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RESUMO

A carie dentaria é uma doenca multifatorial, infecciosa e dieta-dependente, que se apresenta como
um importante problema de satde publica em todo o mundo. A bactéria gram positiva Streptococcus
mutans (S. mutans) é o agente etiol6gico mais importante no desenvolvimento da cérie e tem como
uma das suas principais propriedades de viruléncia a capacidade de formar biofilmes. As
glicosiltransferases (GTFs), enzimas responsaveis por essa propriedade, convertendo aclcares em
glucanos adesivos, resultando na formacao do biofilme. O objetivo deste trabalho foi o isolamento e
a caracterizagédo de linhagens mutantes com capacidade reduzida de formacao de biofilme. Para isso,
foram isoladas duas linhagens de S. mutans com morfologia alterada, as quais foram identificadas
bioquimica e geneticamente como S. mutans. Em seguida, os mutantes foram caracterizados quanto
a atividade metabdlica, adesividade, morfologia da col6nia, estrutura do biofilme e atividade das
enzimas Glicosiltransferase B e Glicosiltransferase C, em comparagdo com a linhagem selvagem. Os
dados obtidos nos permitem concluir que as linhagens mutantes com morfologia alterada apresentam
metabolismo energético, atividade GTF B e C e morfologia celular inalterados em relagcdo ao padrao
da linhagem ATCC, mas tem seu mecanismo de formacéo de biofilme alterado, de modo a formar

menos biofilme em meios suplementados com sacarose como fonte de carbono.

Palavras-Chave: Streptococcus mutans; Glicosiltransferases; Biofilme.






ABSTRACT

Dental caries is a multifactorial, infectious and diet-dependent disease, which represents an important
public health problem worldwide. The gram-positive bacterium Streptococcus mutans (S. mutans) is
the most important etiological agent in the development of caries and one of its main virulence
properties is the ability to form biofilms. Glycosyltransferases (GTFs), enzymes responsible for this
property, convert sugars into glucan patches, resulting in biofilm formation. The objective of this
work is the isolation and characterization of mutant strains with reduced biofilm formation capacity.
For this, two strains of S. mutans with altered morphology were isolated, which were biochemically
and genetically identified as S. mutans. Then, the mutants were characterized regarding metabolic
activity, adhesiveness, colony morphology, biofilm structure and activity of the enzymes
Glycosyltransferase B and Glycosyltransferase C, in comparison with the wild-type strain. The data
obtained allow us to conclude that the mutant strains with altered morphology present unchanged
energy metabolism and cellular morphology in relation to the ATCC strain pattern, but their biofilm
formation mechanism is altered, as to form less biofilm in media supplemented with sucrose as a

carbon source.
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1. INTRODUCAO

1.1 A cérie dentaria

A cérie dentaria é uma das doencas humanas mais prevalentes em todas as faixas
etarias. Estima-se que mais de 90% da populacdo mundial terd pelo menos um episédio de
carie dentaria ao longo da vida (PETERSEN; KWAN, 2009). Se ndo tratada, a carie dentaria
pode levar a dor, infeccdo da polpa dentaria e até mesmo perda do dente, e o impacto da satde
bucal na salide geral tem despertado grande preocupacdo (SODER et al., 2012). A cérie
dentéria surge a partir de biofilmes crénicos que contém microrganismos cariogénicos que
degradam carboidratos fermentaveis (principalmente sacarose) em &cidos organicos que
causam desmineralizacdo e destruicdo do tecido dental (CUI et al., 2019; CAUFIELD;
GRIFFEN, 2000). E uma doenca cronica que progride lentamente na maioria dos individuos
e, inicialmente, é reversivel e pode ser interrompida atraves da remocdo adequada do biofilme
e tecido infectado (SELWITZ; ISMAIL; PITTS, 2007).

A cavidade, ou lesdo cariosa, é a sequela do processo da doenga e é um sinal de doenca
avancada. As lesdes cariosas sdo o resultado de eventos que ocorrem ao longo do tempo e sua
gravidade pode variar desde alteracdes subclinicas na regido subsuperficial dos dentes até
lesGes com envolvimento da dentina, podendo apresentar superficie intacta ou cavitacdo obvia
(FEJERSKOV, 2004; FEATHERSTONE, 2004).

A doenca pode ser observada tanto na coroa, quando é chamada de cérie coronéria,
quanto na raiz, chamada carie radicular, de dentes deciduos e permanentes, em superficies
lisas, sulcadas e fissuradas. Ela pode afetar o esmalte, a camada externa da coroa; o cemento,
a camada mais externa da raiz; e a dentina, o tecido abaixo do esmalte e do cemento (KIDD;
FEJERSKOQOV, 2004).

Os mecanismos do processo carioso sdo semelhantes para todos os tipos de carie.
Bactérias endogenas presentes no biofilme produzem é&cidos organicos fracos como
subproduto do metabolismo de carboidratos fermentaveis. Esses acidos reduzem o pH local
abaixo de um valor critico, resultando na desmineralizagdo dos tecidos dentarios
(FEJERSKOV, 2004; SCHEIE; PETERSEN, 2004). Se a perda de calcio, fosfato e carbonato
do dente continuar, ocorrera eventualmente a cavitacdo (FEATHERSTONE, 2004; SEOW,
1998). Se uma cavidade se desenvolve, ela fornece um ambiente favordvel para a adaptacédo

gradual dos microrganismos do biofilme. A formacdo de uma lesdo cavitada protege o
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biofilme e, a menos que a area seja devidamente higienizada, o processo carioso continuara
(FEJERSKOV, 2004).

O risco de desenvolvimento de lesdes cariosas varia ao longo da vida de um individuo,
pois esta relacionado a varios fatores. Fatores de risco fisicos e biologicos incluem fluxo e
composi¢do inadequados da saliva, alta presenca de bactérias cariogénicas, exposicdo
insuficiente ao fluor, recessdo gengival, componentes imunolégicos, necessidade de cuidados
especiais de saude e fatores genéticos (PITTS et al., 2021; RAMOS-GOMEZ et al., 2003;
HASSELL; HARRIS, 1995). Ja os fatores comportamentais estdo diretamente relacionados
ao estilo de vida, incluindo méa higiene bucal e habitos alimentares inadequados (TOUGER-
DECKER; VAN LOVEREN, 2003). E importante também destacar os fatores
socioeconémicos, como pobreza, status social, nivel de educacdo e acesso aos servicos de
salide (RAMOS-GOMEZ et al., 2003).

O diagnostico da lesdo cariosa geralmente é feito através da observagdo visual das
superficies dentarias, utilizando uma sonda dental, espelho clinico e iluminacéo adequada. Em
alguns casos, exames complementares, como radiografias, podem auxiliar no diagnostico
(GOMEZ, 2015; KUTSCH, 2014). Na pratica clinica, o tratamento restaurador ainda € o
método preferido em muitos paises para 0 manejo da leséo cariosa, apesar de suas limitagdes
e tendéncia a necessidade de restauracdes repetidas (SELWITZ; ISMAIL; PITTS, 2007).

Opcdes de tratamento alternativos, os chamados ndo-restauradores, tém sido
considerados promissores para reduzir a necessidade de intervencgdes cirargicas em lesGes.
Com esses procedimentos, consegue-se reduzir a perda de tecidos dentarios, recuperando suas
propriedades bioldgicas e fisicas por meio de diferentes processos de remineralizacdo
(POZOS-GUILLEN et al., 2021; YU et al., 2021). Essas estratégias de gerenciamento de
lesGes de carie com abordagens minimamente invasivas tém ganhado destaque desde o inicio
da pandemia de COVID-19. Nesse periodo, houve uma maior énfase na redugdo de
procedimentos que geram aerossois, afim de minimizar o risco de contaminagdo cruzada
(CABALEN et al., 2022).

1.2 Streptococcus mutans
Embora as primeiras tentativas de definir o microbioma oral tenham sido baseadas em
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técnicas de cultivo, o sequenciamento do rRNA 16S identificou mais de 700 espécies
microbianas presentes na cavidade oral (DEWHIRST et al., 2010; KILIAN et al., 2016;
ABRANCHES et al., 2018), dentre as quais 0 S. mutans, ha muito considerado o principal
agente etioldgico no desenvolvimento da carie (FITZGERALD et al., 1960). Embora o S.
mutans ndo atue sozinho no processo de formacdo de céries dentarias, estudos demonstraram
que ele pode alterar o ambiente ao formar um meio rico em polissacarideos extracelulares
(EPS) e baixo pH, criando assim um nicho favoravel para o crescimento de outras espécies
acidogénicas e aciddricas (LEMOS et al., 2019; ABRANCHES et al., 2018).

Além do desenvolvimento de céries dentérias, S. mutans também esta relacionado a
endocardite bacteriana, uma inflamacgdo potencialmente fatal das valvulas cardiacas. Certas
cepas dessa bactéria tém sido associadas a outras condi¢Bes patologicas extraorais, como

microhemorragias cerebrais, nefropatia de IgA e aterosclerose (TODA et al., 2019).

Sabe-se que o potencial cariogénico do S. mutans esta relacionado a trés atributos
principais: a habilidade de sintetizar grandes quantidades de polimeros extracelulares de
glucano a partir de sacarose, o que auxilia na colonizacdo permanente de superficies duras e
no desenvolvimento da matriz polimérica extracelular in situ; a capacidade de transportar e
metabolizar uma ampla variedade de carboidratos em &cidos organicos; e a habilidade de
prosperar em condi¢Oes de estresse ambiental, especialmente em baixo pH (LEMOS;
BURNE, 2008).

S. mutans é capaz de produzir 4cidos tanto a partir do metabolismo de fontes externas
de carboidratos (amido, sacarose, frutose, etc.), quanto de fontes internas, representadas por
polissacarideos intracelulares de reserva (IPS) semelhantes ao glicogénio (HAMILTON,
1976). Uma das principais propriedades de viruléncia dessa bactéria é sua capacidade de
formar biofilmes, processo que resulta na produgéo de &cidos como subproduto (CHEN et al.,
2015).

O habitat natural do S. mutans é a cavidade oral humana, mais especificamente o
biofilme formado nas superficies duras dos dentes (LEMOS; BURNE, 2008). Os dentes
oferecem superficies ndo descamativas que favorecem a colonizagdo microbiana, resultando
no acumulo de grandes quantidades de bactérias e seus subprodutos nos biofilmes dentarios
(SELWITZ; ISMAIL; PITTS, 2007).

Para prevenir doengas bucais, como a cérie dentaria causada pelo S. mutans, os
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biofilmes dentérios séo frequentemente removidos por meio de tratamentos de higiene bucal
mecanicos ndo especificos, como escovacdo e uso de fio dental (EMILSON, 1994). Agentes
anti-biofilme tém a capacidade de inibir o crescimento de S. mutans em microareas dos dentes,
restauracbes dentarias ou proteses suportadas por implantes. No entanto, 0s agentes
antimicrobianos orais utilizados atualmente s&o principalmente bactericidas de amplo
espectro e possuem eficécia limitada na regulacdo da producdo tanto de biofilmes quanto de
fatores de viruléncia (KAMAREHEI et al., 2022).

Os agentes tradicionais, como fldor, clorexidina e antibi6ticos, apresentam efeitos
colaterais e baixa seletividade, podendo afetar o equilibrio do microbioma oral. H& um
crescente interesse em encontrar alternativas para controlar doencas relacionadas ao biofilme,
como a carie causada pelo S. mutans. No entanto, € consenso que a preven¢do ou tratamento
de biofilmes dentérios € particularmente desafiador, devido a baixa solubilidade, breves
periodos de exposi¢do topica, remocao pela saliva e limitada penetracdo do medicamento na
matriz do biofilme EPS (ZHANG et al., 2022). Atualmente, a remog¢do mecénica do biofilme
segue sendo a forma mais segura e eficaz de evitar a proliferacdo de doencas causadas pelo S.

mutans.

1.3 Glicosiltransferase e biofilme

O biofilme é uma comunidade de células bacterianas que aderem firmemente a uma
superficie e sdo envolvidas por uma matriz extracelular que elas mesmas secretam. Essa
matriz proporciona protecdo efetiva as células bacterianas contra um ambiente hostil,
formando uma comunidade estruturada (MAGANA et al., 2018; LEBEAUX; GHIGO;
BELOIN, 2014). O S. mutans utiliza varios fatores de viruléncia para promover a formacao
de biofilmes cariogénicos e o desenvolvimento de caries dentarias, destacando-se as
glicosiltransferases extracelulares. Essas enzimas sdo responsaveis pela formacao do biofilme
e convertem carboidratos, como amido, sacarose, frutose e glicose, em glucanos soltveis ou
insoluveis, resultando na formacdo de um biofilme adesivo sobre a superficie dos dentes
(FERRETTI et al., 1988).

O S. mutans produz trés GTFs geneticamente distintas (GtfB, GtfC e GtfD) sendo que
cada uma delas desempenha um papel Unico, mas todas estdo envolvidas na formacao do
biofilme (BOWEN; KOO, 2011). GtfB e GtfC estdo associadas a aderéncia microbiana inicial
e a estabilidade estrutural da matriz extracelular (REN; CHEN; L1I; L1, 2016). GtfB sintetiza
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glucanos insoluveis ricos em ligagdes glicosidicas a-1,3 e € absorvida na superficie da célula
bacteriana para promover a formacdo de microcol6nias densas. GtfC, que é absorvida no
esmalte dentro da pelicula adquirida, produz uma mistura de glucanos insoltveis e soltveis
com ligagdes 0-1,6, e atua como um local de ligacdo para as bactérias. O papel da GtfD na
formagdo do biofilme ainda néo é totalmente conhecido; no entanto, ela sintetiza glucanos
sollveis, que servem como iniciadores para a atividade de GtfB (XIAO et al., 2012;
HANADA; KURAMITSU, 1988; AOKI et al., 1986). Em particular, GtfC demonstrou ter a
maior afinidade pela superficie de hidroxiapatita dos dentes, seguida por GtfB e, em seguida,
GtfD (YAMASHITA et al., 1993).

As GTFs também conferem ao S. mutans a capacidade de se ligar a muitas bactérias
bucais (MCCABE; DONKERSLOOT, 1977; HAMADA; TAIl; SLADE, 1978), mesmo
aquelas que ndo sintetizam GTFs. Sabe-se que GtfB se liga com maior facilidade a
microrganismos bucais, como Actinomyces viscosus, Lactobacillus casei e o préprio S.
mutans, do que as outras GTFs produzidas por essa bactéria, e essa ligacdo ocorre mesmo na
presenca de saliva. Além disso, a enzima mantém sua atividade quando adsorvida as bactérias,
convertendo assim as nao produtoras de GTF em formadoras de glucano (VACCA-SMITH,;
BOWEN, 1998).

Além das glicosiltransferases, S. mutans codifica vérias proteinas ligadoras de
glucano, denominadas GBP-A, -B, -C e -D. Em conjunto, as GTFs, GBPs e glucanos adesivos
atuam como suporte para a formacdo do biofilme, que é central para a cariogenicidade desse
organismo, promovendo o acumulo local de microrganismos enquanto forma uma matriz

polimérica que protege as bactérias incorporadas (LEMOS et al., 2019).

Sabe-se ainda que as glicosiltransferases desempenham um papel importante na
morfologia colonial, uma vez que mutagdes nos genes gtfB, cuja expressdo é responsavel pela
qualidade e quantidade de biofilme, afetariam a producdo de biofilme. Também nédo se
descarta a hipotese de que mutacbes em genes como gtfC e gtfD, tambem afetem a formacao
de biofilme e consequentemente a morfologia das colnias bacterianas (SALAMANCA, et
al., 2018).

Desta forma, a caracterizagdao bioquimica de linhagens de S. mutans que apresentem
alteracdes na formacdo de biofilmes é relevante, uma vez que pode contribuir para uma

compreensdo mais detalhada sobre o papel das glicosiltransferases e dos mecanismos



moleculares envolvidos na formacdo do biofilme.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Isolamento e caracterizacdo bioquimica de mutantes de S. mutans com capacidade reduzida

de formacéo de biofilme, visando elucidar os mecanismos moleculares envolvidos na formacéo do

biofilme.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO
o Avaliar a morfologia das linhagens;

o Anadlise bioquimica, caracterizacdo do crescimento, acidificacéo e adesividade das linhagens
mutantes isoladas;

o Caracterizagdo eletroforetica das enzimas produzidas pelas linhagens mutantes em
compara¢do com a linhagem selvagem;

o Anédlise genética das linhagens mutantes.



3. METODOLOGIA

3.1 Linhagem de S. mutans
A linhagem ATCC 25175 de S. mutans, obtida da Fundacdo André Toselo, Campinas, SP

(www.bdt.fat.org.br) foi utilizada como controle (selvagem) nas analises. As linhagens com alteracdo
na formacdo do biofilme (4.4 e 5.1) foram previamente isoladas no laboratério de bioquimica de

microorganismos da Universidade de Uberaba (Thedei Jr., resultados ndo publicados).

3.2 Manutencéo das linhagens de S. mutans
Todas as linhagens foram armazenadas a -20°C em glicerol 40% (v/v) e mantidas através de

repiques sucessivos em Caldo Triptico de Soja (TSB) onde um pré-inéculo de 50 pl da bactéria
armazenada foi adicionado a 4 mL do meio previamente autoclavado e incubado em uma jarra de
anaerobiose, durante 24 horas a 37°C em atmosfera microaerofilica. Essa atmosfera é obtida apos
acender uma vela no interior da jarra para consumir parte do oxigénio disponivel. Assim, a partir
deste indculo inicial, as células foram submetidas a mais um repique de 12 horas a 37°C, estando

assim disponiveis para utilizacdo nos experimentos.

3.3 Solucdes
Sais completos: 0,1 g de FeSOg4; 0,1 g de MnCly; 13,2mg de KH2POg4; 26,6 mg de KoHPO4 €

26 mg de KCI, cada um dissolvido em 100 mL de 4gua destilada. As solu¢des foram armazenadas em
frascos @mbar e autoclavados a 121°C durante 15 minutos. Ap6s o preparo das solugdes, foi

adicionado 5 mL de cloroférmio a cada uma, como agente preservante.

Solucéo de sacarose 2M: 13,699 de sacarose em 20 mL de volume final de &gua destilada.
Apbs o preparo, a aolucao foi autoclavada a 121°C durante 15 minutos e adicionada ao meio de

cultura (sélido ou liquido, concentragéo final 50 mM)) apos autoclavagem do meio.

Solucéo de glicose 2M: 7,2g de glicose em 20 mL de volume final de agua destilada. Apos o
preparo, a solucdo foi autoclavada & 121°C durante 15 minutos e adicionada ao meio de cultura

(s6lido ou liquido, concentracdo final 50 mM)) apds autoclavagem do meio.

Solucéo I: 6% SDS, 3% mercaptoethanol, 0.02% azul de bromofenol, 8 M ureia. Os reagentes
foram adicionados um a um em agua destilada, sob agitacéo, até completa dissolucéo. A solucdo foi

armazenada em temperatura ambiente.

Solucéo I1: 50 mM Tris-HCI foi adicionado em &gua destilada, sob agitagdo, até completa
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dissolucdo. A solugdo foi armazenada em temperatura ambiente.

Solucéo I11: 0.05% dextran, 2% Tween-100 e 5% sacarose. Os reagentes foram adicionados
um a um em agua destilada, sob agitacdo, até completa dissolucdo. A solucdo foi armazenada em

temperatura ambiente.

Solucéo fixadora: 10% &cido tricloroacético foi adicionado em &gua destilada, sob agitacao,
até completa dissolugdo. A solucédo foi armazenada em temperatura ambiente.

Solucéo de lavagem I: 5% acido acético foi adicionado em agua destilada, sob agitacéo, até

completa dissolucdo. A solucao foi armazenada em temperatura ambiente.

Solucdo de lavagem I1: 25% etanol, 10% acido acético, em agua destilada. Os reagentes
foram adicionados um a um em agua destilada, sob agitacéo, até completa dissolucao. A solucéo foi

armazenada em temperatura ambiente.

Solucao de oxidagao: 1% acido periddico foi adicionado em &gua destilada, sob agitacdo, até

completa dissolugdo. A solucdo foi armazenada em temperatura ambiente.

Solucéo de reducdo: 0,5% metabissulfito de potassio foi adicionado em &gua destilada, sob

agitacdo, até completa dissolucdo. A solucdo foi armazenada em temperatura ambiente.

3.4 Gel de eletroforese:
Gel 7,5%: 5 mL de Acrilamida 30%, 5 mL de Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8), 200 pl SDS 10%,

9,48 mL de H.O (Milli-Q), 100 pl de Persulfato de Aménio e 20 pl de tetrametiletilenodiamina
(TEMED).

Gel 4%: 800 pl de Acrilamida 30%, 1500 pl de Tris-HCI 1,5 M (pH 6,8), 60ul SDS 10%,
3,57 mL de H20wmo, 30 ul de Persulfato de Amonia e 12 pl de tetrametiletilenodiamina (TEMED).

3.5 Meios de cultivo
Meio Completo: O meio completo descrito por Dashper e Reynolds (1992) foi utilizado.

Inicialmente realizou-se a confecgdo dos sais completos, conforme descrito acima.

Para a preparagdo do meio completo usou-se 10 g/L triptona; 5 g/L extrato de levedura; 60
pmol/L MgSOQgs; 1.3 pumol/L FeSOs; 1.5 pmol/L MnCly; 0.2 mmol/L KH2PO4; 0.3 mmol/L KoHPOgy;
0.7 mmol KCI dissolvidos em agua e o meio foi entdo autoclavado a 121°C durante 15 minutos.

Quando necessario, 0 meio completo foi acrescido de &gar-agar 20 g/L para a producdo de
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meio completo solido.

Meio TSB: O meio liquido utilizado para repiques e manutengdo das cepas de S. mutans foi
o0 Tryptic Soy Broth (TSB), preparado de acordo com as instrugdes do fabricante, o qual resulta em
13 mM de glicose, 17 g/L de digesto pancreatico de caseina, 3 g/L de digesto papaico de farinha de
soja; 5 g/L de NaCl, 2,5g/L de KoHPO4. O meio (4 mL) foi distribuido em tubos falcon de 15 mL e

posteriormente autoclavado.

Todos os meios, solucdes e materiais necessarios foram autoclavados a 121°C por 15 minutos.

3.6 Isolamento das linhagens mutantes
Para o isolamento das linhagens mutantes previamente realizado no laboratorio de

microorganismos da Universidade de Uberaba (Thedei Jr., dados néo publicados), uma col6nia de S.
mutans crescida em Meio Completo com sacarose como fonte de carbono foi isolada e suspendida
em 1 mL de solucdo salina (NaCl 0,9%) estéril. 100 pl dessa suspensdo foi inoculado em placa de
Petri contendo Meio Completo com sacarose como fonte de carbono e incubada em atmosfera
microaerofilica (técnica da vela, conforme descrito acima) por 48 horas. Col6nias com morfologia
alterada foram quantificadas, isoladas e cultivadas em Meio TSB. Ap6s confirmacdo biogquimica,

foram armazenadas congeladas em glicerol 50% e empregadas nos experimentos.

3.7 Avaliacéo da morfologia:
Um pré-inéculo de 50 ul da bactéria congelada (ATCC 25175) foi adicionado a 10 mL de

TSB e incubado em jarra de anaerobiose, durante 24 horas a 37°C em atmosfera microaerofilica.
Assim, a partir deste indculo inicial, as células foram submetidas a mais um repique de 12 horas a
37°C em 10 ml de TSB. Foi feita uma diluicdo seriada das bactérias em meio completo até a
concentracéo 10, de onde foi retirado 50 pl que foi espalhado sobre uma placa de meio sélido com
sacarose e 50 pl em placa de meio sélido com glicose. O mesmo procedimento foi feito
separadamente para cada cepa, totalizando em 6 placas de cada linhagem (3 com glicose e 3 com
sacarose). As placas foram incubadas em uma jarra de anaerobiose, durante 24 horas a 37°C em
atmosfera microaerofilica. Apos o tempo previsto a morfologia das culturas foi analisada sob
estereomicroscopio e imagens das coldnias foram capturadas atraves do microscopio digital Dino-
Lite AM4113 (Taiwan, China).

3.8 Avaliacdo da morfologia através de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV):
Para a analise da morfologia celular, foram preparados 3 tubos com 5 mL de meio de cultura
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completo e no interior de cada um dos tubos foi acrescentada uma laminula de vidro circular (1cm de
didmetro). Apos autoclavagem e resfriamento do meio, foi adicionada sacarose na concentracéo de
50 mMol/L e realizado o in6culo das linhagens selvagem e mutantes, posteriormente incubadas a

37°C em atmosfera microaerofilica (técnica da vela, conforme descrito acima) por 15 horas.

Apo6s o tempo de crescimento, as laminulas foram removidas dos tubos, lavadas gentilmente

com &gua destilada, tratadas com glutaraldeido 1% e processadas para visualiza¢gdo no MEV.

As amostras foram cobertas por pulverizacao catddica, uma técnica que emprega a ejecao de
atomos e clusters atbmicos de um material altamente puro, no caso ouro e carbono, condensando-0s
na forma de filmes finos ou nanoparticulas sobre a superficie de um substrato. Para este processo foi
utilizada a metalizadora Bal Tec SCDO050 Sputter Coater (Flrstentum-Liechtenstein), por um tempo

de 180 segundos.

Para a obtencdo das imagens, foram utilizados o Microscépio eletrénico de varredura Carl
Zeiss EVO50 (Cambridge, UK) e o Microscépio eletrénico de varredura Shimadzu SS-550 (Kyoto,
Japan), em aumentos de 300 vezes e 10.000 vezes.

3.9 Analise bioquimica das linhagens mutantes
As linhagens foram crescidas em meio caldo BHI (Brain Heart Infusion — Infusdo de Cérebero

Coracdo, DIFCO) para realizacdo dos testes, como descrito abaixo.

a) Prova da Catalase: 1 gota de cada cultura foi adicionada em uma lamina de microscépio
limpa e acrescentou-se uma gota de H2O> sobre cada amostra. O resultado é considerado positivo

quando a amostra borbulhar. Para bactérias do grupo mutans, espera-se um resultado negativo.

b) Fermentacéo do Sorbitol e Manitol: adicionou-se 0,1 mL de cultura pura das linhagens
(cultura em caldo BHI a 37°C durante 48h) em meio base (caldo BHI) contendo o agucar (manitol ou
sorbitol) e indicador de pH (purpura de bromocresol). Foi incubado a 37°C durante 48h. A prova
positiva é dada pela mudanca de cor do meio de roxo para amarelo. Para bactérias do grupo mutans,

espera-se um resultado positivo.

c¢) Hidrolise da Esculina: adicionou-se 0,1 mL de cultura pura do microrganismo em meio
base contendo esculina e incubou-se a 37°C por 48h. Apos o crescimento, adicionou-se o cloreto
férrico. O resultado € considerado positivo quando se observar a fomagéo de coloracao verde-escuro.

Para bactérias do grupo mutans, espera-se um resultado positivo.

d) Hidrolise da Arginina: adicionou-se 0,1 mL de cultura pura do microrganismo em meio
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base contendo arginina e incubou-se a 37°C por 48h, posteriormente adicionou-se reativo de Nessler.
O resultado positivo se da pelo aparecimento de coloracdo alaranjada. Para bactérias do grupo mutans,

espera-se um resultado negativo.

3.10 Caracterizacao do crescimento e acidificacdo das linhagens mutantes
Um pré-indculo de 50 pl de cada bactéria armazenada (ATCC e mutantes) foi adicionado a

10 mL de TSB e incubado durante 24 horas a 37°C em atmosfera microaerofilica, conforme descrito
acima. Assim, a partir deste indculo inicial, as células foram submetidas a mais um repique de 12
horas a 37°C em 10 mL de TSB.

A absorbéncia da cultura foi acertada para 0,2 (620 nm) com TSB. Foram preparados 6 tubos
Falcon de 50 mL, 3 contendo 25 mL de meio completo e 625 pl de solucéo de sacarose e 3 contendo
25 mL de meio completo e 625 pl de solugéo de glicose.

A cada tubo de meio de cultura com sua respectiva fonte de carbono foi adicionado 500 ul da
linhagem a ser testada, cuja absorbancia foi previamente acertada para 0,2. Em seguida, 1 mL de cada
suspensdo foi adicionado em cada poco de uma placa de cultura de células de 24 pocos, totalizando
em 24 pocos para cada linhagem, 12 com sacarose e 12 com glicose.

A placa foi incubada a 37°C em atmosfera microaerofilica, sendo retirados 4 po¢os nos
intervalos de: 4h, 6h e 8h. Em cada um destes intervalos foi realizada a leitura da absorbancia (620
nm) e pH de cada poco. Cada vez que a cultura foi retirada para leitura, seu respectivo poco foi lavado
com agua destilada.

Para quantificar o biofime formado, ao final das 8h de cultivo, os po¢os foram corados com
cristal violeta 0,1% por 1h. Depois, o corante foi descartado e 0s po¢os lavados abundantemente com
agua destilada. 1ml de alcool etilico absoluto foi adicionado em cada poco e a placa foi armazenada
por mais 1h sob resfriamento. Posteriormente, 100 ul do conteudo de cada poco foi adicionado a um

tubo eppendorf contendo 900 ul de &4gua e a leitura da absorbancia foi realizada em 550 nm.

3.11 Caracterizacao eletroforética:
A extracdo da enzima GTF foi feita conforme descrito por Thurnheer et al. (2006), onde um

pré-inoculo de 50 pl da bactéria armazenada foi adicionado a 10ml de TSB e posteriormente incubado
em uma jarra de anaerobiose, durante 24 horas a 37°C em atmosfera microaerofilica. Assim, a partir
deste indculo inicial, as células foram submetidas a mais um repique de 12 horas a 37°C em 9 mL de

meio completo mais 1 mL de solucdo do carboidrato em teste (glicose ou sacarose).
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Ainda conforme Thurnheer et al. (2006), apds 12 horas de crescimento, as bactérias foram
centrifugadas e o precipitado foi incubado com 500ul da solucéo | a 37°C por 90 minutos. Apds a
incubacdo, a mistura foi centrifugada e 15 pl do sobrenadante foi aplicado em um gel de eletroforese
7,5% contendo SDS conforme descrito por Laemmli (1970). Depois da eletroforese, o gel foi lavado
3 vezes de 30 minutos com a solucéo I1. Em seguida, o gel foi incubado por 12h a 37°C com a solugéo
111, também conforme Thurnheer et al. (2006).

Posteriormente, o gel foi transferido para uma placa de petri onde permaneceu por 10 minutos
a 30°C com a solucéo fixadora. Depois, o gel foi lavado 2 vezes por 2 minutos com a solucéo de
lavagem | e entdo submergido na solugéo de oxidagéo por 20 minutos a 30°C. O gel foi entdo lavado
novamente com a solugéo de lavagem | por 2 vezes de 2 minutos, lavado mais 2 vezes por 2 minutos
com agua e entdo mergulhado na solucdo de reducdo por 12 minutos a 30°C. Passado esse tempo, 0
gel foi lavado 2 vezes por 2 minutos com a solucéo de lavagem Il a 50°C. Apos a ultima lavagem, o
gel foi corado com a técnica do Acido Periodico de Schiff por 50 minutos ao abrigo da luz. Esse
procedimento foi descrito por Zacharius et al. (1969).

Em seguida, o gel foi posicionado em um transiluminador de luz visivel e fotografado
utilizando uma régua como escala. A mobilidade relativa das proteinas no gel foi determinada pela

razdo: migracdo da banda de atividade (cm)/migracao do front (cm).

3.12 Preparacgédo de DNA:
As linhagens foram crescidas separadamente em tubos de ensaio contendo 5 mL de TSB em

microarofilia a 37°C por 24h. Apds este periodo, as culturas de cada linhagem foram transferidas para
tubos de 15 mL onde foram centrifugadas a 3200 rpm por 8 min em temperatura ambiente. Em
seguida, as células foram lavadas com 1 mL de salina 0,7 M por trés vezes, e entre 0s intervalos de
cada lavagem foram centrifugados a 3200 rpm por 8 min em temperatura ambiente. Logo apos a
terceira centrifugacgdo, as células foram ressuspendidas em 1 mL da solucdo de salina 0,7 M e
transferidas para um tubo de 2 mL. As células foram entdo centrifugadas a 10000 rpm por 1 min a
temperatura ambiente. Feito isso, as mesmas foram ressuspendidas em 545 pL TE (10mM Tris-HCI;
1mM EDTA) contendo lisozima (20 mg/mL) e depois incubadas a 37°C por 30 min em Banho Maria,

agitando-se a cada 5 min no vortex.

Em seguida foram adicionados 50 puL de SDS 20% e as células incubadas a 65°C por 15 min
em Banho Maria (agitando-se também a cada 5 min no vortex). Entéo foram adicionados 100 pL de

NaCl 5M e o tubo foi agitado por inversdo. Na sequéncia, foram adicionados 80 puL de CTAB 10%
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diluido em 0,7M NaCl, o material foi agitado por inversdo e incubado novamente a 65°C por 20 min.
Foram adicionados ent&o 750 pL de Fenol-Cloroférmio-Alcool Isoamilico (25:24:1) e todo o material
submetido a agitacdo em vortex seguida de centrifugacdo por 5 min a 11 000 rpm. Apos esta
centrifugacdo, foram observadas 3 fases, sendo que € retirada a fase aquosa superior, e transferida
para outro tubo de 2 mL. Foram adicionados a esse material 750 pL de cloroférmio-alcool isoamilico
(24:1) e agitou-se novamente no vortex, procedendo-se a centrifugacdo a 11 000 rpm por 5 min em
temperatura ambiente. Apds essa etapa, retirou-se novamente a fase superior e transferiu-se a mesma
para um novo tubo de 2 mL. A esta fase aquosa, foram adicionados 750 pL de isopropanol gelado, e
essa mistura homogeneizada gentilmente por inversdo, e em seguida deixada em gelo por 1 hora a
fim de precipitar o material genético obtido. Neste passo, pode-se perceber a formacdo de um

emaranhado fibroso dentro da solugdo (“medusa”).

Apds esse periodo em gelo, o material foi centrifugado novamente a 12.000 rpm por 30 min
a 4°C, e apos esta centrifugacéo realizou-se o descarte do sobrenadante e o pellet obtido foi lavado 2
vezes com 1 mL de EtOH 70% (sem ressuspender o “pellet””). Em seguida, o pellet foi lavado 1 vez
com 1mL de EtOH absoluto e deixado secar por 20 min. O pellet obtido foi ressuspendido em 30 pL

de agua MilliQ estéril para as analises posteriores.

3.13 Eletroforese de DNA em gel de agarose:
Ap0s a extracdo do DNA das linhagens, amostras foram preparadas com a adi¢do de tampao

de carregamento e aplicadas em géis de agarose 0,8% contendo brometo de etidio 0,5 pg/ml. As
corridas foram realizadas em tampédo de corrida TAE 1X a 80V. Os géis foram observados e

fotografados sob luz ultravioleta para andlise.

3.14 Reagédo em Cadeia da Polimerase (PCR):
A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada utilizando-se 200 ng de DNA

genémico, 1 uM de cada primer, sendo que os desoxinucleotideos, a TagDNA polimerase e o tampéo
foram acrescentados na forma de um MIX do kit GoTaqg Green Master Mix (Promega). O numero de
ciclos de reacéo foi de 35 para cada conjunto de primers dos genes analisados. O ciclo consistiu de
uma etapa de desnaturacdo a 95°C por 45 segundos, seguida pelo anelamento dos primers a 49°C por
30 segundos e uma etapa final de extensdo das novas cadeias a 72°C por 45 segundos. Os resultados

das reacOes de amplificagdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose.

Os primers utilizados, conforme Lei et al., (2015), estdo indicados no quadro abaixo.
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Primer Sequéncia de nucleotideos (5°- 3")
gtfB-F ACACTTTCGGGTGGCTTG

gtfB-R GCTTAGATGTCACTTCGGTTG
gtfC-F CCAAAATGGTATTATGGCTGTCG
gtfC-R TGAGTCTCTATCAAAGTAACGCAG
gtfD-F AATGAAATTCGCAGCGGACTTGAG
gtfD-R TTAGCCTGACGCATGTCTTCATTGTA

ftf-F ATTGGCGAACGGCGACTTACTC
ftf-R CCTGCGACTTCATTACGATTGGTC

VicR-F CGCAGTGGCTGAGGAAAATG
VicR-R ACCTGTGTGTGTCGCTAAGTGATG
vicK-F CACTTTACGCATTCGTTTTGCC
vicK-R CGTTCTTCTTTTTCCTGTTCGGTC
vicX-F TGCTCAACCACAGTTTTACCG
vicX-R GGACTCAATCAGATAACCATCAGC
vicX-P1 CCAGATTTTTCTTCACCCTTAC
vicX-P2 GGCGCGCCTGATACCTCGCCAGATACTG
vicX-P3 GGCCGGCCCACTTTTCGGTCTATTTCTGC
vicX-P4 AGGCTTGGGTATTCCTAAG

gtfB-F ACACTTTCGGGTGGCTTG

Quadro 1 — Primers utilizados e suas respectivas sequéncias de nucleotideos.

3.15 Analise Estatistica:
Os dados foram tabulados em planilha eletronica e submetidos a analise de normalidade por

meio do teste de D’ Agostino & Pearson, Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. Para comparacao das

trés linhagens, utilizou-se o teste Kruskal-Wallis seguido do teste de comparagdes maltiplas de Dunn.
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Os dados foram expressos em Mediana, Minimo e Maximo.

4. RESULTADOS

4.1 Isolamento das linhagens mutantes
As placas obtidas foram analisadas em estereomicroscopio e seus resultados foram
sumarizados no quadro 2.

Quadro 2 - Contagem de col6nias crescidas em meio completo solido e sacarose.

) Morfologia das ) .
Linhagem . Numero de colonias Porcentagem
colonias
Rugosa 334 93,29%
ATCC
Lisa 24 6,70%

Fonte: Thedei Jr. Dados ndo publicados.

4.2 Avaliacédo da morfologia
Quanto a morfologia das linhagens analisadas, quando cultivadas em meio completo com

glicose, a linhagem controle ATCC formou col6nias com superficie lisa (Figura 1A). Em meio
completo com sacarose, as col6nias apresentaram superficie granular ou rugosa (Figura 1B). Por outro
lado, as duas linhagens mutantes apresentaram crescimento com aparéncia lisa em ambas as fontes
de carbono (Figural, C, D, eeF).

Glicose Sacarose

ATCC
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4.4

5.1

Figura 1 - Crescimento de S. mutans em meio completo sélido. Linhagem ATCC
25175 em glicose (A) e sacarose (B); linhagem mutante 4.4 em glicose (C) e em
sacarose (D); linhagem mutante 5.1 em glicose (E), e em sacarose (F). Aumento de
40x.

4.3 Avaliacdo da morfologia em Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV)
A morfologia das linhagens mutantes foi analisada em microscopia eletronica de varredura

em comparacgdo a linhagem selvagem. Na Figura 2B pode-se observar a formacdo de agregados na
linhagem selvagem quando crescida em sacarose, e a auséncia destes agregados na linhagem
selvagem crescendo em glicose (Figura 2A) e também em ambas as linhagens mutantes apos
crescimento em glicose (Figura 2 C e E) e na linhagem 4.4 crescendo em sacarose (Figura 2 D). Raros

agregados foram observados na linhagem 5.1 crescendo em sacarose (Figura 2F).

Na Figura 3 podemos ver que as trés linhagens apresentam a morfologia de cocos que formam
linhas ou pares, e portanto, ndo ha discrepancia quanto a morfologia celular das linhagens 4.4 e 5.1
quando comparadas com a ATCC.
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Glicose Sacarose

ATCC

EHT =20.00kV Mag= 300X Detector = SE1

4.4

Acc Mag FH——
'200kv - x300

Figura 2 — Microscopia eletronica de varredura das linhagens de S. mutans. Linhagem ATCC
25175 apds crescimento em meio completo com glicose (A) e sacarose (B), linhagem mutante 4.4 em

glicose (C) e sacarose (D), linhagem mutante 5.1 em glicose (E) e sacarose (F). Aumento de 300x.
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Figura 3 — Microscopia eletrdnica de varredura das linhagens de S. mutans. Linhagem ATCC
25175 ap06s crescimento em meio completo com glicose (A) e sacarose (B), linhagem mutante 4.4 em
glicose (C) e sacarose (D), linhagem mutante 5.1 em glicose (E) e sacarose (F). Aumento de 10.000x.
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4.4 Analise bioguimica das linhagens mutantes
O meio de cultura da linhagem ATCC e das linhagens mutantes 4.4 e 5.1 ndo borbulharam

quando em contato com H20», apresentanto, portanto, resultado negativo na prova da catalase. Na
fermentacao do sorbitol e manitol, as linhagens apresentaram um resultado positivo, mudando a cor
do meio de roxo para amarelo. As mesmas linhagens também formaram coloracdo verde-escuro na
hidrélise da esculina, resultando em prova positiva. Na hidrdlise da arginina o resultado foi negativo,
nédo apresentando o aparecimento da coloracao alaranjada. Esses resultados podem ser observados no

quadro 3.

Quadro 3 — Resultados da anélise bioquimica das linhagens estudadas.

Linhagem Catalase Manitol Sorbitol Arginina Esculina
ATCC - + + - +
5.1 - + + - +
4.4 - + + - +

4.5 Curva de crescimento
No Grafico 1, observamos que as trés linhagens acidificaram o meio de cultura de maneira

similar ap6s 8h de crescimento em meio suplementado com glicose como fonte de carbono. O padrao
de acidificacdo foi similar para as 3 linhagens apos 8 horas de cultivo, embora nos tempos 4 e 6 horas
de crescimento a linhagem 5.1 tenha acidificado o meio significativamente mais do que a linhagem
ATCC (Gréfico 1)
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Grafico 1 - Leitura de pH das linhagens ATCC (o), 4,4 (m) ¢ 5.1 (A) em meio
suplementado com glicose. Simbolos abertos significam diferenca estatistica em relagédo
a linhagem selvagem no mesmo tempo de crescimento. Teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov, comparacdo multipla por Kruskall-Wallis e pds teste de Dunn.
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Quando o carboidrato foi a sacarose, as trés linhagens também acidificaram o meio de cultura
de maneira similar ap6s 8 horas de cultivo (teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, comparacéo
multipla por Kruskall-Wallis e pos teste de Dunn, p=0,0019), atingindo valores ao redor de 5,
conforme observado no Grafico 2. Da mesma forma que para o crescimento em glicose, a linhagem
5.1 acidificou o meio significativamente mais do que a linhagem ATCC nos tempos 4 e 6 horas (teste
de normalidade Kolmogorov-Smirnov, compara¢do multipla por Kruskall-Wallis e pds teste de Dunn,

p=0,0718 e p>0,1000, respectivamente).
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Grafico 2 - Leitura de pH das linhagens ATCC (o), 4,4 (m) ¢ 5.1 (A) em meio
suplementado com sacarose. Simbolos abertos significam diferenga estatistica em relacéo
a linhagem selvagem no mesmo tempo de crescimento. Teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov, comparagdo multipla por Kruskall-Wallis e pos teste de Dunn.
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Quanto ao crescimento em suspensdo em meio suplementado com glicose, as trés linhagens
apresentaram padrdo similar ao final da curva de crescimento (teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov, comparacdo multipla por Kruskall-Wallis e pds teste de Dunn, p=0,0022) (Gréafico 3).
Apenas no tempo 4hs a linhagem 5.1 apresentou uma acidificacdo significativamente superior a
linhagem ATCC (Grafico 3). Quando o meio foi suplementado com sacarose, foi observado um baixo
crescimento planctonico da linhagem ATCC e uma acidificagdo maior das linhagens mutantes nos
tempos 4, 6 e 8 horas (linhagem 5.1) (teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, comparagao
multipla por Kruskall-Wallis e pos teste de Dunn, respectivamente p<0,0001, p=0,0385, p=0,0063) e
6 e 8 horas (linhagem 4.4) (teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, comparacdo maltipla por
Kruskall-Wallis e pos teste de Dunn, respectivamente p>0,1000 e p=0,0011) (Gréfico 4).
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Grafico 3 - Absorbancia em 620nm das linhagens ATCC (o), 4,4 (m) ¢ 5.1 (A) em meio
completo com glicose. Simbolos abertos significam diferenca estatistica em relacéo a
linhagem selvagem no mesmo tempo de crescimento. Teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov, comparacao maltipla por Kruskall-Wallis e pds teste de Dunn.
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Gréfico 4 - Absorbancia em 620nm das linhagens ATCC (o), 4,4 (m) ¢ 5.1 (A) em meio
completo com sacarose. Simbolos abertos significam diferenca estatistica em relagdo a
linhagem selvagem no mesmo tempo de crescimento. Teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov, comparacao maltipla por Kruskall-Wallis e pés teste de Dunn.
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As trés linhagens formaram biofilme em meios suplementados com glicose (Gréafico 5),
embora as linhagens mutantes tenham uma formacéo de biofilme significativamente inferior a
linhagem ATCC (teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, comparacdo multipla por Kruskall-
Wallis e pos teste de Dunn, respectivamente p=0,0006). O mesmo resultado é observado em meio
suplementado com sacarose (Grafico 6), onde se observa que a linhagem ATCC forma mais biofilme
do que as linhagens mutantes (teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, comparagdo multipla por
Kruskall-Wallis e pos teste de Dunn, p=0,0044).

Grafico 5 - Absorbancia em 550nm das cepas ATCC (o), 4,4 (m) ¢ 5.1 (A) em meio
completo com glicose. Simbolos abertos significam diferenca estatistica em relacdo a
linhagem selvagem no mesmo tempo de crescimento. Teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov, comparacdo maltipla por Kruskall-Wallis e pos teste de Dunn.
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Grafico 6 - Absorbancia em 550nm das cepas ATCC (o), 4,4 (m) ¢ 5.1 (A) em meio
completo com sacarose. Simbolos abertos significam diferenca estatistica em relacdo a
linhagem selvagem no mesmo tempo de crescimento. Teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov, comparacdo maltipla por Kruskall-Wallis e pos teste de Dunn.
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O tratamento dos biofilmes com cristal violeta 0,1% reforca as observacdes das curvas de
crescimento descritas acima, onde a linhagem ATCC forma expressivamente mais biofilme quando

cresce em sacarose do que quando cresce em glicose (Figura 4).
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Figura 4 - Coloracdo com cristal violeta referente ao crescimento de ATCC
em glicose e sacarose.

Ja as linhagens mutantes formam uma quantidade consideravelmente menor de biofilme, na
avaliacdo visual, do que a linhagem ATCC, tanto em meios suplementados com glicose quanto com

sacarose (Figuras 5 e 6).



Figura 5 - Coloracdo com cristal violeta referente ao crescimento de 4.4 em
glicose e sacarose.

Figura 6 - Coloracdo com cristal violeta referente ao crescimento de 5.1 em

28
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glicose e sacarose.

4.6 Caracterizacao eletroforética:
Na Figura 7 observamos o padrdo eletroforético produzido pelas linhagens mutantes em

comparacdo com a linhagem selvagem. Apds crescimento em meio completo suplementado com
glicose, a linhagem ATCC apresentou trés bandas, com mobilidade relativa de 0,20, 0,25 e 0,42
respectivamente. Ja apds crescimento em meio completo suplementado com sacarose, a linhagem
ATCC apresentou apenas duas bandas, a primeira com mobilidade de 0,20 e a segunda com 0,25.
Segundo Thunrnheer et al., (2006), as bandas de mobilidade 0,2 e 0,25 correspondem a atvidadade
GTB B e GTF C, respectivamente. A banda de mobilidade 0,42 nédo foi vizualizada por esses autores.
O mesmo padréo foi observado para as linhagens mutantes 4.4 e 5.1, conforme mostra a Figura 7.

&

Figura 7 — Padrdo de atividade da enzima Glicosiltransferase apds eletrofrese em
gel de poliacrilamida. Da esquerda para a direita, apresenta-se as linhagens ATCC
em glicose, ATCC em sacarose, 4,4 em glicose, 4,4 em sacarose, 5,1 em glicose e
5,1 em sacarose. Gel corado com a técnica do Acido Periodico de Schiff, apds a
incubacdo em sacarose.

Como controle, foi realizada a coloragdo de um gel com as mesmas condi¢des do gel da Figura
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7, porém imediatamente ap6s a corrida da eletroforese (sem a incubacdo overnight com sacarose),
utilizando somente a técnica do Acido Periddico de Schiff. Conforme mostrado na Figura 8, ndo
foram constatadas bandas ap6s a coloracdo, indicando que as bandas observadas na Figura 7 ndo se

tratam de glicoproteinas, mas sim do produto da atividade GTF no gel.

Figura 8 — Auséncia do padrdo de atividade apds eletrofrese em gel de

poliacrilamida corado imediatamente apds a corrida com a técnica do Acido
Periodico de Schiff.

Foi realizada também a coloracdo de um gel com Comassie Blue a fim de identificar o padréo
eletroforético das proteinas. Conforme a Figura 9, ndo foi constatada diferenca no padrao de proteinas
apresentado pelas linhagens mutantes em relacdo a selvagem, embra haja uma pequena alteracéo nas
proteinas produzidas pelas linhagens crescendo em glicose e sacarose, como indicado na Figura 9.
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Figura 9 - Padrdo eletroforético ap6s coloracdo com Comassie Blue. Da esquerda
para a direita, apresenta-se as linhagens ATCC em glicose, ATCC em sacarose, 4,4
em glicose, 4,4 em sacarose, 5,1 em glicose e 5,1 em sacarose. A seta cheia indica
bandas proteicas cuja expressdo € diferente na linhagem selvagem em relagdo As

mutantes. A seta vazia indica proteina cuja quantidade é similar nas 3 linhagens.

As imagens das eletroforeses foram convertidas para escala de cinza e analisadas através do
software ImageJ (National Institutes of Health, EUA) para a quantificacdo das bandas de atividade
atraves de densitometria de imagem. Os dados mostrados na quadro 4 sugerem uma diferenca na
intensidade das bandas, com maior intensidade das bandas da linhagem selvagem em relacdo as
mutantes apds crescimento em sacarose. Se considerarmos que quantidades similares de proteina
foram adicionadas em cada raia, os dados sugerem que a linhagem selvagem produz uma atividade

GTF superior as mutantes.



32

Quadro 4 — Quantificacdo das bandas de atividade através de densitometria de imagem do

gel de eletroforese corado com a técnica do Acido Periddico de Schiff.

Linhagem ATCC 4.4 51
Acucar Glicose Sacarose Glicose Sacarose Glicose Sacarose
12banda | 13216,075 | 5840,752 7370,690 3809,690 11320,924 | 3154,388
(GTF B)
2% banda 8045,530 5106,530 4622,054 1693,912 11462,761 | 1120,004
(GTFC)
32 banda 5415,451 - 4114,539 - 4706,640 -

4.7 ldentificacdo das linhagens mutantes por PCR
Apos extracdo do DNA das 3 linhagens (Figura 9) foi ralizado o PCR das 3 linhagens

utilizando-se primers para os genes gtfB, gtfC, gtfD, ftf, VicX e VicR. Observa-se que as 3 linhagens

amplificaram todos os genes de maneira similar (Figura 10), confirmando a identidade genética dos

mutantes em relacdo a linhagem ATCC.

Figura 10 — Eletroforese das amostras de DNA extraidos das linhagens ATCC 25175 e

mutantes 4.4 e 5.1. No gel: 1 e 2 = selvagem; 3 e 4 = mutante 4.4; 5 e 6 = mutante 5.1.
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Figura 11 — Eletroforese das reacdes de PCR realizadas com as linhagens selvagem e

mutantes 4.4 e 5.1 para amplificacdo dos genes gtfB, gtfC, gtfD, ftf, VicX e VicR.
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5. DISCUSSAO

A perda dos componentes minerais dos dentes esta relacionada ao periodo em que bactérias
que fermentam carboidratos, como o S. mutans, podem se desenvolver livremente e sintetizar cidos
como subprodutos do metabolismo de carboidratos. Uma das carasteristicas de S. mutans é a sua
capacidade de resisténcia a valores de pH baixo, o que favorece o avan¢co do processo cariogénico
(KRZYSCIAK et al., 2013). Em nosso estudo, as duas linhagens mutantes testadas (4.4 e 5.1)
acidificaram o pH do meio tanto na presenca de glicose como fonte de carbono quanto na presenga
de sacarose, resultados semelhantes a linhagem selvagem (ATCC 25175).

O S. mutans depende exclusivamente da glicolise para gerar energia, € uma caracteristica
Unica desse organismo € sua capacidade de metabolizar uma ampla variedade de carboidratos
(LEMOS et al., 2019). Essa bactéria emprega diversas vias para metabolizar a sacarose e produzir
acidos (ZENG; BURNE, 2012), com a participagdo de varias enzimas tais como as
glicosiltransferases (Gtfs) que convertem a sacarose em glucanos, que estimulam a formacéo de
biofilmes, permitindo a adesdo celular a superficies dentarias e a outros microrganismos bucais
(BOWEN; KOO, 2011).

A curva de absorbancia em 620nm reflete o crescimento da bactéria na forma plancténica,
permitindo observar que, durante o crescimento com sacarose como fonte de carbono, as linhagens
mutantes apresentam um crescimento plancténico superior a linhagem selvagem, sugerindo menor
formacdo de biofilme pelos mutantes e, consequentemente, a presenca de maior quantidade de
bactérias crescendo em suspensdo, sugerindo que os mutantes apresentam menor capacidade de
formacéo de biofilme. Em estudos com bactérias cultivadas plancténicamente, Hanada et al. (1988)
investigou linhagens mutantes que apresentavam defeitos no Gtf C, apresentando mudancgas cruciais
em sua capacidade de crescer na presenga de sacarose. J& em meio suplementado com glicose, no
nosso estudo, o crescimento plancténico foi similar para as trés linhagens, sugerindo que o

metabolismo da glicose ndo esté alterado nos mutantes.

O resultado da curva de absorbancia em 550nm reflete a formacdo de biofilme, onde foi
demonstrado que a linhagem ATCC 25175 tem maior capacidade de adeséo ao substrato do que as
outras duas linhagens, inclusive quando a fonte de carbono é a sacarose, refletindo assim sua maior
capacidade de formacao de biofilme, como ja foi observado na literatura anteriormente (KRZY$SCIAK
etal., 2013).
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Ainda em relacdo a formagao do biofilme, foi observado que a linhagem ATCC formou mais
biofilme em meios suplementados com sacarose do que em meios suplementados com glicose, como
é 0 esperado, uma vez que a sacarose € o substrato da enzima glicosiltransferase, responsavel pela
formacéo dos glucanos que permitem a adesividade da bactéria ao substrato (BOWEN; KOO, 2011).
Ambas as linhagens mutantes parecem ter dificuldades tanto em se aderir & superficies quanto na

producédo de um biofilme eficaz, esse resultado sugere uma menor formacéo de glucanos.

Apesar do crescimento na forma plancténica ter sido maior nos mutantes do que na linhagem
ATCC, e a formacdo de biofilme ter sido menor nas linhagens mutantes quando comparadas ao
selvagem, ndo foi observada diferenca significativa na acidificacdo do meio de cultura entre as trés
linhagens, independentemente da fonte de carbono empregada (glicose ou sacarose). A capacidade
de acidificar o meio através do metabolismo do substrato € uma das principais caracteristicas de

viruléncia do S. mutans e se mantém preservado nos mutantes (XIAO et al., 2012).

Tal observacdo sugere que o metabolismo energético ndo esta alterado nos mutantes em
comparacdo com a linhagem selvagem (THURNHEER et al., 2006). Além disso, podemos afirmar
que o crescimento predominantemente na forma planctdnica ou predominantemente na forma de
biofilme ndo afeta 0 metabolismo energético, visto que a acidificacdo do meio é similar quando o
crescimento é predominantemente planctonico ou em biofilme. Além disso, podemos afirmar que néo
héa diferenca na capacidade acidogénica em funcdo da fonte de carbono ser a glicose ou a sacarose,
tendo em vista que as linhagens acidificaram o meio de cultura de maneira semelhante independente

da fonte de carboidrato.

H& uma nitida diferenca no aspecto macroscépico das colénias da linhagem selvagem quando
crescidas em glicose ou sacarose como fonte de carbono, conforme mostrado na figura 1. Essa
diferenca macroscopica é mais evidente ainda quando se analisa o biofilme formado por essa
linhagem em microscopia eletrénica de varredura (Figuras 2 e 3). Com essa metodologia, pudemos
observar gque o carboidrato disponivel interfere muito na morfologia do biofilme, conforme descrito
anteriormente (KRETH; KOO; DIAZ, 2022), sugerindo que os glucanos extracelulares gerados em
maior abundancia quando a sacarose € a fonte de carbono disponivel promovem uma maior agregacao

das células gerando os aglomerados observados na figura 2.

J& 0os mutantes ndo apresentaram nem o aspecto macroscOpico rugoso e nem o microscopico
em grumos observado na linhagem ATCC crescendo em sacarose como fonte de carbono, sugerindo

que algum componente do processo de formacao do biofilme estd comprometido nesses mutantes.
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Em estudos anteriores, Okahashi et al. (1984) investigou a composicao de polissacarideos produzidos
por uma linhagem de S. mutans que crescia em col6nias com morfologia ndo usual, constatando que
a atividade de frutosiltransferase aumentada e a morfologia colonial Unica desta linhagem se deviam

a producdo de quantidades elevadas de frutanos.

No nosso estudo, quando as trés linhagens séo observadas em maior aumento na MEV, nédo
se observou diferenca evidente no formato das células nem das cadeias celulares, sugerindo que a
alteracdo dos mutantes nao afetou a morfologia celular, mas apenas sua capacidade de formacéo de

biofilme.

Durante a caracterizacao eletroforética, foi detectada a atividade de Gtf B, Gtf C em glicose e
sacarose de forma semelhante a encontrada por Thurnheer et al. (2006) tanto para a linhagem
selvagem quanto para as mutantes, e a presenca da atividade de uma terceira banda ndo identificada
por esses autores, provavelmente pelo método empregado na visualizacdo da atividade, menos
sensivel do que a colocacdo com o Acido Periodico de Schif empregado neste estudo. A terceira
banda s6 foi identificada ap6s crescimento em sacarose para as trés linhagens. O fato dos mutantes e
selvagem terem o mesmo padréo de atividade enzimatica apds a eletroforese sugere que o problema
ndo reside na expressdo dos genes gtfB, gtfC, cujo produto se observa pela metodologia empregada,
embora ndo se descarte que a quantdade dos produtos génicos (proteinas GTB B e GTF C) possa estar
alterada, como sugere a atividade enzimatica apds eletroforese (Figura 7). Os resultados também nédo
excluem a possibilidade de outros genes envolvidos na formacéo do biofilme estarem afetados.

Numa busca preliminar, tanto a linhagem selvagem quanto os mutantes revelaram possuir 0s
genes gtfB, gtfC, gtfD, ftf, VicX e VicR (figura 10), o que ndo exclui a possibilidade de que os
mutantes apresentem uma alteragdo menor nos genes, como uma troca de bases, uma delegéo pequena
ou outra alteracdo fora da area amplificada pelos primers utilizados, que comprometa o processo de

formacédo de biofilme.

Em suma, nossos dados destacam o impacto das glicosiltransferases na estrutura e nas
propriedades dos biofilmes. Esses resultados evidenciam nossa compreensédo ainda restrita sobre o
papel dessas enzimas nos biofilmes e na formagdo da placa bacteriana, 0 que demanda uma
investigacdo mais aprofundada sobre a estrutura, composicao e caracteristicas dos biofilmes, genes e
enzimas envolvidas no seu processo. Esses estudos, em conjunto, tém o potencial de promover uma

abordagem mais abrangente e integrada na avaliacao da patogénese da carie.
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6. CONCLUSAO

Os dados obtidos nos permitem concluir que as linhagens mutantes com morfologia alterada
apresentam metabolismo energético inalterado em relacdo ao padrdo da linhagem ATCC, mas tem
seu mecanismo de formacdo de biofilme alterado, de modo a formar menos biofilme em meios
suplementados com sacarose como fonte de carbono apesar do padrdo eletroforético e de atividade

das enzimas GTF B e GTF C ter sido similar ao padréo da linhagem selvagem.
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