicKR na
espécie S. mutans, utilizando ensaios microarray para rastreamento dos genes

alvos.

5.4. COMPARACAO DO PERFIL DE TRANSCRICAO BASEADO EM MICROARRAY.

Para caracterizar os regulons de CovR e VicKR, as comparacdes de
transcriptomas foram realizadas em quadruplicata com a cepa UA159 e mutantes
covR- e vicK-, totalizando 16 valores de leitura por gene.

5.4.1 MUTANTE coVR.

Utilizando os critérios de corte conservador propostos, um total de 23
genes foram super expressos na auséncia de CovR, incluindo os ja
conhecidamente controlados por esse regulador. Os dados obtidos via microarray
foram confirmados via gPCR em ensaios independentes. A Tabela 3 resume os
dados obtidos nos experimentos, sendo os genes designados pelo numero de
anotacao NCBI.

A expressdao génica aumentada no mutante covR- implica que CovR
atua in vivo como repressor da transcricdo. Diversos genes codificadores de
proteinas e enzimas associadas com a estrutura e biogénese de parede celular

foram super expressos no mutante covR-.
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Tabela 3: Selecdo dos genes modulados por CovR identificados pela comparagdo do perfil de transcricdo
baseado em microarray.

Gene Variagdo em  Variagdo em vezes  Valorde p

(Namero do Tﬁgngo d%m"eér‘]‘g' vezes por RT-PCR (RT-PCR
GenBank) 9 (microarray) +DP quantitativo)
SMU.22 Gilucan binding protein B [gbpB] NS 1.54 +0.12 <0.05
SMU.575¢ Putative membrane protein 719 456 +3.15 <0.05
SMU.1091 Possible cell wall protein [wapE] 2.60 1.8 +0.11 <0.05
SMU.1395¢c  Hypothetical protein, between /epA 20.65 2.98 +0.32 <0.01
cell division and gbpC
SMU.1434c  Putative glycolsyltransferase 4.31 2.90 +0.39 <0.01
SMU.1437¢ - utative UDP-N-acetylglucosamine 3.49 254 10.32 <0.01
2-epimerase [yvyH]
SMU.1599 Putative transcriptional regulator 125.30 3.82 +2.51 <0.05
SMU.1918¢ Putatlive membrane-associated 4.91 187 +0.35 <0.01
protein [dedA]
SMU.1988c  Putative DNA binding protein 2.66 1.51 +0.43 <0.05
SMU.2147c  Cell wall protein with lysM domain 2.59 1.8 +0.09 <0.01
Genes ja conhecidamente sob controle de CovR
SMU.910 Glucosyltransferase D [gtfD] 1.77 2.01 +0. 21 <0.01
SMU.1004 Glucosyltransferase B [gtfB] 22.03 17.22 + 3.00 <0.01
SMU.1005 Glucosyltransferase D [gtfC] 2.50 4.56 + 0.89 <0.01
SMU.1396 Glucan binding protein C [gbpC] 12.42 ND ND
SMU.1924 Response regulator [covR] NA NA ND

NA: sem amplicon detectado; ND: n&o determinado; NS: néo estatistico; DP: desvio padréao.

GbpB possui similaridade a hidrolases de peptideoglicano e,
interessantemente, a proteina codificada pelo gene SMU.575¢c é anotada como
reguladora de hidrolases de peptidoglicano. A provavel proteina de parede WapE
(SMU.1091) possui significante similaridade a proteinas de superficie de outros
estreptococos e lactobacilos. O gene SMU.1395¢ é uma pequena fase aberta de
leitura de 129 pares de base, localizada apds gpbC e antes de lepA, ambos genes
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codificantes de proteinas que podem estar envolvidas em processos associados a
parede celular; entretanto, a proteina codificada por SMU.1395¢c nao possui
identidade com outras presentes no banco de dados.

CovR também controla a expressao do provavel operon SMU.1434c/
SMU.1435¢/SMU.1436¢/SMU.1437c. Os genes SMU.1434c e SMU.1437c
codificam, respectivamente, uma provavel glicosiltransferase e uma UDP-N-
acetilglicosamina 2-epimerase, que podem estar envolvidas na sintese de parede
celular. A proteina codificada pelo gene SMU.2147c possui dois dominios, um
dominio LysM, envolvido na ligacdo de peptideoglicano e sua degradacao, e outro
dominio transglicosilase, que pode hidrolisar pontes entre unidades de acgucar.

5.4.2 MUTANTE VIcK.

Utilizando os critérios de corte conservador propostos, um total de 30
genes foram reprimidos na auséncia de VicK, incluindo os ja conhecidamente
controlados por esse TCS. Os dados obtidos via microarray foram confirmados via
gPCR em ensaios independentes. A Tabela 4 resume os dados obtidos nos
experimentos, sendo os genes designados pelo numero de anotacdo NCBI.

A expressao génica diminuida no mutante vicK- implica que sistema
atua in vivo como ativador da transcricdo. A analise do transcriptoma da cepa
mutante vicK- demonstrou que muitos genes reprimidos possuem funcoes
provaveis na biogénese de parede celular. O nivel de transcritos para o gene vicK
foi zero (nivel de fundo), uma vez que este gene foi removido por mutagénese; ja

o regulador de resposta cognato vicR, demonstrou estar reprimido duas vezes.
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Tabela 4: Selegdo dos genes modulados pelo sistema VicRK identificados pela comparacdo do perfil de
transcricdo baseado em microarray.

Gene FUNCAo orovavel Variagdo em  Variagdo em vezes  Valorde p
(NGmero do [nor%e d‘(’) one] vezes por RT-PCR (RT-PCR
GenBank) 9 (microarray) +DP quantitativo)
SMU.22 Glucan binding protein B [gbpB] -3.45 -2.24 +0.38 <0.01
SMU.367 Gilucan binding protein [gbp] 217 -1.45 +0.10 <0.05
ey | AeElecdor el el e +16.13 +13.67 +4.77 <0.01
precursor
SMU.772 Glucan binding protein D [gbpD] -2.17 -1.85 +0.44 <0.05
SMU.910 Glucosyltransferase D [gtfD] -6.25 -14.08 +5.07 <0.01
SMU.1003 Glycose-inhibited division protein 133 142 +0.16 <0.05
[gidA]
SMU.1091 Cell wall protein [wapE] -2.78 -1.69 +0.40 <0.05
SMU.1516 Sensor kinase [vicK] NA NA ND
SMU.1517 Response regulator [vicH] -1.72 -2.12 +0.23 <0.01
SMU.2146¢c  Immunodominant antigen -14.29 -15.20 +3.04 <0.01
SMU.2147c  Cell wall protein with lysM domain -3.45 -3.51 +0.54 <0.01

NA: sem amplicon detectado; ND: n&o determinado; DP: desvio padrao.

A regulacdo da expressdao de gbpB (SMU.22) por VicR ja foi
previamente determinada. A partir das nossas analises de microarray, dois outros
genes responsaveis por codificar proteinas ligadoras de glucano também estavam
com sua expressao reprimida; um codifica a proteina ligadora de glucano D
(SMU.772, gbpD), que possui atividade de ligadora confirmada (Shah & Russell,
2004) e outro (SMU.367), codificante de uma proteina com similaridade a outras
proteinas ligadoras de glucano, porém sem atividade experimentalmente
confirmada. A proteina codificada por SMU.367 possui ainda dois dominios, LysM
e CHAP, conforme resultados de BLAST.

Ao contrario dos demais genes, a expressao de SMU.609 foi
significativamente aumentada na auséncia de VicK. Embora este gene esteja
anotado como codificador de uma proteina 40kDa precursora de parede celular, a
fase aberta de leitura codifica uma proteina de 67kDa, na seqiéncia da qual sao
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encontrados dominios repetidos associados com a fungdo de hidrolase de
mureina. Estes dominios, se removidos, afetam a capacidade hidrolitica de
mureina (Catt & Gregory, 2005).

A expressao do gene wapE (SMU.1091) foi reprimida no mutante vicK-,
em oposicdo ao encontrado no mutante covR-. O gene SMU.1003 foi anotado
como codificador de proteina de divisdo inibida pela glicose (GidA). Em E coli,
mutantes do gene gidA possuem divisdo celular afetada quando crescidos em
glicose (von Meyenberg et al., 1982). Em S. mutans, o gene possui similaridade a
tRNA metilases, e ndao é demonstrado experimentalmente sua participagdo na
biogénese de parede celular.

O gene SMU.2146¢ é responsavel por codificar um provavel antigeno
imunodominante que possivelmente contém dominio com ancoragem na parede
celular. No genoma, apresenta-se contiguo com o gene SMU.2147c, que teve sua
expressao afetada tanto pela mutagdo de covR-, como pela de vicK-. Entretanto,
nao parecem formar operon entre si, por terem cada um seu suposto promotor na

regiao 5', mas outros estudos sdo necessarios para responder essa questao.

5.5. CovR E VICR REGULAM DIRETAMENTE GENES PROVAVELMENTE
ENVOLVIDOS NA BIOGENESE DE PAREDE CELULAR.

Os reguladores r-CovR ou r-VicR foram submetidos a ensaios de EMSA
com as sequéncias reguladoras dos genes identificados por microarray, para
confirmar ou nao a interacao direta. Seqiéncias em torno de 300pb foram geradas
por PCR, marcadas e incubadas com as proteinas regulatorias recombinantes,
previamente tratadas em condi¢édo fosforilantes ou ndo. Entretanto, as condicbes
de fosforilagdo ndo foram necessarias para as reagoes de ligacao in vitro, tanto
para r-CovR, como para r-VicR, como previamente descrito (Senadheera et al.,
2005; Biswas & Biswas, 2006).

Para o ensaio de EMSA com r-CovR, utilizamos a regido do promotor
de covR como controle positivo, devido a sua auto regulacao estabelecida (Chong
et al., 2008b) e a selecao de genes da Tabela 3.
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Além dos alvos de CovR previamente identificados gtfB, gtfC, covR,
CovR também foi capaz de ligar-se a quatro novas regides promotoras SMU.22
(gbpB), SMU.1091 (wapE), SMU.1437 (yvyH) e SMU.2147 (lysM) (Figura 19). Isso
demonstra um novo aspecto no regulon de CovR, que é a regulacdo de genes
com possiveis fungdes na biogénese de parede celular. Entretanto, CovR néo foi
capaz de se ligar aos promotores de gtfD (SMU.910), SMU.1434c, SMU.575c e
SMU.1395¢, que também podem ter possivel fungcdo na biogénese de parede

celular e/ou viruléncia.

SMU.1924 SMU.22 SMU.1091 SMU.2147¢
coVR (positive control) Cold qbpB Cold wapE Cold lysM Cold
DNA ————"1DNA ————]DNA ———1DNA

uuumu kuu V UUU

SMU.1437 SMU.1434c SMU.910
yvyH (first gene in operon) putative gtf (last gene in operon) gtfD
Cold Cold Cold

———— 1DNA ———— 1DNA —— ]DNA

|

R Wil

Figura 19: Experimentos de EMSA com as seqiiéncias reguladoras dos genes indicados em
presenga de concentragdes crescentes de r-CovR (0, 0.25, 0.5, 0.75, e 1umoles). Na dultima
canaleta, repeticdo da concentragcdo mais alta de r-CovR (1umoles) na presenca de DNA "frio" (ndo
marcado) em excesso de 120 vezes. A ligacdo de r-CovR no DNA ndo marcado em excesso e,
conseqlentemente, liberacdo do DNA marcado, atesta a especificidade da reacao.

Para o ensaio de EMSA com r-VicR, utilizamos a regidao do promotor de
gtfC como controle positivo, devido a sua regulacao ja estabelecida (Senadheera
et al., 2005) e uma selecao dos genes da Tabela 4.

Além dos alvos de VicR previamente identificados em gtfB, gtfC, gtfD e
gbpB, o regulador VicR também foi capaz de ligar-se a cinco novas regides
promotoras, dos genes codificantes das possiveis proteinas: ligadora de glucano
SMU.367 (gbp), precursora de parede celular SMU.609, de divisdo inibida pela
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glicose SMU.1003 (gidA), de parede celular WapE SMU.1091 (wapE) e de parede
celular LysM SMU.2147¢c (lysM) (Figura 20). Todas estas regides pertencem a
genes supostamente envolvidos na biogénese de parede celular. Como controle
negativo das reacoes, foi utilizada a seqiéncia promotora do gene covR.

SMU.1005 gtfC (positive control) SMU.1003 gidA SMU.367 gbp

Cold Cold Cold
—_——— 1 o —_——— 1 o 1 A
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SMU.609 SMU.22 gbpB SMU.2147¢
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SMU.910 gftD SMU.1091 wapE SMU.1924 covR
(negative control)
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Figura 20: Experimentos de EMSA com as seqiiéncias reguladoras dos genes indicados em
presenga de concentragdes crescentes de r-VicR (0, 1, 2, 3, e 4umoles). Na lltima canaleta,
repeticdo da concentragdo mais alta de r-VicR (4umoles) na presenga de DNA "frio" (ndo
marcado) em excesso de 200 vezes. A ligacao de r-VicR no DNA ndo marcado em excesso e,
conseqlientemente, liberacdo do DNA marcado, atesta a especificidade da reagao.
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5.6. Co-LIGACAO DE COVR E VICR A PROMOTORES ESPECIFICOS.

Como os reguladores de resposta VicR e CovR compartilharam alguns
genes em seu regulon e, utilizando-se de gtfC como controle positivo,
submetemos os genes lysM e gbpB em ensaios de EMSA para demonstrar se a
ligacdo na regiao operadora é provavelmente competitiva pelo mesmo sitio ou

independente, em sitios diferentes (Figura 21).

SMU.1005 gifC SMU.22 gbpB SMU.2147c lysM
TN T R
uuv hu ;uv d
v H b» d
D E A B C D A

Canaleta | A B C E B C D E

CovR pmoles - 1 - 1 1 - 225 - 225225 1 - 1 1
VicR pmoles - - 26 26 26 - - 1.7 1.7 17 - - 21 21 241
DNA ndo marcado | - - - - + - - - - + - - - - +

Figura 21: Experimentos de EMSA com as seqiiéncias reguladoras dos genes indicados na presenga
de r-CovR e r-VicR. Em A, apenas DNA marcado e componentes do tampdo de ligagdo. As
quantidades de r-CovR ou r-VicR foram definidas empiricamente para o complexo proteina-DNA
marcado migrar equivalentemente na mesma corrida (canaleta B e C). Em D, incubagdo de ambos
reguladores e a formagcédo do super-deslocamento (super-shiffy demonstrando a co-ligacdo nos
fragmentos. Em E, adicdo de DNA ndo marcado em excesso de 200 vezes e consequente a ndo
ligagdo das proteinas no DNA marcado.

Conforme esperado, VicR ou CovR foram capazes de se ligar as
regidbes promotoras destes genes, resultando em retardamento da mobilidade
eletroforética (Figura 21, B/C). Quando ambos os reguladores de resposta foram
inseridos na mesma reacdo, observou-se um super deslocamento no fragmento
de DNA. Isto demonstra a capacidade de ambos se ligarem mutuamente nas
regides controladoras dos genes testados, sugerindo, pela primeira vez, que estes
sistemas podem in vivo compartilhar na funcdo de regular a expressao génica.
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5.7. A REMOCAO DOS GENES COVR E VICK INFLUENCIAM CARACTERISTICAS
FENOTIPICAS.

Realizamos andlises fenotipicas simples que, de uma maneira ou outra,
envolvem andlises de caracteristicas de parede celular e que, por esse motivo,
poderiam estar alteradas nas cepas mutantes em relacdo as selvagens, dando

algum suporte aos achados moleculares e encaminhar estudos futuros.

5.7.1 HIDROFOBICIDADE CELULAR.

A Figura 22 ilustra o ensaio de hidrofobicidade celular, como proposto
por Gibbons e Etherden (1983). Suspensbes celulares de mesmo valor de
absorbancia foram reagidas com hexadecano, agitadas e deixadas em repouso
para separacao das duas fases. A fase superior corresponde ao hexadecano (fase
"hidrofébica") e a fase inferior, ao tampao PU (fase "hidrofilica") (Figura 22).
Observamos dados inéditos de que a fase "hidrofobica" reteve alta quantidade de
células, em todos os mutantes vicK-, quando comparados com células das cepas

selvagens, que ficaram retidas em altas quantidades na fase "hidrofilica".

WT

Figura 22: Imagem representativa dos ensaios de hidrofobicidade dos mutantes covR-
e vicR- e respectiva cepa selagem UA159. Em A), Células em tampédo PU
As500m=0,900. Em B), Apds realizagdo do ensaio. Em C), Fase de hexadecano
contendo células (fase "hidrofébica"). Em D), Parte mensuravel do ensaio, com
células remanescentes em tampao PU (fase "hidrofilica").
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A Figura 23 ilustra a porcentagem de células dos mutantes covR- e
vicK- e respectivas cepas selvagens (WT) retidas na fase hidrofilica apds
tratamento com hexadecano. Os mutantes vicK- tiveram aumento de 10 vezes na
hidrofobicidade quando comparados a cepa WT, tornando-se altamente
hidrofébicos, provavelmente em decorréncia das alteracdes na superficie da
parede celular, foco de estudos futuros.
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Figura 23: Resultados apds ensaio de hidrofobicidade. Em A), Porcentagem de células dos mutantes
covR- e vicK- e respectivas cepas selvagens (WT) retidas na fase hidrofilica apés tratamento com
hexadecano. Em B, mesmos resultados normalizados em fung¢éo dos valores obtidos para cada um a
das cepas selvagens, definido como 100% e, os valores das demais amostras, em fungédo desse
valor. Utilizando o teste ANOVA nos dados absolutos, diferem do selvagem em *p<0.01.

A inativacao de covR também promoveu aumento da hidrofobicidade,
mas de forma menos acentuada em comparagdo com a inativagdo de vicK. Tal
aumento na hidrofobicidade foi de cerca de 35% quando comparados as cepas
selvagens. Por este ensaio, os backgrounds genéticos nao influenciaram a
hidrofobicidade celular, sendo todas as cepas selvagens semelhantes entre si,
todas as mutantes de covR semelhantes entre si e todas as mutantes de vicK

semelhantes entre si.
5.7.2 SUSCEPTIBILIDADE A AUTOLISE.

A Figura 24 ilustra o ensaio de aut6lise em seu ultimo periodo de leitura
(72h). Visualmente observam-se caracteristicas de maior lise celular nas cepas

selvagens. A inativacdo de vicK promoveu resisténcia ao processo de autdlise.
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Reducdbes significativas do processo de autdlise, mas de menor magnitude em
comparacao aos mutantes vick-, foram observadas com a inativacao de covR.

Figura 24: Imagem representativa dos ensaios de autdlise dos mutantes covR- e
vicR- e respectiva cepa selvagem UA159 apés 72 horas de incubagdo. Em A),
formacéo de bolhas de ar em superficie ap6s agitagdo de 60 segundos em vortex,
de presenga e de quantidade ligada ao aumento (visual) da viscosidade da
solugdo. Em B), células remanescentes em tampao AT, parte mensuravel do
ensaio.

A Figura 25 ilustra a dindmica de autdlise das cepas selvagens (WT)
UA159, 20A3 e 5ST1 e respectivos mutantes covR- e vicK- durante os periodos
analisados. Obtivemos dados inéditos de que os mutantes covR- foram até 30%
mais resistente a autdlise que as cepas WT, descrevendo pela primeira vez a
participacao ou influéncia, ainda que por mecanismo desconhecido, de CovR no
controle do processo de autdlise celular. J& os mutantes vicK- possuem
aproximadamente o dobro de resisténcia quando submetidos a autdlise,
corrobando os dados da participacéo desses sistemas no metabolismo de parede

celular.
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Figura 25: Padrbes de autdlise dos mutantes covR-, vicR- e respectivas cepas selagens (WT,
indicadas acima). As redugbes na absorbancia das suspensdes bacterianas (Assonm inicial=0,900)
foram determinadas apos 24, 48 e 72 horas de incubacdo a 44°C. Utilizando o teste ANOVA nos
dados absolutos, diferem do selvagem no mesmo tempo de analise em *p<0.01.

5.8. A AUSENCIA DE COVvR ou VICRK PARECE INFLUENCIAR A MORFOLOGIA
MICROSCOPICA DE S. MUTANS.

A espécie S. mutans tem como caracteristica morfologica celular tipica
a forma ovococoéide (termo revisado em Zapun et al. 2008), que seria, a grosso
modo, um formato intermediario entre a forma de cocos e bacilos. Na Figura 26,
em A e B, sdo mostradas células de S. mutans selvagem com sua morfologia
tipica. Em C e D, cepa knockout do gene covR, onde observam-se algumas
células de tamanho e forma similar ao selvagem; entretanto, também sao
encontradas células alongadas, com morfologia alterada (setas). Em E e F, cepa
knockout do gene vicK, mostrando clara alteracao na morfologia celular em 100%
das células, caracteristicamente mais esféricas e com cadeias muito extensas. Os
resultados sugerem participacdo desses sistemas no metabolismo de parede

celular.
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vicK-

Figura 26: Dois experimentos de MEV das amostras cultivadas em BHI liquido em aumento de 9000x.
As células bacterianas foram coletadas no inicio da fase estacionaria de crescimento, lavadas em PBS,
depositadas sobre laminulas de vidro e, entdo, processadas para MEV. Em A e B, amostras da cepa
UA159 selvagem. Em C e D, amostras da cepa UA159 knockout de covR. Em E e F, amostras da cepa
UA159 knockout de vicK.

17kU
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5.9. A ESTRUTURA DO BIOFILME INICIAL FORMADO POR S. MUTANS SOFREM
INFLUENCIA DOS SISTEMAS COVR E VIcRK.

Para as anadlises da formacao de biofilme inicial por S. mutans, os
biofilmes foram analisados apés 2 ou 4 horas de crescimento. Em A e B, biofilme
formado pela cepa UA159 selvagem demonstrando um padrdao homogéneo na
superficie, com formag&o de microcolénias mais presente em 4 horas de cultivo
(B, setas) com alguma matriz extracelular observavel. Em C e D, cepa knockout
do gene covR, onde observa-se alteracdo no padrao do biofilme formado, com
formacao de microcoldénias maiores (em 2 e 4h). Em 4 horas, observa-se um
aumento da complexidade das microcolonias formadas, com a presenca de
estruturas que se assemelham com "canais maiores" (setas) e/ou menores.
Observa-se também extensa formacdo de matriz extracelular, o que dificulta,
mesmo em maiores aumentos, a identificagcdo da morfologia celular pela técnica.
Em E e F, cepa knockout do gene vicK, mostrando pouca formacao de biofilme e

microcoldnias esparsas, com quase nenhuma matriz extracelular.
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Figura 27: MEV dos biofilmes iniciais de 2 (A,C e E) e 4 horas (B, D F) em aumento fixo de 1300x. Em A
e B, biofilme formado pela cepa UA159 selvagem mostrando o padrdo homogéneo na superficie, com
formacdo de microcol6nias mais presente em 4 horas de cultivo (B, setas) com alguma matriz
extracelular observavel. Em C e D, cepa knockout do gene covR, observa-se alteragdo no padrao do
biofilme formado, com formacdo de microcolénias maiores (em 2 e 4h). Em 4 horas, observa-se mais
claramente a formacao de estruturas de biofilme contendo algo que se assemelha com "canais maiores"
(setas) e menores. Observa-se também extensa formagdo de matriz extracelular, o que dificulta, mesmo
em maiores aumentos, a identificagdo da morfologia celular. Em E e F, cepa knockout do gene vicK,
mostrando pouca formagao de biofilme e microcolénias com quase nenhuma matriz extracelular.
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6. DISCUSSAO

As analises dos mecanismos de atuacdo global na regulacdo da
expressao de genes de viruléncia de S. mutans sao crescentes, e muitos esforcos
vem sendo realizados para o melhor entendimento destes sistemas. Neste estudo
inativamos os genes covR e vicK (chamados pela anotagcdo do GenBank, de
SMU.1924 e SMU.1516, respectivamente) nas cepas de S. mutans UA159, 20A3
e 5ST1. Diversas abordagens foram realizadas com intuito de obter publicacdes
importantes para a compreensdo dos mecanismos reguladores de fatores de
viruléncia, formacao de biofilme e biogénese de parede celular na espécie S.
mutans.

Através deste projeto aumentamos bastante o alcance de nossas
pesquisas nesta area, além da grande experiéncia adquirida pelo nosso grupo em
estudos genético-moleculares de regulacdo génica bacteriana. Novas técnicas,
nao desenvolvidas anteriormente em nosso laboratério, agora séo realizadas com
relativa facilidade e serdo importantes para os préximos projetos. Diversos
resultados obtidos neste projeto também foram divulgados pelo autor em trés
congressos internacionais, através de duas apresentacgdes orais (IADR) e uma em
pdster (ASM) e em dois congressos nacionais (SBPqO e SBM).

A discussao do trabalho foi agrupada em temas, 0s quais nao
necessariamente correspondem em numero, ordem e/ou titulo com as secdes dos

capitulos 4 e 5.

6.1. Os SISTEMAS CoVR E VICRK CONTROLAM A EXPRESSAO DE GENES
IMPORTANTES PARA A COLONIZAGAO DE S. MUTANS

O interesse nos processos que controlam o desenvolvimento de
biofilmes & constante na area de microbiologia. InUmeras patologias sao biofilme-
dependentes, resultado da habilidade de organismos especificos em se acumular

sobre superficies relativamente rigidas e desenvolver caracteristicas competitivas.
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Neste estudo, confirmamos a importadncia do TCS VicRK para a formacao de
biofilme em gendtipos de S. mutans, indicando que este mecanismo pode ser
compartilhado intra-espécie. Também estabelecemos o regulador covR como
fundamental no controle da formacéao de biofilme em trés gendbtipos distintos de S.
mutans.

Ambos TCS controlam diretamente genes que codificam proteinas
importantes para a colonizacdo de S. mutans. As analises e busca de diferengas
entre mutantes e cepas selvagens foram realizadas apds definida a curva de
crescimento bacteriano em sistema fechado, onde os microrganismos atingem
uma fase de multiplicacéo por fissdo binaria (crescimento exponencial), na qual as
divisdbes ocorrem em intervalos regulares de tempo (tempo de geracédo). As
analises nestas culturas sdo Uteis para estudos comparativos entre mutantes de
genes especificos e a cepa selvagem ou entre cepas distintas, uma vez que
populacbes bacterianas com caracteristicas fisioldgicas relativamente
homogéneas sao obtidas (Madigan et al., 2004).

A ligacdo entre a auséncia de regulador covR e a maior expressao
génica de glicosiltransferases ja era conhecida (Idone et al., 2003; Biswas &
Biswas, 2006). Entretanto, em ambos o0s estudos anteriores n&do foram
encontradas diferengas na formacgéo de biofilme quando comparado o mutante de
covR- e cepa WT, o que parece contraditério de acordo com as funcdes das
proteinas Gtfs e sua expressao aumentada (Banas & Vickerman, 2003).

No primeiro estudo, covR foi detectado apenas como controlador de
gtfD e gbpC e a metodologia de quantificacdo da formacéao de biofilme utilizada foi
em tubos de boro-silicato (ldone et al, 2003). Embora os resultados
aparentemente apontem uma tendéncia de maior formagao de biofilme por covR-,
nao houve diferenca estatistica, o que pode ter ocorrido devido a grande variacao
intra experimento obtida naquele estudo, observavel pelo tamanho do desvio
padrao indicado no gréafico (ldone et al., 2003). De qualquer forma, os autores
discutiram que a alteracdo na proporcdo de Gifs e, especificamente, a maior
producdo de GtfD, poderia levar a uma aderéncia dependente de glucanos
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soluveis e, assim, um biofilme ndo aderido. A proporcao 6tima para a aderéncia de
S. mutans parece ser de 20:1:4 de gtfB/gtfC/gtfD (Ooshima et al., 2001). Embora
os métodos de obtencdo destes dados e da real necessidade de exatidao dessa
proporcdo para a aderéncia sejam questionaveis, CovR também controla gtfB/C
(Biswas & Biswas, 2006), além de outros fatores também envolvidos, como
gbpB/C. Considerando que mutantes covR- terdo ndao apenas mais expressao de
gtfD, e sim de gtfB/C/D e gbpB/C, questionamos que a justificativa ndo suporta o
experimento com sua variacao, e que melhoras na metodologia poderiam revelar a
maior producéao de biofilmes por mutantes covR-.

Em outro estudo por Biswas e Biswas (2006), a quantificacdo do
biofilme ocorreu através de ensaios similares ao utilizado nesta pesquisa (item
5.2). Entretanto, as condicdes de 1% de sacarose e tempos de 20 a 48 horas
utilizadas naquele estudo levaram a condi¢cées saturadas de crescimento. Por
esse motivo, ndo houve sensibilidade suficiente para diferir as amostras na
quantificacdo da formacao de biofilme entre WT e cepa covR-. Ensaios com
nossas amostras em condi¢des similares as descritas por Biswas e Biswas (2006),
indicaram saturacao no ensaio e consequente perda de sensibilidade (dados néo
mostrados).

A super expressao de gtfB, gtfC, gtfD, gbpB (Figura 15) em todos os
mutantes covR- provavelmente foi a responsavel pela alta formacao de biofilme
(Figura 12 e 13) nas amostras covR-. Em suporte aos ensaios quantitativos de
formagéo de biofilme, foram realizadas imagens em MEV dos biofilmes em sua
fase inicial formados por esses mutantes (Figura 27). Estudos anteriores
realizaram MEV de biofilmes formados por mutante covR- (ldone et al., 2003,
Biswas & Biswas 2006), entretanto em condicdes de formagao tardia. Diferencas
mais claras puderam ser observadas entre mutante covR- e cepa selvagem
analisando-se estes estagios iniciais (Figura 27).

Estes dados abrem espaco para discussdo se CovR pode ser
importante apenas no inicio da formacao do biofilme, controlando uma formacgao

de biofilme mais "lenta" e, talvez, ordenada (Figura 27 A,B), em cepas selvagens,
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ou se sua participacao é simplesmente reprimida em biofilmes "maduros”, motivo
pelo qual cepas selvagens igualariam as quantidades de biofilmes produzidos
apds longo periodos de incubacdo. Para responder essas questdes sao
necessarios estudos que envolvam dindmica de formacdo de biofiime em
reatores/quimiostatos ou outras metodologias.

Dentro do objetivo do estudo e dos ensaios realizados, ndo observamos
grandes diferencas entre expressdao génica de gtfs e gbpB que expliquem a
formacao exacerbada de biofilme pelo mutante 5ST1 covR- (Figura 13). Outros
estudos que avaliem a expressdo génica, quantidade de proteinas Gtfs/Gbps
presentes e atividade destas podem elucidar a questdo. Temos indicios que 5ST1
possui provavel(is) polimorfismo(s) na GtfB produzida (Stipp et al., 2008), porém, o
mecanismo exato e, se esse polimorfismo na auséncia de CovR é responsavel por
esse fenédtipo exacerbado, ainda é desconhecido. Em adi¢do, em todas as cepas
de S. mutans analisadas até o momento, a proteina covS, sensora cognata de
covR, nao foi identificada (Chong et al., 2008b). Ha a possibilidade de que outras
histidinas quinases possam ativar, direta ou indiretamente, o regulador CovR.
Ainda assim, diferentes genétipos de S. mutans diferem a respeito do seu nimero
de TCS presentes no genoma (Biswas et al., 2008). Como e quando essa
diversidade genética influencia a resposta bacteriana aos estimulos ambientais
ainda necessita investigacéo.

As areas contendo os possiveis promotores e operadores dos genes
gtfB, gtfC, gtfD, gbpB foram submetidas a ensaios de EMSA com a proteina r-
CovR. CovR demonstrou ser capaz de ligar-se diretamente a gtfB, gtfC (Biswas &
Biswas, 2006) e gbpB, mas nao a gtfD, revelando um mecanismo indireto de
influéncia em gtfD, ndo explicavel pelas andlises feitas neste estudo. Entretanto,
esse fendmeno foi conservado entre diferentes genotipos.

A ligacdo de CovR a area promotora ou operadora de gbpB
demonstrou o controle direto da expressao deste gene por CovR (Figura 19). Os
dados de expressdo génica foram assegurados pela quantificacdo de GbpB
presente nas células e no meio de cultura bacteriano. Foi detectada uma diferenca
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maior entre cepa selvagem e cepa mutante no nivel de proteinas (Figura 17), do
gue quando avaliado o nivel de transcritos (Figuras 15 e 16), embora em ambos
os ensaios haja concordancia sobre o qualitativo da remocdo de covR. E
importante ressaltar que a comparacgao direta entre quantidade de proteina pode
nao ser linear com a expressao génica, pois o nivel de proteina sofre influéncia de
varios fatores. Como exemplo desses fatores, ha acdo de proteases que
influenciam a estabilidade das proteinas secretadas e mecanismos de regulacéo
pos-transcricional que podem atuar na estabilidade dos transcritos e/ou na
velocidade ou eficiéncia da traducao dos mesmos. Ha também o envolvimento de
metodologias diferentes na amplificacdo do sinal para serem realizadas as
quantificacbes (western blot versus qPCR), que também em condi¢des
particulares poderiam ocasionar a nao linearidade.

O controle da expressdao génica de glicosiltransferases e gbpB e
formacao de biofilme pelo sistema VicRK ja era conhecida, através principalmente
de andlises com o mutante Smuvic+, uma variante genética construida que possui
constante elevada expressao do sistema VicRK (Senadheera et al., 2005). Neste
trabalho, confirmarmos os dados em mais dois gendtipos de S. mutans com o
mutante vicK-. A menor formacdo de biofilme foi semelhante em todos os
backgrounds genéticos (Figura 12 e 13), e corrobora os achados moleculares que
indicam menor expressao de gtfB/C/D e gbpB nesses mutantes, com atuacao
direta de VicR nas provaveis regidoes promotoras/operadoras destes genes, como
revelado por ensaios de EMSA.

As analises de MEV dos biofilmes iniciais do mutante vicK-
demonstraram pouca formagado de microcol6nias por este mutante (Figura 27),
implicando que a presenca do TCS VicRK funcional é necessaria para, pelo
menos, a correta aderéncia e inicio da formagédo de biofilme por S. mutans em
superficies rigidas. Ainda nessas amostras, é notavel a auséncia de material
extracelular em torno das células que compde as microcolénias (Figura 27),
provavelmente devido a menor expressao de gtfB/C/D e gbpB (Figura 16).

69



6.2. Os SISTEMAS COVR E VICRK CONTROLAM A EXPRESSAO DE GENES
POSSIVELMENTE ENVOLVIDOS COM A BIOSINTESE DE PAREDE CELULAR.

Em biologia, o termo regulon define a colecdo de genes ou operons que
possuem expressao sob controle da mesma proteina regulatéria. Esse termo
geralmente é utilizado para sistemas procarioticos, onde a ativacdo para o
desencadeamento do controle geralmente sdo fatores ou estimulos externos
(Stock et al., 2000). Neste trabalho, chamaremos de regulon direto a colecao de
genes ou operons que possuam interagdo com proteina regulatéria em sua area
promotora e/ou operadora, € de regulon indireto, aqueles genes 0s quais
mostram-se alterados na auséncia do TCS ou da proteina regulatéria, porém, a
proteina regulatéria ndo tem capacidade de interacdo com as areas promotora
e/ou operadora detectavel.

CovR, também conhecido como CsrR, é um dos reguladores mais bem
estudados em GAS e GBS. Foi primeiramente identificado como regulador
negativo da sintese de cépsula extracelular em GAS (Levin & Wessels, 1998) e,
apos, estabelecido como regulador de diversos outros genes de viruléncia
(Federle et al., 1999). Estima-se que o regulon de CovR abranja cerca de 15% dos
genes de GAS (Graham et al, 2002). Em GBS, CovR pode atuar tanto como
regulador positivo, como negativo, de genes associados a viruléncia (revisado em
Churchward, 2007).

Em S. mutans, este € o primeiro trabalho a avaliar o regulon estendido
de CovR. A expressado génica aumentada no mutante covR- implica que CovR
atua in vivo como repressor da transcricdo. Diversos genes codificadores de
proteinas e enzimas associadas com a estrutura e biogénese de parede celular
foram super expressos no mutante covR- (ltem 5.4.1). Em adicdo aqueles ja
discutidos (Item 6.1), os alvos de CovR incluem o gene wapE, que codifica uma
proteina hipotética que contém em sua parte c-terminal o dominio LPXTG, de
funcdo de ancoragem protéica em paredes celulares Gram-positivas, enquanto
nao possui outro dominio conservado identificavel. O gene wapE estd a montante

e na mesma orientacdo do gene SMU.1093, codificante de um provavel sistema
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ABC-transportador/permease da familia FtsX, e do gene SMU.1094, codificante de
um provavel sistema ABC-transportador da familia FtsE. As proteinas FtsX/E
ligadoras de ATP estdo envolvidas diretamente na divisdo celular (Corbin et al.,
2007). O genoma de S. mutans contem um segundo par de genes, SMU.1324c e
1325¢c, anotados como ftsXE, embora atualmente, a similaridade com outras
espécies seja bem menor do que os valores conseguidos para SMU.1093 e
SMU.1094 .

Outros genes sob controle de CovR fazem parte de um operon de
quatro cistrons. SMU.1437 (yvyH) é o primeiro gene desse provavel operon que
inclui mais dois genes que codificam duas proteinas hipotéticas e uma possivel
glicosiltransferase (SMU.1434c). A proteina codificada pelo gene SMU.1434c pode
estar envolvida na transferéncia de unidades de agucar de UDP-glicose, UDP-N-
acetil-galactosamina para formacdo de &acidos teicéicos. O gene SMU.1437,
codifica uma proteina anotada como UDP-N-acetilglicosamina 2-epimerase, que
catalisa a inter-conversao de  UDP-N-acetilglicosamina e  UDP-N-
acetilmanosamina (UDP-ManNAc) (Yokoyama et al., 1989). UDP-ManNAc é
requerida para a fixacao de acidos teicoicos na parede celular (Campbell et al.,
2000).

Outro gene também regulado por CovR é SMU.2147c, que possui dois
dominios, um LysM, envolvido na ligacdo de peptideoglicano e sua degradacgéao, e
outro dominio transglicosilase, que pode hidrolisar pontes entre unidades de
acucar. Tais dominios sdo comuns em autolisinas (Layec et al., 2008).

Genes que foram super expressos na auséncia de covR incluem
SMU.575¢, SMU.1395¢, SMU.1918¢c, SMU.1599 e SMU.1988c, entretanto, estes
nao sao diretamente regulados por CovR, conforme resultados de EMSA, sendo
aqui considerados como parte do regulon indireto de CovR. Exceto por SMU.1599
e SMU.1988c, anotados como codificante de um fator de transcricdo e proteina
ligadora de DNA respectivamente, os demais codificam proteinas com possiveis
funcdes na biogénese de parede celular, de acordo com buscas de similaridade
via BLAST.
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O gene SMU.575c¢ codifica uma proteina hipotética de membrana da
superfamilia LrgA. Em S. aureus, IrgA forma um operon com IrgB, e suas
atividades inibem hidrolases de mureina e aumentam a tolerancia a antibioticos.
Ambos sao regulados pelo TCS LytSR (Groicher et al., 2000). Interessantemente,
no genoma de S. mutans, IrgA esta adjacente de IrgB (SMU.575¢c e SMU.574c,
respectivamente) e lytRS (SMU.576¢c e SMU.577¢c). O gene SMU.1395¢c é uma
pequena fase aberta de leitura de 129 pares de base, localizada apds gpbC e
antes de /lepA, ambos genes codificantes de provaveis proteinas que podem estar
envolvidas em processos associados a parede celular; entretanto, a proteina
codificada por SMU.1395c¢ ndo possui identidade com outras presentes no banco
de dados (acesso até 15-JAN-2010). O gene SMU.1918c codifica uma provavel
proteina de membrana da familia DedA, identificada na maioria dos genomas
bacterianos, entretanto, de funcdo ainda nao estabelecida. Recentemente,
mutantes de dois genes da familia DedA em E. coli mostraram niveis de
fosfolipidios alterados e inabilidade de completar a divisdo celular (Thompkins et
al., 2008).

Para os genes do regulon indireto, nos quais CovR nao interage com
suas regibes promotora e/ou operadora, o aumento de expressdao pode ser
explicado pela interacdo direta ou indireta com outros reguladores e/ou produtos
génicos, nao identificados, que interfiram ou influenciem a expressao génica.

Para definir o regulon de VicRK, construimos um mutante knockout de
vicK, que é viavel (Senadheera et al., 2005). Embora essa deleg¢édo leve a uma
reducao na expressao de VicR (Figura 9), a viabilidade do mutante implica que ha
alguma funcionalidade de VicR, possivelmente pela fosforilacdo por outras
histidinas quinase ou pequenos grupos doadores de fosfato, como sugerido por
Winkler e Hoch (2008). Ha também a proposicao de que o TCS LiaFSR e VicRK
podem se comunicar (Suntharalingam et al., 2009; Tremblay et al., 2009), e
podem contribuir para alguma regulacédo indireta. Entretanto, essas fontes de
fosforilagcdo ndo garantem total atividade de VicR e asseguram a confiabilidade de

analise por esse mutante, conforme demonstrado pela baixa expressao dos genes
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controle (gtfB/C/D e gbpB) em comparacao de microarray e qPRC (Figura 16,
Tabela 4) e 90% da reducdo dos niveis de GbpB comparada com a cepa
selvagem (Figura 17 e 18).

A comparacao do perfil de transcricdo do mutante vicK- e cepa
selvagem, além das anélises de EMSA, revelaram novos genes no regulon de
VicR que estdo possivelmente associados com o metabolismo de parede celular.
O regulon direto de VicR inclui os gene SMU.1091 (wapE) e SMU.2147¢ (lysM)
(Figura 20), previamente discutidos, e SMU.367, SMU.1003 e SMU.609, abaixo
descritos, além daqueles previamente descritos (ltem 6.1).

O gene SMU.367 codifica uma proteina hipotética com similaridade a
outras proteinas ligadoras de glucano (gbp), porém sem atividade
experimentalmente confirmada. Em sua seqténcia ha dois dominios conservados,
um de repeticdo que confere ligacdo a peptideoglicano, similar a LysM, e um
dominio de peptidase catabdlico. Em S.gordonii e S.sanguinis, os ortélogos de
SMU.367 sdo SGO 0212 e SSA_ 0304, respectivamente. Ambos estao anotados
como hidrolases de peptideoglicano e parecem estar envolvidos em processos
catabdlicos de macromoléculas da parede celular (KEGG).

O gene SMU.1003 codifica uma provavel proteina funcionalmente
classificada como tRNA-(uracil-5-)-metiltransferase-A (KEGG Orthology: K04094),
que por definicao catalisa a reacdo S-adenosil-L-metionina + tRNA => S-adenosil-
L-homocisteina + tRNA contendo metil, de acordo com busca em BRENDA. A
participacdo da proteina codificada por SMU.1003 na biogénese de parede celular
de S. mutans ainda nao foi confirmada experimentalmente, entretanto, possui
similaridades com GidA (proteina de divisao inibida pela glicose) a qual, quando
ausente em E coli, afeta a divisao celular na presenca de glicose (von Meyenberg
et al., 1982). Ha indicios de super expressdo de SMU.1003 durante a adaptacao
acida de S. mutans, possivelmente devido a modificacdes estruturais na parede e
membrana celular (Gong et al., 2009).

Ao contrario dos demais genes, a expressao de SMU.609 foi
significativamente aumentada na auséncia de VicK. A fase aberta de leitura
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codifica uma possivel proteina de 67kDa, na seqiéncia da qual sdo encontrados
dominios repetidos associados com a fungdo de hidrolase de mureina. Estes
dominios, se removidos, afetam a capacidade hidrolitica de mureina (Catt &
Gregory, 2005). Em S.gordonii e S.sanguinis, os ortblogos de SMU.609 séo
anotados como N-acetiimuramidases. Essa classe de enzimas pertence a familia
de hidrolases, agindo de forma catabdlica sobre ligagdes entre carbono e
nitrogénio. Em Enterococcus faecalis, 0s genes responsaveis pela codificacdo de
duas N-acetiimuramidases nado sao essenciais a viabilidade celular, porém
parecem contribuir quase que totalmente para a digestdo do septo e, na sua
auséncia, ha formacéao de longas cadeias (Mesnage et al., 2008).

6.3. A INATIVACAO DE COVR 0OU VICK AFETA O FENOTIPO DE S. MUTANS.

As alteragdes génicas ocorridas no mutante covR- resultam em um
menor crescimento destas cepas (Figura 10). Nao encontramos diferengas entre
as taxas de crescimento e crescimento total entre as cepas (UA159, 20A3 e
58T1), originalmente sensiveis a eritromicina (ermS), e as mesmas cepas
contendo o plasmideo pVA838 (ermR) cultivadas na presenca de eritromicina
(10ug/ml) (dados ndao mostrados). Isso indica que o crescimento reduzido nos
mutantes covR- foi conseqiiéncia da inativacdo do gene covR, e nao devido a
presenca do gene de resisténcia a eritromicina ou a presenca de eritromicina no
meio de cultivo. Em adigdo, os mutantes de covR ou vicK, quando
complementados com o gene em plasmideo, tiveram seu crescimento igualados
as cepas selvagens (dados nao mostrados).

Nas condigdes utilizadas neste estudo, as taxas de crescimento
medidas pela Assonm dos mutantes de vicK, e respectivas cepas selvagens, foram
similares. Em contraste, ha estudo que indique que o mutante de vicK no
background genético de UA159 tenha crescimento total maior do que a cepa
selvagem durante o crescimento em anaerobiose em microplacas (Senadheera et
al., 2005). Entretanto, isso pode ser devido as condicdes distintas de crescimento

que foram utilizadas naquele estudo, como, por exemplo, composi¢cao do meio de
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cultura ou a simples precipitacdo celular, caracteristica desses mutantes, no
centro dos pocos da microplaca. Pelo menos qualitativamente, o crescimento
plancténico mostra-se alterado, pela evidente precipitacdo das células em cultura
fechada (Figura 11).

A participagdo de CovR na regulacdo dos genes envolvidos na
biogénese do envelope celular € consistente com os defeitos no crescimento
(Figura 10) e na morfologia celular (Figura 26). Devido as alteragcdes morfolégicas
nos mutantes covR- serem menos evidentes que nos mutantes vicK- (Figura 26),
serdo realizadas andlises futuras nas cepas covR- e WT para a medicao do
comprimento celular, através de imagens obtidas por MEV e software, objetivando
a realizacao de andlise estatistica que fortaleca as observacoées visuais.

Em S. pneumoniae, o sistema VicRK regula a expressao de PcsB (de
protein required for cell separation), que atua como hidrolase de peptidoglicano. A
expressao de pcsB diminuida resulta em defeitos na separagdo e morfologia
celulares (Reinscheid et al., 2001; Ng et al., 2005). Em S. mutans, o gene ortélogo
de pcsB é gbpB, que também é regulado pelo sistema VicRK. Se gbpB possuir a
mesma funcao de pcsB, a expressao de gbpB diminuida pode ter participagdo no
fenotipo de cadeias longas observadas no mutante vick- (Figura 26).

Além da alteracdo no crescimento e morfologia celular, caracteristicas
de superficie e envelope celular como a hidrofobicidade celular e a
susceptibilidade a autdlise foram afetadas pela mutacdo de covR ou vicK. A
hidrofobicidade celular de uma cultura é medida através da capacidade das
células se associarem ao n-hexadecano, um hidrocarbono hidrofobico que possui
ponto de fusdo abaixo da temperatura ambiente e ndo causa lise a célula
bacteriana (Gibbons & Etherden, 1983; Doyle, 2000).

Tipicamente, S. mutans possuem baixa hidrofobicidade quando
comparados a outras espécies de estreptococos orais como, por exemplo, S.
sanguinis ou S. mitis (Gibbons & Etherden, 1983). Uma significante propor¢cao das
macromoléculas salivares contém regides hidrofébicas, as quais associam-se

mais a adsorventes hidrofobicos. Assim, cepas que se associam bem ao
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hexadecano, como possivelmente os colonizadores primarios da placa dental, se
associam bem em superficies com pelicula de saliva (Gibbons & Etherden, 19883;
Koga et al., 1990).

Uma alta hidrofobicidade celular parece também facilitar a adesao
microbiana em ambas as superficies hidrofébicas e hidrofilicas (Liu et al., 2004). A
extrema hidrofobicidade presente no mutante vicK- (Figura 22, 23) nao foi
suficiente para realizar a formacado do biofiime por mutantes vickK- em niveis
similares ao da cepa selvagem (Figura 12). Sugerimos que, embora a
hidrofobicidade possa constituir um mecanismo importante na interacdo com
superficies e adesédo, por si ndo garantem a fixacao do microrganismo, o que pode
ser justificado pela sua baixa forca atrativa (Gibbons & Etherden, 1983; Liu et al.,
2004). Em mutantes covR-, os niveis de hidrofobicidade foram similares entre
todas as cepas, indicando que 5ST1 ndo formou mais biofilme devido a alteragdes
nessa caracteristica.

Em S. mutans, diversas proteinas de superficie parecem computar para
a hidrofobicidade (McBride et al.,, 1984; Koga et al., 1990; Terao et al., 2009),
embora a contribuicdo da maioria delas ainda néo tenha sido caracterizada. A alta
producédo da proteina PAc torna nas células mais hidrofébicas, enquanto que a
sua auséncia as torna hidrofilicas (Koga et al., 1990). Nao houve indicios de
alteracdo dessa proteina nos mutantes vick- ou covR-. A baixa producdo de
GtfB/C e aumento de producdo de proteinas ligadoras de glucano parecem
aumentar a hidrofobicidade celular (Terao et al, 2009). Os mutantes vicK-
apresentaram baixa expressdao de gifB/C e gbpB e apresentaram alta
hidrofobicidade; em contra partida, mutantes covR- apresentaram alta expressao
de gtfB/C e gbpB, e também se tornaram pouco mais hidrofébicos que as cepas
selvagens. Por esses dados, entendemos que as quantidades de gtfB/C e gbpB
por si ndo sao fatores que exclusivamente contribuiram para a alteragdo da
hidrofobicidade nos mutantes deste estudo, e que outra(s) proteina(s) de
superficie ainda nao caracterizada(s) esta(ao) contribuindo para esse fenétipo. Em
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adicdo, a quantidade de acido lipoteicéico parece ndo mudar entre paredes
celulares hidrofilicas e hidrofébicas (McBride et al., 1984).

Além das caracteristicas de hidrofobicidade, a capacidade de autolise
também se encontrou alterada nos mutantes covR- e vicK-. Obtivemos dados
inéditos de que os mutantes covR- foram até 30% mais resistente a autélise que
as cepas WT, descrevendo pela primeira vez a participagdo, ainda que por
mecanismo desconhecido, de CovR no processo de autblise celular. O mutante
vicK- obtido a partir da cepa UA159 foi altamente resistente ao processo de
autolise in vitro (Figura 24, 25), conforme previamente determinado (Ahn & Burne,
2007). Neste estudo confirmamos esses dados em outros dois genétipos (20A3 e
5S8T1) (Figura 25). O fenétipo de resisténcia a autélise nesse mutante parece ser,
em parte, devido a inibicAo da maturacdo da autolisina AtlA da sua forma nativa
(107kDa) para a sua forma funcional (79kDa), por mecanismo ainda pouco
compreendido (Ahn & Burne, 2007). Ndo foram observadas diferengas estatisticas
na expressao do gene altA nos mutantes covR- e vicK- versus cepa selvagem nos
ensaios de microarray, indicando que outros mecanismos contribuiram para o
fendtipo de resisténcia a autolise apresentados pelos mutantes. Similarmente, em
B. subtilis e outras espécies, o sistema VicRK ativa a expressao de autolisinas e
inibe genes que codificam proteinas que modulam a atividade destas. A falta de
alguma dessas autolisinas como, por exemplo, YvcE e LytE, pode levar a
diminuicdo da sintese de parede celular e defeitos na elongacao celular em B.
subtilis (Dubrac et al., 2008).

Além dos genes ja previamente demonstrados por outros trabalhos,
sugerimos através deste estudo a participacao direta de CovR e VicRK no controle
da viruléncia e metabolismo de parede celular de S. mutans. Estudos recentes
demonstram que genes de biogénese de parede celular predominam no regulon
de VicRK (Dubrac et al., 2008). Em S. mutans e em boa parte das espécies
estudadas, VicR demonstrou-se essencial para a viabilidade celular, o que deveria
ser incomum para um TCS, devido a natureza geralmente transitoria dos sinais

destes sistemas. Entretanto, conforme discutido, estudos demonstraram que além
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de participar no controle da viruléncia, o sistema possui fungcéo crucial no controle
do metabolismo da parede celular em algumas espécies, como B. subtilis, S.
aureus e S. pneumoniae (revisado em Dubrac et al., 2008). A natureza essencial
do sistema VicRK provavelmente é poligénica, devido na sua auséncia haver um
provavel desequilibrio na sintese da parede celular e da sua remodelagéo,
causado pelo desajuste da expressao de genes que codificam autolisinas e genes

do metabolismo da parede celular, requeridos para o crescimento celular.

6.4. Os REGULADORES CoVR E VICR POSSUEM GENES COMUNS EM SEU
REGULON.

Como previamente descrito, a fosforilagdo de CovR ou VicR nao
aumentou a capacidade de ligacao desses reguladores as sequéncias alvo in vitro
(Senadheera et al., 2005; Biswas & Biswas, 2006). Uma possibilidade € das
proteinas serem fosforiladas durante sua producao em E. coli, como descrito para
r-Spo0A, de Bacillus subtilis (Ladds et al., 2003), sendo redundante qualquer
tratamento adicional com acetil-fosfato. Em contrapartida, em GAS o estado
fosforilado afeta a funcéo da ligacao e repressao de 2 a 17 vezes dependendo do
promotor utilizado, além de induzir sua dimerizagdo em residuos conservados
(Churchward, 2007). Em adicdo, concentragdes crescentes de proteinas podem
causar, ou resultar, em polimerizagdo no complexo com o DNA (Churchward,
2007). Em todos os EMSA positivos, o crescente retardamento da mobilidade foi
observado, como previamente descrito (Miller et al., 2001; Federle & Scott, 2002;
Biswas & Biswas, 2006).

Embora o objetivo do ensaio tenha sido demonstrar a capacidade ou
nao de ligacdo de ambos reguladores, aparentemente parece haver um grau de
afinidade variavel de acordo com a sequéncia de nucleotideos. Por exemplo, em
primeira analise, o regulador r-CovR parece ser mais "eficiente" que r-VicR (Figura
21, gtfC) por ser necessario apenas 1umole para efetuar um deslocamento onde
com r-VicR seriam necessarios 2.6umoles. Entretanto, na regido operadora do
gene gbpB, houve a necessidade de uma maior quantidade de r-CovR do que de
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r-VicR, levando a crer que esses fatos ndo se devem a uma caracteristica
intrinseca da proteina e sim da regidao com qual ela se relaciona. Estudos futuros
que visem definir as regides de ligacao, seqliéncias consenso de maior ou menor
afinidade, bem como ensaios mais precisos para medicdo do deslocamento,
podem auxiliar no entendimento quantitativo do controle por essas proteinas. A
sequéncia de ligacao de VicR é sugerida (Senadheera et al., 2005; Dubrac et al.,
2008) enquanto o consenso de CovR néo é totalmente claro (Churchward, 2007).
Os dados reforcam o conceito de que os sistemas regulatorios
estudados podem se relacionar e influenciar diretamente a regulacdo da

expressao génica.
6.5. ESTUDOS FUTUROS.

O trabalho realizado proporcionou varias descobertas inéditas sobre a
biologia de S. mutans. Algumas questbes devem ser finalizadas antes da
submissao dos artigos cientificos, como:

A) Medicao e andlise estatistica no tamanho celular de mutantes covR-
via MEV;

B) Analise da estabilidade de transcritos de gbpB, para esclarecer as
variagdes entre dados obtidos na transcricdo génica e na producao protéica.

C) Obtencédo de imagens de MEV do biofilme e da morfologia celular

dos demais gendtipos (20A3 e 5ST1) e respectivos mutantes.

6.6. PROJETOS FUTUROS.

A linha de pesquisa devera seguir em cima dos resultados obtidos
neste trabalho. Pretendemos construir mutantes dos genes SMU.1091,
SMU.1437c e SMU.2147c e realizar analises fenotipicas pertinentes.

A localizacdo das proteinas GbpB e VicK nas células de S. mutans,
bem como das proteinas codificadas pelos genes acima também sera
considerada, de acordo com os recursos. Por exemplo, durante a fase ativa de
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crescimento e divisdo (fase log), VicK (WalK) parece estar mais localizado préximo
ao divisoma de B. subtilis (Fukushima et al., 2008).
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados neste trabalho podemos

concluir que:
1) Os regulons direto e indireto de CovR e VicRK incluem diversos genes com
provavel funcdo na biogénese de parede celular.

2) Os regulons direto e indireto de CovR e VicKR incluem gbpB e genes
gtfB/C/D, envolvidos na biossintese de matriz extracelular de glucanos de

biofilmes.

3) CovR controla o crescimento em biofimes e tem influéncia em

caracteristicas como hidrofobicidade e susceptibilidade a autdlise.

4) VicRK tem influéncia na divisdo celular, hidrofobicidade e susceptibilidade a

autolise, além de participar na formacgao de biofilme por S. mutans.
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ANEXO 1

Strains, plasmids and primers used in this study

Strains and -
plasmids Relevant characteristics or purpose Source
UA159 Erm®, spec® ATCC
covR- AcovR::Erm' This study
vicK- AvicK::Erm' This study
pVA838 (erm") source Macrina et al., (1982)
pDL278 (spec'’) cassete Dunny et al., (1991)
(amp") Empty vector for construct and
PET22B(+) expression of His-Tag proteins Novagen
E. coliDH5-a  General cloning and plasmid amplification Invitrogen
) Expression of pET22B(+)::covR and
E. coli BL21 pET22B(+)::vicR Novagen
Primers Product size,

(constructions)

Sequence 5’-3" (Forward/Reverse)

comment or purpose

E1-Ascl
E2-Xhol

covP1
covP2-Ascl

covP3-Xhol
covP4

covRHisF-Ncol
covRHisR-Xhol

covR-C1-EcoRl
covR-C2-EcoRl

vickKP1
vicKP2-Ascl

TTGGCGCGCCTGGCGGAAACGTAAAAGAAG/TT
CTCGAGGGCTCCTTGGAAGCTGTCAGT

CCGTTCTATGAAACCTGTTGA/TTGGCGCGCCT
AACGCCCATCATATGTCACT

TTCTCGAGGCCCGTGTTTGGAAGTATGAT/TCT
GCCAACTCATCCATAACT

AACCATGGCTAAGGACATTTTAATTATTGAA/T
TCTCGAGATTATTTTCGCGAATGATATACCC

TTGAATTCGATGTCCTCTACCCATTGAAAA/TT
GAATTCTGTTTTACTCAAGCCATTCAGA

TTACCAGATGCTTTTGTTGCT/
TTGGCGCGCCTACAGACGGTTTTTCTCCTGTG

95

998 bp, amplicon
containing the erm’
gene from pVA838

813 bp, from position
693 bp in covRto 109
bp upstream of covR

880 bp, from position
544 bp in covR to 722
bp downstream of covR

702 bp, covR ORF,
His-Tag fusion
construction
1092 bp, promoter &
ORF & terminator,
covR complementation
568 bp, from position
268 bp in vicK
upstream to position
288 bp of vicK

Continua



ANEXO 1 - CONTINUACAO

Strains, plasmids and primers used in this study

Primers
(constructions)

Sequence 5’-3" (Forward/Reverse)

Product size,
comment or purpose

vicKP3-Xhol
vicKP4

vicRHisF-Ncol

vicRHisR-Xhol

TTCTCGAGGTGACCGTTTTTATCGTGTTG/CTC
TTGCCGTCTTTCATCAG

AACCATGGAGAAAATTCTAATCGTTGACGA/AA
CTCGAGGTCATATGATTTCATGTAATAAC

645 bp, from position
1156 bp in vicK to
421 bp downstream

from vicK

717bp, vicR ORF,
HisTag fusion
construction

1705 bp, promoter &

vicK-C1-EcoRl TTGAATTCACTTAGCGACACACACAGGTC/TTGAAT ORF & terminat
vicK-C2-EcoRl  TCTTCGGTCTATTTCTGCCATTA , erminator,
— vicK complementation
Primers . Product size (source,
(QRT-PCR) Sequence 5’-3’ (Forward/Reverse) if not this study)
16SRNA CGGCAAGCTAATCTCTGAAA/GCCCCTAAAAGG 190 bp
TTACCTCA (Stipp et al., 2008)
SMU.22 CAACAGAAGCACAACCATCA/TGTCCACCATTA 151 bp
(gbpB) CCCCAGT (Stipp et al., 2008)
GATGTTACCGCCATAGAAGAAA/GGGTCAGTAT
SMU.112¢ GTAATTCGCAGT 149 bp
CGTTTTGGATGTTCTTTATGCT/CACGTCTGTC
SMU.124 ATCTGGATTTG 152 bp
CGAATGCCAATACTTATCCTGT/ATGTCCATAA
SMU.367 CCACCATCTGTC 185 bp
CATGCCAATCCCTTAGTTGTT/TGGAAGATAGG
SMU.498 TTTGOAGTGA 195 bp
ATTTCCCTAGCAGCCAATTTA/AGCTATGAGCA
SMU.575¢ GTCCATTTTTC 175 bp
GGCACAAGGAACCTATCACTTT/GCTTTCCAAT
SMU.609 AACAACATAACGAC 191 bp
TGGGTCTGGGTGTTTATTTCT/CAGTTATTGTT
SMU.625 GATTTGGCAGTC 150 bp
ATCGAAAAAGTCATACCAGAACC/GCCACAGTA
SMU.644 CCTGATAACCATT 151 bp
TCAAAGCCATTTCACTTCTACAG/AGAGTCATA
SMU.772 CCGCCACCATTA 198 bp
Continuacgao
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ANEXO 1 - CONTINUACAO

Strains, plasmids and primers used in this study

Primers . Product size (source,
(QRT-PCR) Sequence 5’-3’ (Forward/Reverse) if not this study)
AGATGCTGACGGGAATACTTT/TCTTGACTTTC
Smu.836 GGTTTAGGAATA 143 bp
SMU.910 TGATTCGTGGTATCGTCCTAA/GTTGAGACTTT 199 b
(gtfD) CTTGGCTGCT P
TCGCAACTCTTACATTGACTCC/AAACGACGAA
SMU.1003 CAGCATTGATT 159bp
SMU.1004 CGAAATCCCAAATTTCTAATGA/TGTTTCCCCA 197pb
(gtfB) ACAGTATAAGGA (Stipp et al., 2008)
SMU.1005 ACCAACCGCCACTGTTACT/AACGGTTTACCGC 161bp
(gtfC) TTTTGAT (Stipp et al., 2008)
TATTCCTGTGCCTTCTGTTGA/GCCTTCTTGAC
SMU.1091 TTTTGOATTG 187bp
ATGACAGATCAAGAATTAGAACA/ATATTCAGG
SMU.1395¢ AAATGCTTCATC 114bp
ACGACTGAGGATAAAGTTGCTG/CACCATAAAT
SMU.1398 CTGAATGTTTTCG 178bp
TTGGTCTATTTAAGCCAGGTGT/AGTAAGCCAA
SMU.1434c T AAGGOAATCC 189bp
GCAAATACAGAGCGTATCCATC/TAAAGTCCCT
SMU.1437c COTGOTACTCC 189bp
TCTTGAAAGGGCAGAAATACC/AAGGACTCTTA
SMU.1489 TTGGOTGTTCA 183bp
SMU.1516 CGGCGTGATGAATATGATGAA/GAGGTTAATGG 185b
(vicK) TGTCCGCAGT P
SMU.1517 AGTGGCTGAGGAAAATGCTT/CATCACCTGACC 163bp
(vicR) TGTGTGTG (Stipp et al., 2008)
CTATGGTAGTGCTCAAATGCTG/CTGTCAAGAA
SMU.1599 AACCGAAACTG 194bp
AAGAGGACCAGTCGGTTAAAG/CGAACCAAGGA
SMU.1910c CTATTAAAAACA 173bp
Continuacgao
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ANEXO 1 - CONTINUACAO

Strains, plasmids and primers used in this study

Primers . Product size (source, if
(QRT-PCR) Sequence 5’-3’ (Forward/Reverse) not this study)
TTTGTAGCTGGCCTTAGTCAA/GCCAAGATAAT
SMU.1918c AGCAGAAAAATG 152bp
GTTATCAAAAAGAGTGGGCAAA/AGTTAAAAGC
SMU.1988c GOAAGAGAATGA 155bp
SMU.1924 ACGAAATATGGCACGAACAC/CAGAGATGGACG 185bp
(covR) GGTATGAA (Stipp et al., 2008)
TGAAAATGAGCATCGCTAACA/AGAAGCCACTG
SMU.2060 CAATAAAAGGT 146bp
CAAGTCCTGTCACTATCAAGCA/TCTATCCATT
SMU.2133c CTCGTAGGGTTTT 172bp
AATCTGTTCTTGCTCACACTGC/ACATTATCAG
SMU.2146c TTGGTTCAGTTGCT 145bp
SMU.2147¢ TTATCAGAGATTGCTTCAACACA/CTGAGGTTT 175bp

CTGCTTCATTTATC

Primers EMSA

Sequence 5’-3’ (Forward/Reverse)

Product size and base
pairs (Upstream/internal
gene area)

SMU.22
(9bpB)

SMU.367

SMU.498

SMU.548
SMU.575¢

SMU.609

TTGACAGCTTATCCTTTAAATG/TTTACAGCTG
ATAATGTTGTCG

CGTGGTCCTAGTCTTGTTATTTG/CTGCATCAG
CCATTTTATTTC

GATCGTTTGATATCGCTGTTTT/TTCATTTGAT
TCTCGGTCAAG

GTTTTGCATTTACGAACGAGA/CTCCTAATTTC
GCCAAGAGAC

CTTACTGGTGATGGTCAATGG/GGTGCTGATTT
TGATTGTGTT

TGGAAGAGAAGATGTAACAATGA/ACACAGCCA
ATTAAAACAGATG

98

300 (223/87)
328 (240/88)
322 (269/53)
324 (227/97)
298 (257/41)

359 (270/89)

Continuacgao



ANEXO 1 - CONTINUACAO

Strains, plasmids and primers used in this study

Primers EMSA

Sequence 5’-3’ (Forward/Reverse)

Product size and base
pairs (Upstream/internal

gene area)

SMU.644

SMU.836

SMU.910
(gtfD)

SMU.1003

SMU.1005
(gtfC)

SMU.1091
SMU.1395¢

SMU.1434c

SMU.1437c

SMU.1924
(covR)

SMU.2147c

TTGTCATTCTTCCGCTGTTTA/CTTTTGTCAGG
AATACCATTCAG

TGGGTAGGCACAGAGATTAAC/TGCTGCCGTAT
AAGAACTAACA

TCTCTCCTGACCACTCCCTTA/TACCCAGTGCT
TTTTAACCTTG

AAAAGGATCAACCTGTATTTCTG/GCCCCAACA
ACATTAATATAAGA

GATGCTAACTCTGGAGAACGA/TCCTGAAAGAG
AGGTCAAAGTC

GCTTCCGAACATTGATCTTATT/GTCGTTAAAA
TAGCTCCACAAAG

GACAGCAGAATTGAAATCAC/CTTTCAAGTTCA
GTCACTATCA

GTCTTGGCATCAGTCTCTTTTT/GTGCAATCAC
AACATCTTCATT

TTGACATATACGAAACAGTCTCT/TTGTACCAA
AGACAAGCATAA

AGATGTCCTCTACCCATTGAAAAATGG/AACCT
CATATCCTTCATGTTGTAATTCTAAAG

ACAGCTTGGCTATTGTTGGTA/TGCAATTCCTG
CAAAACTAAC

305 (240/65)
300 (225/75)
324 (273/51)
338 (306/32)
330 (231/99)
324 (256/68)
280 (233/47)

298 (249/49)

311 (274/37)
356 (269/87)

(Biswas & Biswas, 2006)

316 (250/66)

& Underlined sequences indicate restriction enzyme linkers.
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ANEXO 2

THE INSTITUTE FOR GENOMIC RESEARCH
Standard Operating Procedure

TITLE: MICROBIAL RNA AMINOALLYL LABELING FOR PAGE: 1 of 7
MICROARRAYS
SOP #: M007 REVISION LEVEL: 2.0 EFFECTIVE DATE: 09/06
AUTHOR: PRIMARY REVIEWERS:
Jeremy Hasseman, Jon Hnath, Kathy Ong, Eric Robin Cline, Marcus Jones, Tim Minogue
Snesrud
1. PURPOSE

This protocol describes the production of labeled DNA from microbial RNA with aminoallyl-labeled
nucleotides via first strand cDNA synthesis with aminoallyl-dUTP followed by a coupling of the
aminoallyl groups to either Cyanine-3 or Cyanine-5 (Cy-3/Cy-5) fluorescent molecules.

SCOPE
This procedural format is utilized by the Pathogen Functional Genomics Resource Center and the
Microbial Genomics Department at TIGR.

This procedure is for a single Cy dye (3 or 5) incorporation. You will need both a Cy3 and
Cy5 probe for the microarray slide hybridization protocol. This procedure must. therefore. be run
twice — once for each labeled probe (Cy3 and Cy5).

MATERIALS
The following raw materials are required:

3.1 Purified total RNA (Srore at -80 °C)

32  5-(3-aminoallyl)-dUTP (Sigma; Cat # A0410) (Store at -20 °C)

3.3 100 mM dNTP Set PCR grade (Invitrogen; Cat # 10297-018) (Store at -20 °C)

3.4 Random Hexamer primers (3ug/uL) (Invitrogen; Cat # 48190-011) (Store at -20 °C)

3.5 PowerScript RT (100 rxns) (Clonetech; Cat # 639501) (Store ar -20 °C)

3.6 RNaseOUT Recom. Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen; Cat#10777-019) (Store at -20 °C)

3.7 Cy-3 mono-Reactive Dye Pack (Amersham Biosciences; Cat # PA23001) (Store at 4 °C)

3.8 Cy-5 mono-Reactive Dye Pack (Amersham Biosciences; Cat # PA25001) (Store at 4 °C)

3.9 MinElute PCR Purification Kit (Qiagen; Cat # 28004)

3.10 DEPC Water (Ambion; Cat # 9920)

3.11 Dimethyl Sulfoxide (Sigma; Cat # D-8418) (Store desiccated)

3.12  0.5MEDTA (pH 8.0) (Ambion; Cat # 9260G)

3.13 1 M Tris pH 7.0 (Ambion; Cat # 9851)

3.14  * Autoclaved Deionized Water or Deionized MilliQ Water (UV and Carbon filtered)
(NANOpure Infinity UV; Model D8971)

3.15 3 M Sodium Acetate (pH 5.5) (Ambion; Cat # 9740)

3.16  Potassium Phosphate Dibasic (K,HPO,) (Fisher; Cat # BP363-500)

3.17 Potassium Phosphate Monobasic (KH,PO,) (Fisher; Cat # BP362-500)

3.18 Hydrochloric Acid (Fisher; Cat # A508-500)

3.19  Sodium Carbonate (Na,CO,) (Fisher; Cat # BP357-1) Continua
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320 Sodiom Hydroxide Pellets, Molecular Grade (Fisher; Cat # BP35%-5000
321 190 Proof Ethyl Aleohol, 95% (Pharmeo: Cat # 11 1USP1TSICSGL)
3.2F No-Stock RMase-Free 1.5 mL Microfuge Tubes (Ambion; Cat # 124500
323 Aluminum Foil

#* UV and Carbon filtered MO water (NANOpure Infinity UV; Model DEY71) may be used as
an alternative to DI water. However, water must be completely filtered to eliminate any
residual free radicals. Free radicals compete with Cy dyes, drastically inhibiting efficient
coupling and hybridization.

4. EQUIPMENT REQUIRED

4.1 You will need the following machinery for this procedore:

Speed Vac 47 °C Water bath
5 °C Heat block Microtube Centrifuge
T0 *C Heat block UV Spectrophotometer

4.2 You will need to make the following buffers and reagents befone: beginning this procedure:

DAY 1 Reagents

M EPO pH -85
(SFml 1M K HPO, ) Sl T M EH PO
f HFO, 16,547 gmi 2imM Tabeling min Store gf 2000
BH, PO, 0.680 gm (23 - UTTP 1o JTTP W RMase-Free mbe)
illi fater AATE {100 i) 476 ul
Total volume 100 mL ACTP (100 mM) 47.6uL
dGTP {100 mbd) 47.6 L
2imM labeling miv Store at -20°C: * dTTP { 100 mb) 2850l
(200 qa-d TP ra dTTP ) RNase-Free nebel aa-dUTP (50 mM) 1
dATE (1K mM) 285ul vial
ACTP (100 mMd ) 2ES5uL 0 1M KPO 19,1 ul
dGTP (100 mb) 2E85ul Total volume 1904 pL
dTTP (106 mM) ":l.frp].
aa-dUTP (50 mi) |
vial
0.0 KPP 191 ul.
Total volume 114.1 gl
Continuacéao
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DAY 2 Reagents

T e WA pll 5.2
3 M NaOaAc pH 5.5 1

ml.
MOV W ater 0 ml.
Total ¥Yolume 30 ml.

LM Natf
Ma(H pellets
‘Ir 113 )

Zzm

Total volume 50 mL

gt

{4 mM KPO_pHE.3)

I b KPO, pH RS
MOV water

[LY r

0.2 mL
498

Total volume 50 ml.

- ®
e

{5 ned KO, pi! 8.0 80% EnOH)

[EA

I M EKPO, pH 8.5 0.25 mL
MO water 7625 mlL
95% eihanol 42 125
ml

Total volunew: 50 ml
v Ay o f
Cy Dive 1 vial
[0S0 T3l

Total volume 73 pl

07 M Sodiven Curbonaie Buffer pff 9.3%:
{Make fresh if possible: stove ar -20°C)
Ma. COy powder (.33 gm
Ml water 3 mL
HCI lower pH o83
Total volume 50 mL

* Note: The oprimal ratio of qa-dUTF 1o dTTP varies depending on the (o0 content of the
orgariser i guestion, The above was determined by experimeniaiion and showld work for a wide
spectruns of bacterial perewnes! however, e user may feel free o opiimiize the ratio as needed.
Chreganisms with ph GO content penerally reguive o lower aoa-dUTF 10 dTTP rasio than
errgarisnes with low GO content, which reguire a igher au-dUTP 10 dTTP rano.

£ Note: Churrenily (9406 the desicoant packs for Amersham s Cy30uS dves come in two colars;
Murple anid ¥ellow, F.:rrphﬂpm'h fiern Pink when fm:.ﬂ?.:‘.f fed EReERIre, !r’ﬁf.frm'p;r;.'ﬁr.'r turn Careen

whan exposed o moisire,

# Note: The frestness and pH of the buffers are crucial o the success of this profoced. Buffers
shonld be tested after two weeks o ensure they are seill ae the reguired pH.
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LR PROCEDURE
a1 cl INA Symthesis
511 Amincallyl-labelled cl¥NA synthesis

In an BMasc-froe b, combing the fellowing reagents:

= Total RMNA 2pg
®  Random Hexamers (Gmgfmly 2ul
*  RNase(QUT 1 ul
« DEPC water bring to 18.5 pl

Mix well and incabate at TOOC for 1O minotes.

Smap-freeze samples on ice Tor 30 seconds. Centriluge above 10000 rpm briefly (o
Bring down any condensation.

Mix the RNAMprimers with reverse transcriplase and bulTers:

RN ASprimser inix [E5ul
Sy First Strand butfer Gl
0.1 MIYTT Ful
25 mbd dNTPaa-1TP labeling mix (s ull
PowerScriplt BT 2ul

300 pl

Mix and incubate in a £2°C waterbath for 8- 16 houes, {Overnight is reconunended)

5012 Swop the irst strand synithess reaction
Hydralyee the RNA i the cDNARMA mixiure by wlding:

+ 0.5MEDTA 10 pL
« | M NaOH 10 pL

Mix and incubare at 63°C for 15 minuics.,
Centrifuge above 10000 rpm briefly 1o bring down any condensation,
Add 25 pl 1 M Tris (pH 7.00 to nevtralize pH

5013 Removal of unincorporated aa-dUTE and free amines
Nute: Thix purtiicaiion protocel i moddified from the hagen MinElwte PCR purification
Eir prenocol. The phosphate wash and elution bufers are substiiied fior the (Nagen

suppdied buffers o cavord contammaiion with free annines which compete with the ao-
dl T i the Cy-dve coupling reaction. Jt showfd abso be noved ther wiile this

Continuacéao
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prrestoced Ty Freen oprinized with the MinZlute PCR purificaiion ki, other clean-upy
Ligs (including Millipore's Monsage kit) are availielle and could be used in place of
the Oiagen kils.

- Wigorowsly mix cDNA reaction with 200 pL (35X reaction vodume) PB buller (Qhagen
supplied) belore transfeming w0 MinElute column.

- Centmfome at 13000 mpm for 1 minuwe. Empty flow throogh.

- T wash, add 750 uL phosphate wash buller wo the column and centriluge an 13,000
g for | minute,

- Empdy the collection tubse and centrluge the colummn an additonal T minute a
13,000 rpeme by remwve resicual wash bulTer.

- Transfer columu o a pew L3 mL mcrofuge tbe and carelully add 30 pL phosphate
clution ulfer t the center of the column membranes.

- Letsit for ~1 ranute al room Lemperalure.

- Elute by centrifugation o 13000 rpm for 1 minule.

- Elute a second mme inte the saane tebe by repeating with another 30 gL of phosphale
elution bulTer, incubating an additivnal minule, and ceni luging sample.
The final elution volume should be -G0 pL.

- Take readings of undiluted samples al wavelenzih of 260 w determine cDNA
concenLralion.

- Transler the open tube 1o a speed vac and dey e down v complean (<30 mrmees ).

52 Coupling aminoallyl-labelled cI3NA 0 Cy Dve Ester.

i

2 Oy dye labeling

Resuspend aminoallyl-labeled cDNA A5 pl 0T M sadinm carbonate buffer pH 903
by pipetting up and down for several minutes making sure that the pellet is thoromshly
resuspended.

- Addd 4.5 plloof the approprate resuspendisd Cy dye. Pipet op and doan seversl gmes
tos thowmaghly mix the sample.

- Incuhate the reaction at room temperature for ot least 1 hoor

- Aler coupling hus finished, add 25 gL 1900 mibd NaChAc pH 5.2,

- During the tme that the 1MA 15 coupling you may stant o prepare prehyhndizanon
bulfer und begin i prehybridize shies sccording o SOP MOOR section 501 and 5.1.2
if thee prohes are going to e hvbridized the same day.

Continuacéao
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522 Removal of free dye by purilication

Note: Thic purification protocol is modified from she (Nagen Minkite POR purification
kix protocad. 1t should also be noted that while thiv protocal has been oprimized with
the (Nagen Mintinee PUR purification kits, ether olean-up gies (including Millipore's
Mowtage kird ave availalde and counld be wsed 0 place of the Chagen kirs,

- Wignrously mix clINA reaction with 2500 pl (5% reaction volwme) PR buffer ((iagen
supplicd) betore transterring 1o Minklote column,
Centrifoge at - 13,000 rpm tor 1ominote, Emipty flow through,

- Towash, add 750 uL PE Boffer (Qdagen supplied) ur the coluomn and centr Dege w
13,000 rpm for T mimte,
Empty the collection tube ancd contrifuge the colormn an additional 1 minste at 13,000
rpm ro remove residual PE buffer.
Transfer column tooa new 1.5 mi microfuge tube and carefolly add 30 gl KB buffor
(Oiagen supplied) to the conter of the column membrane.
Lot sit for -1 minute at room temperaine.
Elnte by contrifugation at 13,000 rpm tor 1 minoie,

- Ehute a second time into the same tube by repeating with ansther 300 gl of BB boffer,
incubating an additional minure, and centrifuging sample..

- The final eluten velume shoold be ~a0 pl.

3.3 Analysis of lsheling reaction
351 Ouanfitation
Take readings of the vndiluted samples at the following wavelengths:
& 260 nm for detcrmination of cDNA concentration

o 650 nm for determimation of Cy3 incorporaton
® 550 mm for deternnation of Cv3 incorporalion

Continuacéao
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332

Analysis

# Mue: The following absorbance calculations are derived for a 1 em cuvette pathlength,
Changes i pathlength will reguire the appropnate modifications to be applied.

333

For each sample caloulate the total picomaoles of clINA synthesized wsing:

proal nucleotides = [O0, * volumed in pl) * 037 ngdily * CIOM padngi]
(3245 pictpincd o

o Noges (O, 1 (370 % (ul) = ng of cDNA produced: 3245 ppdmol average mofecular
welght af a dNTP)

For each sample calculate the total picomaoles of dve incorporation (Cy 3 ar Cy3
accordinglyy using:

pimol Cy3 =00, * volume (in pl}
nis

pmol Cy5 = 0D, * volume (in uL}
0.25

T caleulate the meorporation ratio of cDMNA o dyve:

# nucleotides/dye incorporated= __pmol cDNA
prnol Cy dye

s =800 pmol of dye incorporation per sample and a #Fnucleotides/dye
incorporation ratio of less than 20
is optimal for hivbridizations

Preparation for hybridization

Adter analysis mix together the two differentially labeled probes (Cy3 and Cy3) which
will be hybridized to the same microarray slide.

Diey the CyA T3 probe mixture o completion in a speed vac (about ~30 minutes)

Continue with SOP-MOOS for the hybndizaton of the probe o a nicroarray.
I not used immediately, the dried or resospended probes shoold be stoned at -80°C.

Conclusao

106



Stipp, RN. Tese de Doutorado - Anexo.

ANEXO 3

THE INSTITUTE FOR GENOMIC RESEARCH
Stchara! Operatog Proceame

TITLE. HYBRIDIZATION OF LARELED DMNA AND CDNA PROBES PAGE: 1 of 7
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ALUTHOR: PRIMARY REVIEWERS:

Serenry Hassenan | Jon Haok, Kby Ong, Feik Rodvine Cline, Marcy Jones, Tim Winogue
Swnesrnicd

1. FURFOSE

This protocol describes the hybridization of a Cy-dye labeled DNA and cDMNA probe {mix of Cy3
and Cy5) onto an amino-silane coated or epoxy coated slide spotted with PCR amplicon or
oligonucleatide armays, This protocol 15 designed for use with PFGRC microarays,

3 SCOPE

This procedural format is currently utilized by the Pathogen Funciional Genomics Resource Center
and the Microbial Genomics Department at TIGE.

3. MATERIALS

31 20X 85C Buffer (Ambion; Cat # 9763)

32 10%: 505 Solution (Ambion; Cat # 9823)

i3 BESA fraction V Powder (Sigma; Cat # A-9418) (Store ar 4°C desicoared)

34 Fommamide (Sigma; Cat # F-7503) rirore desicoaied)

3.5 2-Propancl {isopropyl alcohol) (Fisher Scientific; Cat # A451-1)

36 Coplin Staining Jar (VWER; Cat # 25457-200)

37 LifterSlip™ coverslips (Erie Scientific, Cat# 23X600-2-478%) or Fisherfinest Premium
Cover Glasses (Fisher Scientific; Cat # 12-548-3P)

ig Hyhridization chamber (Coming; Cat #2551)

39  Corning Brand Mini-Miser Filter-Top Tube 22 pm (Fisher Scientific; Cat # 09-Th1-34)

300 Sheared Salmon Sperm DNA {10 mg/mL) (Ambion; Cat # 9680) (Siore ar -20°C)

311 Surfactant-Free Cellulose Acetate Syringe Filters 45 pd (VWER; Cat # 28196-114)

312 Wheaton Glass Staining Dishes (Fisher Cat¥ 08-812)

303 * Avtoclaved Deioneed water or Autoclaved Ml Water (U and Carbon filtered)
(MANMOpure Infinity UV Model DEST 1Y

314 Microarray printed slides

315 Cy3Cyvs Labeled cDNA probes (see SOP MW007 ar MORY) (Store ar -80°C)

316 Pyrex Brand Glass Drving Tray (Fisher Scientifie; Cat # 15-242B)

317 1 ml Tuberculin Syringe with Ship Tip (WWE; Cal # BD30%602)

318 Alwminum Foil

319 IM DL-Dithiothreital solution (DTT) {Sigma; Catff 43816)

Continua
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YUV and Carbon Niliered MO water (NANOpure Infinity UV; Model DE971) may be used
A% an alternative to D1 water. However, water must be completely filtered to climinate any
residual free radicals. Free radicals compete with Cy dyes, drastically inhibiting efficient

coupling and hybridication.

4. EQUIPMENT REQUIRED

4.1 Yo will meed the Tollowing instruments Tor this procedure:

4270 and 35°C water bath
Rotary shaker

Centrifuge with a flat d-plate adaptor

G55 heat hlock
Microfinge mhe centrifig:
Clean compressed air
hlicroluge slide centrifuge

4.2 You will need to have or make the following buffors and reagents before beginning this

procedure:

(2w S5 LT a 808 ear o 35°C)
RS 10 mlL.
10% 505 L mL

IAIENTH waler B0 ml.

Total Voleme 1 L

Iligh Swingency Wash Sclution
fik e B5C
20x 88C
MR waler

3 mL
0495 ml.
Total Volome 1 L

(i B S5, 00 BDS)
2l KR sFmlL
L 505 1 mL
BT waler O85 ml.

Total Velume 1 L

I mM DTT
1M T 10 ml.
MV water S0 ml.

108
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5. PROCEDIRE
3.1 Prehybridizaton
A.1.1  Prepare the prehybridication solution

Prepare 30 ml prehybridization buffor for every 3 slides:
{Fa SN, 0% 505 1% BS4)

Recipe: Amouwg
2 55C 12.5 mL
1070 505 300 pl
BS54 powder (.5 zm

ML water 1T m
Total Volume 50 mlL
- Dileer the prehybridizaton buffer with a .22 wm Mini-Miser (CA) Filter.
- Transler the solution o a clean Coplin jar and preheat the buller at 4290 for
approsammately 10 minutes,

5.1.2  Prehybridize the arcav slide

Naowe: fv s exveemedy impovrant that slhdes be perfecrly clean or glee voi may lave
berckerownd problems. Tre mod o soratch or towol ihe printed area! Don't fet
the slides dry owet ar any fime! Wear (floves,

- Place the printed slideds) with their labels up in a Coplin jar containing preheated
prehybridization hulTer. (mo more than 5 shides per jar)
Imcubate st 4290 for at least an hour.

5 1.3 Washing Prehybridized Slides

Following the prehybridization, remove slides from 42°C watcrbath.,  owr ot

the prehybrdication buller, being carelul not o pour e shides oul as well.

Chnekly Al the Coplin jar with SAIRCYIN water and replace the cap,

= Carctully shake the Coplin jar for approximately 30 sceonds to remove the
prehybridization bulTer from the slides.

- Pour oul the waler and repest the procedure approsamately five tmes or unial

suds cam no longer be scon in the watcr.

Fill a glass staming dish with MY water for every 5 shides needing o be

wished

Continuacéao
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- Using forceps carefily grip the shides by the label and then remove the slides
from the Coplin jar. Place them in the slide holder for a glass staining dish. Ne
nigre than 3 slides should be used per holder. Dan't place slides in the firse ar
Jeasi sfon of the hodder and oo wor pue slides fagether so that they fowch,

Adtach the metal handle 1o the slide holder and place the glass holder wiih the
slides inside the staming dish.

- Place the entire staining dish apparatus on top of 8 rotor shaker and let shake for
about 2 minutes.

- Change the water inside the staining dish every 2 minutes. Continue tw wash antil
you have used -2 liters total of wash water (including the water used in the
Coplin jars).

- Empty the staiming dish and Gl with isopropyl aleohol,

= Wash in the isopropyl alcohal for two minutes on the rotary shaker,

- When done, leave the slides in the isopropy] alcohol and take them immediately
to the centnfuge

14 Drying Slides

Naowe: D NOT fer the slides start to drey before puiting them in the centrifupe.
Alfowing the slides to slowly air dvy will couse background to appear on the

slide

- Take the glass shide bolder with the slides out of the sopropyl alcobol and
remove the metal handle from the holder. Put the shdes imto a centrifuge with a
flat plate=holder adaptor lined with paper towels. Place another slider holder
with the same number of slides as a counterbalance. Make sure the centrifugze 15
clean inside. Make sure the centrifige is at room temperature before centrifuging.
Centrifuge the slides at -1000 REPM's for at least 10 minutes at rocm
lemperatune.

- Hold shdes up to the light to check for any degree of streaking or spots, 1fany
of these appear the slides must be re-washed and re-spun.

Naove: Slides showld be used lmmediaiely following prefyvbridizanon o ensure
aptimel fvbeidization efliciency. Prefvbridized slides canner be stared for later use.

Continuacéao
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52 Hybridization

521 Making the hvbridization buffer

* Mote: Gene expression hybridizations involving probes gencrated  from RNA require a
hybridization butfer containing 40% formamide. Comparative genome hybridizations involving
prohes peneraled from genomic DNA reguire a hybndieation balTer contamng 50% Trmurmide.
To maintain proper specificity during the hybridization, it is important oot to alter these

conditions.

- I'repare the tollewing 1X hvbridization butter tresh for every 3 slides,

Ciemmic DINA Hybndizations

FI0% firwauekie, Ju 00, LR Y, 0 sl N

Ay Lo}

[Keeipe: Aoy
Formanuide J0ul
20 S5 250 ul
0% 510 10wl
1M DTT | ul
D waler 239 ul

Total Wolime 1 ml.

Ciene Expression (RMNA) Hybridveaiwms
P Farvaaviiiie, xS AL R TS A g Moo
e S

LReeipe:

Formamide

2l 550
1y 8105

0IMDTT
1' u'uh:r

lodal Wolume

Lising & 1 ml. syrmge, draw up the hybrdieation solution and Alier i through a

(145 M filter

Add 60 pl of Salmon Sperm 1A,

- 5ot the vbridization solution aside at room temperature until later vse.

522 Preparing the probe lor hybridieatbion

Add 30 pl of 1X hyhridization baffer to the previously prepared Cv3CyS probe
mixture {see SOM-AN07Z A Don't throw away cxeess hvbridization solution.
- Resuspend the probe by vorlexing.
- Tleal the mixture al 9340 [or 5 minules.

- Waorlex prohe and heal the probe mistore agan ol 3550 for anuther 5 minules,

111
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523 Apply Labeled robe Mixfure to array

- Place a prehybridized microarmay shide (armay side up) between the two plastic
teeth in the bottom halt of a hvbridization chamber (ifre side with the rubiber
askes).

- st a clean LiflerShp with compressed air, and place i over the armay printed
arca of the slide. Ensure that the clevated side of the LifterSlip faces down
{Louching the shide)®

Plaee cover slip
—ere

- Slowh pipette the entire labeled probe maxture (-350 pl) onto the lower cdge of
the LifterSlip. Ensure sample distributes evenly under cover slip. Remove any
hubthles i necessary.

¥ While LifterSlips are recommended to prevent air bubbles and ensure propes
diffusion of the sample over the shide, standard 24mm x Glmm microscope sliss
coverslips can also be uscd.

324 Shde Incubation

- Add 1A pl of unused hvbridization solution o the small wells at each end of (he
chamher. This step iy to prevent the somple from drving wnder the cover sfip.
IPlace the top of the chamber on and scal it with the two metal cdge bars.

- Wrap the chamber in foil and incubate in a 42°C watcr bath for 16-20 howrs.

Niwte: Do mot il ov fTip she slide chamber once the chamber i sealed with the slids
i,

525 Post-Hvhridveation Washes
Nime: Av this poini all the staining dishey used should be covered in aluminum foil Lo

prevens fight expasure, Da naot fer the slides dvy owr ar awy time ! The probe will
sireak the surfice causing background problems (Cthe slides dry.

Continuacéao

112



Stipp, RN. Tese de Doutorado — Anexo.

ANEXO 3 - CONTINUACAO

TTIE INSTITUTE FOR GENOMIC RESEARCT

NTLE:. ITYBRIMZATION OF LABLELED DNA AND CDNA FROBES

SOr# MOOE | REVISION LEVEL: 21 PAGE: Taf 7

Preheat the low stringency buffer to S5 before nse,

- Prior to beginning the post-hvbridization washes, add | mL of 100 mM DTT
to 1 Loaf each of the wash bulfers,

- Afler the meuhation mostep 5.2.4, remove Toal and unseal hyhndieaton chamber,
Remaove the shide from the chamber, saking care not to disturb the cover slip

- [ill a Pyrex glass dish about halt full with low stringency buffer that has been
warmed to 55°C.

- To remwe the coverslip prab the shide label with forceps for gloved fingeetips i
the forceps peove diffionds and submerge it i the buffer. Shake the shide o
loosen the coverslip. With time the coverslip will slide free of the slide surface.
Contimue Lo wash the shide vigoroosly Tor shout anadditional minote omee the
cover slip has been removed. Se corefind sor fo soratch the siide suefaoe with the
cover sl

- Change the low stringency bulTer in the Pyrex dish [or every 5 shides washed.

A% the cover ships are removed, place every 3 shodes inoa glass shde holder. The
slides should be spread out so they do not touch cach other or the sides of the
holder (as above).

Submerge the shide holder(s) inte staining dish(s) containing low stringency
wish hufter (preheated to 53907

- Agitate on a rotary shaker for 5 minutes.

- Afler the 5 mimules, transler the shides o oa dish with new low stringeney bulTer
{preheated to 33707, Agitate an additional 3 minotes

- Adber the 5 minutes, ransler the slides woa dish with mediom stringency buller
al rowrm emperature mnd agilale 5 minoies.

- CAdber the 3 minwtes, ransfer the slides to a dish with new medium stringency
buffer at room temperature. Agitate an additional 5 minutes.

After the 5 minutes, ransfer the slides to a dish with high stringency buffer at
oo femperature and agitate 5 mimics.,

- Afler the 5 minutes, transfer the shides i dish with new high stringency bulTer
al roum lemperature mnd agilale another 5 minules.

- Adier the 5 minuies. keep slides in the high siringency bufler (with DTT) until
ready for scanning.

I 2 ones shicke af o time several times noa dish containing clean MilROYT water,
Ly the slide in a mini-slide centmituge tor approximatehy one minute,  Ensure
shide 15 completely dry before scanning.

- Scan slide noting that the top of the print area beging on the part of the slide
farthest from the barcode. A properly scarmed shide, therefore, should have a
legible barcode at the bottom of the scanned arca,

Conclusao
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ANEXO 4

Os dados totais (brutos) dos ensaios de microarray foram disponibilizados
de acordo com o padrao MIAME (Brazma et al.,, 2001) no sitio Bioinformatics
Resource for Oral Pathogens, mantido pelo The Forsyth Institute.

Os experimentos para o mutante vicK- podem ser visualizados pelo atalho
http://www.brop.org/idn:12496045393872

Ja os experimentos para o mutante covR- podem ser visualizados pelo
atalho http://www.brop.org/idn:12496187486126
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ANEXO 5

Custom Immunology Services Polyclonal Protocols

Sample Protocols using Protein Inmunogens

_ Antigen Required | Estimated Serum Volume*

Rabbit Protein, 77 Day 625 g 90 mL

http://www.covance.com/abservices/ab_rabbit_protein_77.php

Custom Immunology Services Sample Polyclonal Protocols
Rabbit Protein Protocol, 77 Day

0 NZW Female Rabbit Pre-bleed (Avg. 5mL serum)
1°SC: 250 pg with FCA

21 Boost SC: 125 pg with FIA

42 Boost SC: 125 pg with FIA

52 Production Bleed (Avg. 20 mL serum)
53-60 ELISA Titer Assay of Bleed*

59 Production Bleed (Avg. 20 mL serum)

70 Boost SC: 125 pg with FIA

77 Project Completion* (Avg. 50mL serum)
78-84 ELISA Titer Assay of Bleed*

**contact us for further details regarding project completion

Total material required for injection for the above program is 0.625 pg/animal. If we are
conjugating your peptide we assume a 20% loss of peptide during conjugation. Total
amount of serum expected from a rabbit on the above protocol is approximately 90 mL.
Immunogen is emulsified in Freund's Complete Adjuvant (FCA) for initial injections. Freund's
Incomplete Adjuvant (FIA) is used for all subsequent injections (boosts). Projects follow a
three-week cycle of boosts. Test bleeds are taken approximately 10 days after the boosts.

*Optional ELISA: We suggest testing the first bleed of the project to evaluate the effect of
antigen on the animal. Information gained from an ELISA at this point will provide an
opportunity for you to make adjustments to your immunization schedule. Additional ELISA's
performed later in the project will give you valuable information that can be used to determine
which sera samples to include in your research or which bleeds you would like to have purified.

AAALAC International Accredited, GLP Studies, OLAW Assured, USDA Research
Registered
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