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RESUMO

Siriani LK. Influéncia do gene cnm de Streptococcus mutans na formacdo
de biofilme e na interacao do microrganismo as células endoteliais. [tese
(Doutorado em Microbiologia)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2012.

Streptococcus mutans é considerado agente etiolégico primario da carie
dentaria e importante agente etiolégico da endocardite infecciosa. O
microrganismo pode ser classificado em quatro sorotipos (c, e, f e k),
sendo o sorotipo ¢ 0 mais prevalente na populagdo. S. mutans também
pode acessar a corrente sanguinea e colonizar células endoteliais das
artérias coronarias, através de sua ligacao e posterior invasao. A recente
descoberta do gene cnm codificador de uma proteina de ligacdao ao
colageno, encontrado em algumas cepas de S. mutans, impulsionou as
pesquisas da espécie nas areas de formacdo de biofilmes e invasao
celular. Os objetivos do presente estudo foram os de investigar o papel do
gene cnm nas capacidades de S. mutans na: (1) formacao de biofilmes
em superficies tratadas com colageno e a expressao dos genes spaP e
brpA, importantes para a formacao de biofilme, (2) aderéncia (30 min e 2
h) , invasao (5 h) e persisténcia (24 h) em células endoteliais e (3)
desmineralizacao da dentina. Tanto os experimentos de formacgdo de
biofilme dependente de coldgeno quanto os de aderéncia, invasao e
persisténcia em células primarias Human Coronary Artery Endothelial Cells
(HCAEC) foram realizadas utilizando cepas de S. mutans UA159 (sorotipo
c), B14 (sorotipo e), OM50E (sorotipo e), LM7 (sorotipo e), OMZ175
(sorotipo f), NCTC 11060 (sorotipo f) e os isolados clinicos deste estudo
7.1 (sorotipo c), C2A4 (sorotipo e) e 61 (sorotipo k). Mutantes deletérios
do gene cnm foram construidos em todas as cepas cnm positivas, exceto
para C2A4. Cepas OMZ175 e 61 e seus respectivos mutantes também
foram empregados para avaliar a expressao dos genes spaP e brpA por
PCR em Tempo Real e a desmineralizacdo da dentina através de

Tomografia por Coeréncia Optica (OCT). Foram isolados 144 cepas de S.



mutans coletadas de 47 pacientes. Dos isolados clinicos, 138 de 144
foram identificados como sorotipo ¢, 1/144 foi identificado como sorotipo e
e 5/144 foram identificados como sorotipo k, porém ndo foi encontrado
nenhum do sorotipo f. Os dados mostraram que o gene cnm foi
significativo para a formacdo de biofilme em superficies tratadas com
colageno e invasao de células endoteliais, mas ndo apresentou influéncia
na adesao celular. Além disso, a maior parte das cepas cnm positivas
foram capazes de persistir até 24 h intracelularmente. A variabilidade no
nivel de mRNA dos genes spaP e brpA foi observada, ndao sendo possivel
estabelecer uma correlagdao entre presenca do gene cnm, a expressao de
spaP e brpA e a formacdo de biofilme dependente de colageno. Do mesmo
modo, o modelo de céarie experimental ndo foi capaz de demonstrar a
importancia do gene cnm na desmineralizacdo da dentina. Assim, o gene
cnm foi importante para o desenvolvimento de biofilme de S. mutans
dependente de coldageno e invasdao do microrganismo a células endoteliais,

mas nao para a adesdo as HCAEC.

Palavras-chave: Streptococcus mutans. Biofilmes. Colageno. Células

endoteliais. Internalizacdao. Carie dental.



ABSTRACT

Siriani LK. Influence of cnm gene of Streptococcus mutans in biofilm
formation and interaction to endothelial cells. [Ph. D. thesis
(Microbiology)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sao Paulo; 2012.

Streptococcus mutans is considered a primary etiological agent of dental
caries and an important etiological agent of infectious endocarditis. It can
be classified into four serotypes (c, e, f and k), which serotype c is the
most prevalent in the population. S. mutans may also have access to the
bloodstream, which they may infect the endothelial cells of the coronary
arteries by binding to and subsequently invading them. The recent
breakthrough of cnm gene, which encodes a collagen binding protein
found in some S. mutans strains, has set off new studies on this species,
such as biofilm formation and bacteria-cell interactions. This study aims
investigating the role of the cnm gene in the abilities of S. mutans: (1)
biofilm formation on collagen-treated surfaces and the expression of
biofilm formation key genes spaP and brpA; (2) adhesion (30 min and 2
h), invasion (5 h) and persistence (24 h) in endothelial cells and (3)
dentin demineralization. Experiments on collagen-dependent biofilm
formation, and adhesion, invasion and persistence in primary Human
Coronary Artery Endothelial Cells (HCAEC) were performed using S.
mutans strains UA159 (serotype c), B14 (serotype e), OM50E (serotype
e), LM7 (serotype e), OMZ175 (serotype f), NCTC 11060 (serotype f) and
the clinical isolates of this study 7.1 (serotype c), C2A4 (serotype e) and
61 (serotype k). Mutants cnm™ were constructed in all strains presenting
the gene, except for C2A4. Strains OMZ175 and 61 and their respective
mutants were also employed to evaluate both the expression of spaP and
brpA genes by PCR Real Time and the dentin demineralization through
Optical Coherence Tomography (OCT). One hundred forty four clinical
isolates of S. mutans were collected from 47 patients. Of the clinical

isolates, 138 out of 144 were identified as serotype c, 1/144 was identified



as serotype e and 5/144 were identified as serotype k, and no serotype f
was found. Our data have shown that the cnm gene is significant for both
biofilm formation on collagen-treated surfaces and invasion of endothelial
cells, but it has no influence in cell adhesion. In addition, most of the cnm
positive strains were able to persist up to 24 h intracellularly. Although
some variability in the level of spaP and brpA mRNA was observed among
the strains and their respective cnm mutants, it was not possible to
establish a correlation between cnm, spaP and brpA expression, and
collagen-dependent biofilm formation. Likewise, the model of experimental
caries was not able to demonstrate the importance of cnm in dentin
demineralization. Thus, gene cnm is required for S. mutans on collagen-
dependent biofilm formation and invasion of endothelial cells, but it was

not required for adhesion to HCAEC.

Keywords: Streptococcus mutans. Biofilms. Collagen. Endothelial cells.

Internalization. Dental caries.
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1 INTRODUCAO

A colonizacdao dos dentes por bactérias orais resulta na formacao
da placa dental, biofilme formado por multiplas espécies, normalmente em
equilibrio com o hospedeiro. Entretanto, modificacdes ambientais podem
mudar a composicao e as atividades metabdlicas dos biofilmes orais,
permitindo um aumento nas proporcdes de espécies que podem levar ao
desenvolvimento de doengas como carie e doencas periodontais
(Jenkinson, Lamont, 2005).

Biofilmes sdo definidos como agregados bacterianos acumulados
numa interface, incluidos em uma matriz de polissacarideos. Tanto a
matriz quanto o0s microrganismos podem ser varidveis, sendo a
composicao final definida pelas condicdes ambientais locais e pelo tempo
de desenvolvimento (Fleming, Wingender, 2010). Claramente a estrutura
polissacaridica da matriz influencia as propriedades quimica e fisica da
placa bacteriana, tornando-a mais ou menos virulenta, promovendo
adesdo e coadesao de microrganismos, atuando como reservatério de
energia, protegendo os microrganismos da influéncia de antimicrobianos,
afetando a difusdo de substancias que perfluem o biofilme e ajudando a
concentrar ions ou outros nutrientes fisiolédgicos no microambiente.
Especificamente no biofilme dental, evidéncias mostram que a matriz
extracelular €& composta principalmente por produtos derivados da
interacao das enzimas glicosiltransferases (Gtfs) e frutosiltranferase (Ftf)
com sacarose e amido hidrolisado (Bowen, Koo, 2011; Klein et al., 2009;
Koo et al., 2010).

O inicio da colonizacdo dental e a posterior construcdo do biofilme
dependem da formacdo da pelicula adquirida que recobre a superficie do
esmalte. Os constituintes da pelicula adsorvidos seletivamente sao
derivados da saliva e incluem, entre outros, proteinas ricas em prolina,
amilase, lisozima, histatinas, peroxidase, estaterina e mucina tipo 2
(Siqueira et al., 2007). A maioria desses constituintes sofre alguma

mudanca conformacional quando em contato com a superficie dental,
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gerando sitios especificos para a ligacao bacteriana. A presenca de
algumas proteinas bacterianas na pelicula foi relatada pela primeira vez
por Armstrong (1967) e comprovada por Roélla (1983) e Schein (1987)
através de técnicas imunoldgicas. Os autores identificaram Ftf, Gtfs e
acido lipoteicdico na pelicula formada pela saliva total in vitro e in vivo. As
Gtfs detectadas por Schilling e Bowen (1988) mostraram-se ativas e
capazes de sintetizar glucano in situ a partir da sacarose, promovendo um
excelente sitio de adesdo para Streptococcus mutans.

Apds a formacao da pelicula adquirida, a adesao bacteriana torna-
se 0 principal e crucial passo para a formacao do biofilme dental. As
estruturas bacterianas que as tornam capazes de se ligar as proteinas da
pelicula s3ao chamadas de adesinas. Estes constituintes naturais
bacterianos reconhecem e ligam-se especificamente as mais diversas
estruturas moleculares presentes nas superficies-alvo, variando desde
componentes teciduais, até materiais abidticos como vidro ou plastico
recobertos por substratos (Klemm et al., 2010).

As primeiras bactérias a reconhecerem os sitios de adesdao em
gualquer habitat, sdo chamadas de pioneiras. Em comunidades recém-
formadas sobre o esmalte recoberto por saliva, mais de 60% das espécies
encontradas sdo estreptococos. Sua capacidade em expressar multiplas
adesinas lhes confere vantagem seletiva sobre outras espécies que
apresentem menor versatilidade no reconhecimento primario de
receptores (Jenkinson, Lamont, 2005). Além disso, essa propriedade é
essencial para a colonizacao da cavidade oral, onde o fluxo continuo da
saliva, juntamente com movimentos dos labios, lingua e bochechas atua
como deslocador e removedor bacterianos (Jenkinson, Lamont, 2006).

Uma vez estabelecidos nas superficies dentais, os colonizadores
pioneiros podem tornar-se residentes com o passar do tempo. Através da
divisao celular formam microcoldénias embebidas em material extracelular
como polissacarideos extracelulares sollveis e insoluveis (Marsh, Martin,
2010). Estes microrganismos, juntamente com seus produtos, fornecem

novas superficies e substratos para os colonizadores secundarios, que se
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estabelecem por mecanismos de coadesao (Jenkinson, Lamont, 2006). A
partir desta etapa, o biofime comegca a se organizar e seu
desenvolvimento e sua maturagcdo ocorrem por acumulo de
microrganismos adicionais provenientes da fase planctonica ou por divisao
celular. Ajustes especificos na transcricdo genética e na expressao de
algumas proteinas representam uma importante resposta para o aumento
de individuos no desenvolvimento do biofilme. Dessa forma, tanto a
natureza do ambiente em que esta inserido como a identidade de um
microrganismo vizinho sdao fatores que influenciarao a competitividade
pela sobrevivéncia e permanéncia no biofilme. Como a adesdo,
crescimento, remocao e recolonizacdo das bactérias dentro do biofilme
representam um processo continuo, a placa dental estd sempre se
reorganizando e mudancas ambientais sao importantes fatores
modificadores dessas condicdes, podendo favorecer microrganismos
melhor adaptados (March, Martin, 2010).

A medida que o tempo passa, a placa dental vai se tornando
madura, adquirindo caracteristicas estruturais mais complexas. O biofilme
dental maduro é um ambiente altamente seletivo que apresenta drasticas
flutuacdes de nutrientes disponiveis, pH, tensdo de oxigénio e
osmolaridade (Peterson et al., 2011). O catabolismo de aclcares
provenientes da dieta cria um ambiente de estresse, como redugao de pH
e subprodutos de moléculas de oxigénio reativo, que sdao agentes
danificadores de DNA, proteinas e outras macromoléculas celulares. Sendo
assim, a tolerancia e resposta de uma espécie bacteriana ao estresse
estao intimamente ligadas a sua viruléncia (Lemos, Burne, 2008).

S. mutans é considerado o agente etioldgico primario da carie
dental e possui atributos de viruléncia que permitem sua sobrevivéncia e
sua selecdo justamente nas situagdes ambientais criticas para a maioria
das outras espécies. A capacidade de aderir e formar biofilmes em
superficies duras, metabolizar uma ampla variedade de carboidratos e
sobreviver em ambientes de baixo pH constituem fatores chave de

viruléncia desta bactéria ndo sé na colonizacdao da superficie dental como
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na etiologia da carie dental (Banas, Vickerman, 2003; Koo et al., 2010;
Koo, Bowen, 2011; Lemos et al., 2005). Para sobreviver e multiplicar-se
em um ambiente como a placa dental, S. mutans apresenta varios
mecanismos de tolerancia ao estresse como a manutencao da homeostase
e vias metabdlicas ativas em baixo pH, promovendo protecdo, reparo e
controle qualitativo de suas macromoléculas. Além disso, a alteracdo de
vias catabdlicas e os sistemas de sinalizagao transducional permitem uma
regulagao nutricional em condigdes de estresse (Lemos, Burne, 2008).

A proteina de membrana F-ATPase € considerada o principal
determinante da tolerdncia acida de S. mutans, pois permite que o
microrganismo consiga manter o pH do citoplasma mais alcalino que o
meio externo (Lemos et al., 2005). Através da extrusdo de proétons e
geracao de ATP, a F-ATPase permite a manutencao da homeostase celular
e a producao de energia para continuar o metabolismo de S. mutans em
condigcOes extremas (Sheng, Marquis, 2006).

Uma das consequéncias da continua exposicdo ao estresse
ambiental € o acumulo de proteinas anormais, devido ao aumento de
erros na transcricao e traducao (Lemos, Burne, 2008). Chaperonas e
proteases modulam a estabilidade e previnem o acumulo de proteinas
malformadas, mantendo a homeostase proteica dentro da célula. Esse
mecanismo foi descrito por Len et al. (2004) que, através da analise
protebmica de culturas de S. mutans em pH 7 e 5, identificaram varias
chaperonas moleculares, proteases e enzimas reparadoras de DNA.

O desenvolvimento de S. mutans no biofilme dental, onde existe
uma consideravel flutuacao de nutrientes, também conta com um sistema
de ajuste tanto na expressdo génica quanto metabdlico, a fim de
maximizar o uso de substancias disponiveis (Lemos et al., 2005; Lemos,
Burne, 2008). Apesar da necessidade de suportar periodos de limitacao
nutricional, a exposicao abrupta ao excesso de carboidrato proveniente da
dieta, pode resultar em um rapido acumulo de intermediarios toxicos da
via glicolitica, acidificando o meio ambiente e produzindo um estresse

osmotico. Para sobreviver a falta de nutrientes, lidar com os efeitos dos
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intermediarios metabdlicos da glicose e manter o balango de NAD/NADH+,
S. mutans conta com uma sofisticada rede regulatéria, cujos principais
mecanismos de regulacao de carboidratos estao ligados ao sistema de
transporte de acucar fosfotransferase (PTS) (Abranches et al., 2006,
2008) e ao ppGpp (Lemos et al., 2007). Durante o periodo de falta de
nutrientes ou em outras condigdes que impedem o crescimento células, as
bactérias acumulam guanosina 3 " - difosfato, 5 "-trifosfato e guanosina 37,
5° bispirofosfato p (ppGpp). O aumento da concentracdo de ppGpp resulta
numa maior inducao de genes codificadores para a degradacao de
proteinas e biossintese de aminoacidos (Lemos et al., 2007).

A manutencao do biofilme formado por S. mutans depende
também da capacidade do microrganismo de se adaptar as constantes
mudancas ambientais. Sistemas regulatorios como o sistema de dois
componentes (TCS), integram varios sinais fisicos e quimicos para
coordenar padrdes de expressao génica, desempenhando um papel central
na tolerancia ao estresse, conferindo a S. mutans uma capacidade de
adaptacdo as constantes mudancas (Lemos, Burne, 2008).

Para ser um colonizador de sucesso na superficie dental, S. mutans
produz varias moléculas de superficie responsaveis pela adesdao e pela
colonizacao da superficie dental através de mecanismos dependentes e
independentes da ingestdo de sacarose pelo hospedeiro. A proteina SpaP
também chamada de P1 (Lee et al., 1989), PA (Okahashi et al., 1989) ou
antigeno I/II (Russell, Lehner, 1978), é uma proteina de superficie com
185 kDa que desempenha um papel importante na adesdao sacarose-
independente, mediando a ligacdo de estreptococos orais a pelicula
adquirida (Jakubovics et al., 2005; Jenkinson, Demuth, 1997; Pecharki et
al., 2005). Mutantes de S. mutans deficientes de P1 mostraram-se menos
cariogénicos em ratos gnotobiotas, sugerindo um papel de P1 na
viruléncia desta bactéria (Crowley et al., 1999).

Na presenca de sacarose, a producao de glucanos e a presenca de
adesinas capacitam S. mutans a aderir fortemente e formar biofilmes tri-

dimensionais sobre superficies (Lemos et al., 2005). Glucanos sao
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exopolimeros de glicose a-ligados e sintetizados por enzimas
glicosiltranferases (Gtfs) a partir de sacarose que, em combinagao com as
proteinas ligadoras de glucano (Gbps), promovem a aderéncia e acumulo
de estreptococos cariogénicos na superficie dental. S. mutans expressa
trés glicosiltransferases (Gtfs B, C e D) que produzem glucanos sollveis e
insolUveis. As Gtfs, de cerca de 150 kDa, partilham dominios estruturais e
funcionais conservados e possuem mais de 50% de identidade de
sequéncias de amino acidos entre elas (Bowen, Koo, 2011).

Além da colonizacdo no biofilme dental e seu papel primario na
carie dental, S. mutans pode ganhar acesso a corrente circulatoria,
causando bacteremia transiente seguida pela adesao a células endoteliais,
que pode levar ao desenvolvimento de endocardite infectiva (Kilian, 1982;
Moreillon, Que, 2004; Nakano et al., 2006; Nemoto et al., 2008; Nomura
et al., 2006). A disseminacdo de bactérias orais pela corrente circulatoria
€ muito comum em pacientes submetidos a procedimentos dentais como
exodontias, tratamento endodontico e cirurgia periodontal (Li et al.,,
2000). Apos um procedimento na cavidade oral, foi demonstrado que
bactérias podem alcancar coracao, pulmdes e sistema periférico capilar
em menos que um minuto (Kilian, 1982). A endocardite infectiva é uma
doenca sistémica grave e frequentemente fatal, sendo cada vez mais
associada com doencas dentais e seu tratamento (Drangsholt, 1998; Li et
al., 2000). A patogenia da endocardite infectiva é caracterizada pela
formacdo de vegetacdes do endocardio resultantes de um processo
inflamatdrio. Essas vegetacdoes consistem de um trombo de fibrina,
contendo plaquetas e células inflamatdérias, nas quais os microrganismos
estao imersos (Shun et al., 2005).

Além disso, existe ainda uma associacdo significante entre
infeccbes dentais e o desenvolvimento da arteriosclerose coronaria
avancada, sendo a ligacdo de bactérias a uma matriz extracelular o
primeiro fendmeno para a invasao bacteriana as células do hospedeiro
(Epstein et al., 2009; Meurman et al., 2004). A matriz extracelular é uma

estrutura macromolecular que se torna exposta quando a integridade do
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tecido é afetada por traumas ou lesdes. Proteinas como fibronectina,
colageno, laminina e elastina sdao o0s componentes mais comuns
encontrados na matriz (Westerlund, Korhonen, 1993).

Patdgenos periodontais como Porphyromonas gingivalis,
Treponema denticola e Agregatibacter actinomycetemcomitans, além de
outros habitantes da placa dental, como estreptococos viridantes, tém
sido associados com a endocardite infectiva e o desenvolvimento de
placas arteriosclerdticas/ateromatosas (Epstein et al., 2009; Meurman et
al., 2004; Van der Meer et al., 1991). Estreptococos e enterococos sao os
microrganismos mais prevalentes em casos de endocardite infectiva
(Delahane et al., 1995; Hoen et al.,, 2002; Wilson et al., 1995) e
microrganismos como Streptococcus sanguinis, Streptococcus salivarius e
Streptococcus mutans sao responsaveis por 17 a 41% dos casos
(Delahane et al., 1995; Hoen et al., 2002; Goulet et al., 1986; Van Der
Meer et al., 1991). Nakano et al. (2006) relataram que S. mutans é a
espécie bacteriana mais prevalente nos tecidos lesados de valva cardiaca
e em placas ateromatosas, com incidéncia de 68.6% e 74.1% dos
pacientes, respectivamente. Quando compararam alguns isolados de S.
mutans de placa dental e de valva cardiaca infectada de um unico
paciente, Nomura e colaboradores demonstraram que os isolados orais
eram distintos dos encontrados na valva cardiaca: os isolados da valva
cardiaca ndo possuiam GTFs intactas, mostravam taxa de adesao
sacarose-dependentes mais baixas e apresentavam menor suscetibilidade
a eritromicina e kanamicina (Nomura et al., 2006).

Algumas proteinas de superficie de S. mutans sao descritas como
facilitadores para a bacteremia e posterior adesao em tecidos endoteliais.
A proteina SpaP, o polissacarideo ramnose-glicose sorotipo-especifico
(RGP) e a producao de glucanos tém sido sugeridos como importantes
fatores na patogénese da endocardite infectiva por promoverem a
aderéncia aos tecidos endoteliais, desencadeando a resposta inflamatodria
(Engels-Deutsch et al., 2003; Shun et al., 2005; Vernier-Georgenthum et

al., 1998). Outra proteina de regulacao de formagao de biofilme, a BrpA
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foi descrita como sendo associada a viruléncia do microrganismo no
sangue (Nakano et al.,, 2005). Finalmente, estudos recentes
demonstraram também a importancia de uma proteina portadora de um
sitio de ligacao ao colageno, a Cnm (Abranches et al., 2011; Nakano et
al., 2010; Nomura et al., 2009).

Além da afinidade por componentes da pelicula adquirida do
esmalte, a proteina SpaP também apresenta afinidade por fibronectina e
colageno (Brady et al., 2010). Um mutante desta proteina demonstrou
capacidade reduzida de ligacdo a fibronectina, ao colageno tipo I e ao
fibrinogénio, sugerindo que P1 medeia a ligacdo de S. mutans a essas
matrizes extracelulares e componentes sanguineos (Beg et al., 2002).

O RGP é composto de esqueletos de a-1,2 e a-1,3 ramnana com
cadeias laterais de glicose ligadas a ramnoses alternadas. Ja foi
demonstrada a capacidade do RGP atuar como adesina, mediando a
ligacdo de S. mutans a uma variedade de linhagens celulares e
desencadeamento de resposta inflamatéria (Chia et al., 2004; Engels-
Deutsch et al., 2003). A ligacao das cadeias laterais de glicose determina
a sorotipo-especificidade, que permite a classificacao de S. mutans em
trés sorotipos (c/e/f) enquanto o sorotipo k é determinado a partir de uma
regiao especifica encontrada no gene rgpF (Linzer et al., 1986; Nakano et
al., 2004), pois este ultimo sorotipo ndao apresenta cadeias laterais de
glicose. A frequéncia de distribuicao varia entre os sorotipos, assim como
suas propriedades bioldgicas.

As Gtfs de S. mutans sao proteinas altamente imunogénicas e
ativam respostas inflamatérias em modelos experimentais de endocardite
em ratos (Shun et al., 2005). Além disso, podem estimular a proliferagao
de células T e modular a producdo de citocinas a partir de mondcitos (Chia
et al., 2001). O estudo publicado por Nomura et al. (2006) apresentou
cepas classificadas no sorotipo ¢, isoladas de valvulas cardiacas. A analise
através de Western Blot demonstrou que as cepas ndo apresentavam a
expressao de GtfB ou GtfC. Esses isolados também apresentaram menor

taxa de adesdo sacarose-dependentes e diminuicdo da suscetibilidade a
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eritromicina e kanamicina. Shun et al. (2005) infectaram ratos com
mutantes deficientes das trés GTFs e observaram que o0s animais
apresentavam uma sobrevida menor do que aqueles infectados com cepas
selvagens, indicando que a mutacdo das enzimas GTFs pode ser um fator
facilitador de bacteremia.

A caracteristica de evasdo a fagocitose é relatada como sendo de
crucial importancia na bacteremia e posterior colonizacao de tecidos. Além
das proteinas descritas anteriormente, Nakano et al. (2005)
correlacionaram a proteina de superficie BrpA , associada normalmente a
formacdo de biofilme (Wen, Burne, 2001; Wen et al., 2005), a capacidade
de disseminacao na corrente circulatéria. No estudo, os pesquisadores
construiram mutantes do gene brpA em uma cepa sorotipo c e
observaram que as células bacterianas tinham a susceptibilidade a
fagocitose diminuida, quando comparadas com as selvagens. Nos ensaios
de sobrevivéncia em corrente sanguinea, a cepa selvagem apresentou
maior viabilidade em funcao do tempo do que a cepa mutante, sugerindo
uma fungdo importante para esta proteina em S. mutans.

Um estudo epidemiolégico com criangas japonesas revelou que o
sorotipo ¢ é o mais frequentemente isolado (84.8%), seguido pelo
sorotipo e (13.3%), enquanto que o sorotipo f é raramente encontrado
(1.9%) (Shibata et al., 2003). Um novo sorotipo de S. mutans (sorotipo
k), isolado da cavidade oral e da corrente circulatoria de um paciente com
endocardite infectiva foi descrito por Nakano et al. (2004). Cepas do
sorotipo k foram caracterizadas por serem nao reagentes a antissoro anti-
c, anti-e e anti-f e por nao apresentarem as cadeias laterais de glicose no
RGP. Estes isolados foram menos susceptiveis a fagocitose, sugerindo que
o sorotipo k pode persistir por tempo mais prolongado na corrente
circulatoria, aumentando suas chances de encontrar outro nicho favoravel
no hospedeiro. Uma cepa sorotipo k chamada de L]23, isolada no Japao,
teve 0 seu genoma sequenciado e recentemente publicado (Aikawa et al.,
2012).
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A proteina Cnm ¢é frequentemente encontrada em sorotipos
incomuns como sorotipo f e k, e raramente em sorotipo ¢c. Um estudo
epidemioldgico realizado no Japao mostra que o gene cnm esta presente
em 10 a 20 % dos isolados de S. mutans (Nakano et al., 2010). Devido a
capacidade da Cnm de se ligar ao colageno foi proposto que essa proteina
possua algum papel no desenvolvimento de lesdes de cdrie em dentina e
na colonizacao da placa de ateroma (Nakano et al., 2010). Estudos
realizados no Japao (Nakano et al., 2004; Nomura et al., 2006; Paterick et
al., 2007) relatam a alta frequéncia de detecgao de alguns dos sorotipos f
e k em pacientes com aterosclerose e endocardite infectiva. Abranches et
al. (2009) investigaram as propriedades invasivas de 14 cepas de S.
mutans pertencentes aos sorotipos c, e e f e demostraram que a cepa
OMZ175 (sorotipo f) foi a que apresentou maior potencial de invadir
células endoteliais. Abranches et al. (2011), utilizando cepas portadoras
do gene cnm dos sorotipos e e f, assim como seus respectivos mutantes
deficientes, conseguiram relacionar a proteina Cnm com a invasdao a
células endoteliais, comprovando a importancia do gene cnm nesse tipo
de infeccdo. Os autores, porém nao encontraram relacdo entre a formacgao
de biofilme dependente de coldgeno com as cepas portadoras do cnm.

Apesar do estudo de Abranches et al. (2011) relacionarem
diretamente a proteina Cnm e o processo de invasao endotelial, o papel
de Cnm em cepas de S. mutans portadoras dessa proteina ainda ndo esta
totalmente elucidado. Provavelmente Cnm ndo é a Unica proteina presente
em S. mutans que permite a ligacdo ao colageno. Alguns estudos
publicados recentemente relataram a invasao de S. mutans nao
portadores do gene cnm a outros tipos de células endoteliais. Nagata et
al. (2011) realizaram ensaios de invasao em células endoteliais de aorta
com estreptococos do grupo viridans. Os pesquisadores observaram que
uma cepa de S. mutans sorotipo ¢ apresentava alta taxa de invasao no
periodo de 8 horas e uma boa persisténcia no periodo de 24 horas. A
espécie bacteriana ndao promoveu mudancas morfoldgicas nas células

endoteliais, porém foi a que mais induziu a produgdao de IL-6 e 8 no
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periodo de 24 horas (Nagata et al., 2011). Nomura et al. em 2012
identificaram e caracterizaram uma nova proteina de superficie de ligacao
ao colageno tipo I, chamada de Cbm, presente em cepas cnm negativas.
Utilizando cepas de sorotipo k cbm positivas, e seus respectivos mutantes
deletérios do gene cbm, os autores concluiram que a proteina promoveu
maior adesdo as células endoteliais. Nos ensaios de adesdao ao colageno
tipo I a influéncia positiva desta proteina foi constatada, sendo
caracterizada como dose dependente.

Considerando ainda que S. mutans € o principal microrganismo
causador de caries, a suscetibilidade da estrutura dental é fator
determinante para a desmineralizacdo e posterior cavitacdo. A dentina é
caracterizada pela presenca de canaliculos dentinarios, que facilitam a
invasdo bacteriana. E constituida por uma parte mineral composta por
hidroxiapatita, recoberta principalmente por colageno tipo I. Outros tipos
de colageno (III, V e VI), proteinas e proteoglicanos também estdo
presentes em menor quantidade, compondo a fracao organica (Love,
Jenkinson, 2004). Na superficie radicular, a estrutura e composicdo da
matriz dentindria influenciam tanto a adesao quanto a invasdo tubular
microbiana e o papel de S. mutans no desenvolvimento de lesdes
radiculares é suportado pela sua capacidade de se ligar e degradar o
colageno tipo I presente nesta superficie (Han et al., 2006). No entanto, a
possivel influéncia de Cnm na cariogenicidade de cepas portadoras desta
proteina ainda estad para ser determinada, ja que, Cnm parece ndo ser a
unica proteina capaz de permitir a ligacdo ao colageno (Brady et al.,
2010; Nomura et al., 2012).

Assim, ensaios para determinagcao de viruléncia sao importantes
para estabelecer o potencial cariogénico dos diferentes sorotipos, e o
sistema de indugdo em carie in vitro utilizando microrganismos é bastante
empregado além de representar um excelente modelo experimental para
esta finalidade (Fontana et al., 1996; Marquezan et al., 2009).

Com base nesses estudos é razoavel concluir que S. mutans pode

apresentar outras relevantes caracteristicas além da cariogénica,
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desenvolvendo possivelmente importante papel nas doengas infecciosas
cardiacas. Além disso, a maioria dos estudos abordando o potencial
patogénico de S. mutans para doencas cardiovasculares baseou seus
resultados em estudos realizados em cepas padrdao, que possuem
propriedades bioldgicas bastante diferenciadas das apresentadas por
isolados clinicos bucais. Para tanto, fatores de viruléncia como adesao e
invasao de células endoteliais por diferentes sorotipos de amostras bucais
de S. mutans devem ser pouco a pouco determinados, esclarecendo

melhor suas relagdes com doencas sistémicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Os objetivos gerais desse estudo visam esclarecer algumas fungoes
importantes do gene cnm na viruléncia de Streptococcus mutans. Para
isso, o estudo foi conduzindo empregando cepas de S. mutans de
diferentes sorotipos e suas respectivas linhagens mutantes deficientes do
gene cnm. Assim, a formacdo de biofilmes em superficie tratadas pelo
colageno, a expressdo de genes relacionados com ligacdao ao colageno e
evasdo as defesas do hospedeiro, a interacdao com células endoteliais,
assim como o potencial cariogénico para a dentina serdo investigados.

Para isso, os objetivos especificos foram determinados.

2.2 Objetivos especificos

e Construcao da linhagem mutante do isolado clinico 61Acnm de S.
mutans deficiente do gene cnm para esclarecer possiveis funcoes
desse gene.

e Avaliacao da influéncia do gene cnm na formacdo de biofilmes de S.
mutans formados na presencga de colageno.

e Avaliagdo da influéncia do gene cnm na adesdo, invasao e
persisténcia de S. mutans a células endoteliais.

e Avaliacao da expressao dos genes spaP e brpA em biofilmes de S.
mutans OMZ175 e 61 e seus respectivos mutantes deficientes do
gene cnm,desenvolvidos na presenga de colageno.

e Avaliacdo da influéncia do gene cnm das cepas de S. mutans
OMZ175 e 61 e seus respectivos mutantes na desmineralizacao da

dentina.
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3 METODOLOGIA
3.1 Caracterizacao das cepas de Streptococcus mutans
3.1.1 Coleta do material clinico e isolamento de S. mutans

Os individuos selecionados como voluntarios receberam o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A), e somente aqueles que
aceitaram os termos colocados, foram incluidos na pesquisa. Participaram
do estudo individuos saudaveis sem histdrico de uso de antimicrobianos
sistémicos ou tépicos nos ultimos 30 dias antes da coleta. As amostras
foram isoladas de um pool da placa dental supra-gengival coletada com o
auxilio de curetas, enquanto o material de dorso lingual foi coletado com o
auxilio de raspadores. As amostras clinicas, tanto da placa como do dorso
lingual, foram transportadas em VMGA III (Méller, 1966) e diluidas em
PBS. Aliquotas de diluicdes seriadas foram semeadas em Agar Mitis
Salivarius (Difco, Franklin Lakes, NJ, EUA), acrescido de 15% de sacarose
(Difco) e de 0.2 UI/ml de bacitracina (Sigma, Gillinghan, Inglaterra)
(MSB), seletivo para S. mutans (Gold et al., 1973). As placas foram
incubadas a 37 °C em microaerofiia em camara de CO, (ShellLab,
Cornelios, OR, EUA) durante 48 h. Apds o desenvolvimento das culturas e
analise da morfologia colonial em microscopio estereoscopico (World
Precision Instruments Inc., Sarasota, FL, EUA), as colonias com
caracteristicas morfoldgicas compativeis com as amostras de interesse
foram re-isoladas para a obtencao de culturas puras, em seguida
estocadas a -80 °C em solucao de congelamento contendo 10% de

glicerol para posterior identificacao.
3.1.2 ldentificacdo de S. mutans

A identificagdo de S. mutans foi realizada utilizando iniciadores

espécie-especificos propostos por Chen et al. (2007) baseados na
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sequéncia do gene 16S rRNA (Quadro 1). A extracdo de DNA das cepas
bacterianas foi realizada utilizando Wizard Genomic DNA Purification Kit
(Promega Corporation, Madison, WI, EUA), de acordo as instrucdes do
fabricante. A amplificagdo do fragmento foi realizada com Taqg DNA
Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) em volume final de 10 pl, nas
seguintes condigdes: 3 min a 94 °C seguidos de 35 ciclos de 45 s a 94 °C
para desnaturacao, 60 s a 55 °C para anelamento e 90 s a 72 °C para
extensao, finalizando com 10 min de extensao a 72 °C em termociclador
C100 Thermo Cycler (Biorad, Hercules, CA, EUA). Os produtos foram
submetidos a corrida eletroforética em gel de agarose (Invitrogen) a 1%,
visualizados sob luz UV apds a coloracao com GelRed (Biotium, Hayward,
CA, EUA) e documentados em DNR Bioimaging System Mini Bis Pro (DNR
BioImaging Systems, Israel) através de um arquivo digital. A cepa S.

mutans UA159 foi utilizada como controle positivo.

3.1.3 Determinacédo dos sorotipos de S. mutans

Os sorotipos ¢, e, f e k foram determinados por iniciadores
especificos (Nakano et al., 2004; Shibata et al.,, 2003) e estao
apresentados no Quadro 1. As amostras de DNA cromossomal foram
amplificadas em uma mistura total de 10 pl, com a utilizagao da Tag DNA
polimerase (Invitrogen) com iniciadores especificos para cada sorotipo. As
seguintes condicdes termo ciclicas foram empregadas: 3 min a 94 °C para
denaturacao inicial, seguidos de 35 ciclos de 45 s a 94 °C para
desnaturacao, 60 s a 55 °C para anelamento e 90 s a 72 °C para
extensao, finalizando com 10 min de extensao a 72 °C. Os produtos foram
submetidos a corrida eletroforética em gel de agarose (Invitrogen) a 1%,
visualizados sob luz UV apds a coloracao com GelRed (Biotium) e
documentados em DNR Bioimaging System Mini Bis Pro através de um

arquivo digital.
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Iniciadores Sequéncia (5'-3") Propésito Referéncia
SM 479F TCGCGAAAAAGATAAACAAACA Identificagdo de Chen et al.(2007)
SM 479R GCCCCTTCACAGTTGGTTAG Streptococcus mutans
SC-F CCGAGTGCTTTTTACAAGTGCTGG Determinagao de sorotipo Shibata et
SC-R AACCACGGCCAGCAAACCCTTTAT ¢ de Streptococcus al.(2003)

mutans
SE-F CCTGCTTTTCAAGTACCTTTCGCC Determinacgao de sorotipo Shibata et
e de Streptococcus al.(2003)
SE-R CTGCTTGCCAAGCCCTACTAGAAA mutans
SF-F CCCACAATTGGCTTCAAGAGGAGA Determinagdo de sorotipo Shibata et
SE-R TGCGAAACCATAAGCATAGCGAGG f de Streptococcus mutans al.(2003)
CEFK-F ATTCCCGCCGTTGGACCATTCC Determinacdo de sorotipo  Nakano et al.(2004)
K-R CCAATGTGATTCATCCCATACC k de Streptococcus
mutans
Cnm - 1F GACAAAGAAATCAAAGATGT Deteccao do gene cnm em Nomura et
de St t
Cnm - BF GACAATCCTGATCAAAAGAC cepas de streptococeus al.(2009)
mutans
Cnm - 1R GCAAAGACTCTTGTCCCTGC
cnm110-F CCGTTGCCATCATTTGC Construcdo dos mutantes Abranches et al.
cnm1560-R CAGGACCTTGTTTGGCT enm (2011)
16SrRNAF CTTACCAGGTCTTGACATCCCG Normalizagdo da Senadheera et
expressdo de cada gene al.(2007)
16SrRNAR ACCCAACATCTCACGACACGAG
spaPF GACTTTGGTAATGGTTATGCATCAA Expressao do gene Senadheera et
al.(2007)
spaPR TTTGTATCAGCCGGATCAAGTG
brpAF TTATGATGCCAAGCTTAATGCAGCC Expressdo do gene Senadheera et al.
(2007)
brpAR CCAACTGAACCAGCCCTTCCATATT

3.1.4 Deteccdo do gene cnm nos isolados clinicos de S. mutans

Para a deteccdao do gene cnm nos isolados clinicos de S. mutans

foram utilizados os

iniciadores BF e 1R (Nomura et al.,

2009),

apresentados no Quadro 1. A amplificacdo e a documentagao foram

realizadas nas condicbes ja descritas,

gerando um amplicon de

aproximadamente 800 pb. Nas amostras que apresentaram o gene, foram
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realizadas novas amplificagcbes para a deteccao do gene inteiro, de
aproximadamente 1800 pb, com os iniciadores 1F e 1R (Nomura et al.,
2009), apresentados no Quadro 1. As condi¢cdes de amplificacdo utilizadas
para este segundo par de iniciadores foram semelhantes a primeira,
porém com tempo de extensao de 2 min a cada ciclo. Os produtos foram
submetidos a corrida eletroforética em gel de agarose (Invitrogen) a 1%,
visualizados sob luz UV apdés a coloracao com GelRed (Biotium) e
documentados em DNR Bioimaging System Mini Bis Pro através de um

arquivo digital.

3.2 Construcao de mutante knockout cnm no isolado clinico 61

A construcao de linhagem mutante foi realizada segundo Abranches
et al. (2011) pela técnica PCR Ligation Mutagenesis (Lau et al., 2002). A
linhagem mutante OMZ175Acnm foi construida e descrita por Abranches
et al. (2011) e gentilmente cedida ao laboratério da Profa. Dra. Maria
Regina Lorenzetti Simionato. A partir deste mutante, a linhagem 61Acnm
foi construida neste estudo.

A cepa cnm positiva 61 teve seu gene rompido pela insercao nao
polar do marcador de kanamicina, proveniente da cepa OMZ175Acnm,
750 pb a jusante do codom de iniciacdo ATG. Para a sua construgao, um
produto de PCR foi gerado a partir do DNA do OMZ175Acnm utilizando os
iniciadores 110cnmF e 1560cnmR, e 100 ng desse produto purificado foi
utilizado para transformar as células da cepa de S. mutans 61
competentes.

Para o procedimento de transformacgao, a cepa S. mutans 61 foi
cultivada em Brain Heart Infusion (BHI, Difco) a 37 °C em camara de CO;
(ShelLab) por 16 h; a cultura foi diluida em BHI pré-aquecido enriquecido
com 10% de soro de cavalo, a 1:20 e 1:40 e incubadas até atingirem a
densidade oOptica em comprimento de onda de 600 nm, verificada em
espectrofotometro (DOsw,=0,1; Biophotometer, Eppendorf, Hamburgo,

Alemanha). Foi adicionado a cultura 5 pl de uma solugao de Competence
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Stimulating Peptide (CSP, GenScript — 5 pug/ml) seguido por incubagao por
15 min. A CSP é uma proteina proveniente de S. mutans e torna as
células competentes para a transformacao. Apds esse periodo, 100 ng do
produto purificado proveniente da cepa OMZ175Acnm foram adicionados a
cultura da cepa 61, que foi incubada durante trés horas nas mesmas
condigcoes descritas anteriormente.

Apds esse periodo, 100 pl da suspensao bacteriana foram
inoculados em agar BHI contendo kanamicina (1 mg/ml). A presenca do

inserto de inativagao foi confirmada por sequenciamento.

3.3 Cepas bacterianas utilizadas no estudo

As cepas bacterianas empregadas nesse estudo estao apresentadas
no Quadro 2. Para os ensaios que constam dos objetivos do estudo, foram
empregadas as cepas de S. mutans UA159 (sorotipo c), B14 (sorotipo e),
OMS5O0E (sorotipo e), LM7 (sorotipo e), OMZ175 (sorotipo f), NCTC 11060
(sorotipo f) e os isolados clinicos, 7.1 (sorotipo c), C2A4 (sorotipo €) e 61
(sorotipo k). As linhagens com mutagao deletéria para o gene cnm, exceto
para a cepa 61, foram construidas por Abranches et al. (2011) e
gentilmente cedidas para este estudo. Para a avaliacao da expressao dos
genes spaP e brpA em biofilmes desenvolvidos na presenca de colageno e
para a verificagdo da influéncia da presenca do gene cnm na
cariogenicidade foram empregadas as cepas OMZ175 e 61, assim como

seus respectivos mutantes.
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Quadro 2 - Cepas bacterianas utilizadas nesse estudo

S. mutans Origem Sorotipo Presenca do gene Fonte
cnm
UA159 Biofilme dental c negativa University of Alabama
B14 Biofilme dental e positiva A. Bleiweis
OM50E Biofilme dental e positiva P. Caufield
LM7 Biofilme dental e positiva P. Caufield
OMZ 175 Biofilme dental f positiva B. Guggenhein
NCTC11060 Corrente sanguinea f positiva NCTC
7.1 Biofilme dental c negativa Este estudo
C2A4 Biofilme dental e positiva Este estudo
61 Biofilme dental k positiva Este estudo
OMZ 175Acnm cnm knockout f negativa J. Abranches
NCTC11060Acnm cnm knockout f negativa J. Abranches
B14Acnm cnm knockout e negativa J. Abranches
OMS50EAcnm cnm knockout e negativa J. Abranches
LM7Acnm cnm knockout e negativa J. Abranches
61Acnm cnm knockout k negativa Este estudo

3.4 Influéncia do gene cnm na formacao de biofilme por S. mutans

na presenca de colageno

A metodologia adotada para a quantificacdo dos biofilmes de S.
mutans foi baseada em Waterhouse e Russel (2006), Nomura et al.
(2009) e Standar et al. (2010) com algumas modificagcbes. Os ensaios
foram realizados na presenca e auséncia de colageno para verificar a
possivel influéncia desta proteina na formacao de biofilme das cepas de S.
mutans estudadas.

Os biofilmes foram desenvolvidos em placas de microtitulagdao de
48 pocos (Biofill, Allentown, PA, EUA) na superficie de laminulas de vidro

de 9 mm de didametro (Knittel, Bielefeld, Alemanha) tratadas com 200 pl
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de uma solugao de acido acético glacial 0,25 M contendo ou ndo colageno
tipo I (Sigma) a 100 pg/ml a 4 °C por 16 h.

As cepas de S. mutans foram cultivadas em Tryptic Soy Agar (TSA,
Difco) a 37 °C por 24 h em camara de CO,. Foram entdo transferidas para
o meio liguido Tryptic Soy Broth (TSB, Difco) e cultivadas a 37 °C em
camara de CO; por 16 h. As culturas foram entdo diluidas a 1:10 em TSB,
pré-aquecido e pré-reduzido na camara de CO; e adequadas para a
DO¢00=0,3 verificada em espectrofotdbmetro Biophotometer (Eppendorf).
Os tubos foram incubados em camara de CO, durante aproximadamente 3
h.

Apds o periodo de incubacdo, as culturas foram centrifugadas a
5.000xg durante 5 min e as células ressuspensas em Biofilm Medium (BM)
(Loo et al., 2000) acrescido de 50 mM (1,7%) de sacarose (Difco)
(Standar et al., 2010) como fonte de carboidratos e padronizadas na
DOg00=0,8 (cerca de 1 x 10!° ufc/ml). Das suspensdes padronizadas,
aliquotas de 500 pl foram depositadas em cada poco, em quintuplicata. Os
biofilmes foram desenvolvidos em camara de CO, por até 24 h, com
leituras intermediarias. Estes experimentos foram realizados com as cepas
UA159, B14 e OMZ175 e tiveram como objetivo otimizar os ensaios para
ampliar possiveis diferencas na influéncia do colageno tipo I na formacao
de biofilmes. Também foi realizado um ensaio utilizando o meio TSB
suplementado ou nao com sacarose a 50 mM (1,7%). A partir desses
resultados, os ensaios foram realizados com todas as cepas de S. mutans
e suas respectivas linhagens mutantes.

Os biofilmes entao foram desenvolvidos em 500 pl de BM com
aproximadamente 1 x 10*° ufc/ml , suplementado com 50 mM de
sacarose, conforme descrito anteriormente, durante 3 h em cédmara de
CO, a 37 °C. Apds esse periodo, o meio foi substituido por TSB sem a
suplementacao da sacarose, por 21 h adicionais, nas mesmas condigcoes
ambientais.

Para a avaliacao da biomassa, o0 meio de cultura foi removido e a

coloracao do biofilme foi realizada com 100 pl de safranina a 0,4%
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durante 15 min a temperatura ambiente. As placas foram entdao lavadas
trés vezes por imersao em agua destilada. Em seguida, a descoloracdo do
biofilme foi realizada com 200 ul de etanol a 95% por 15 min. Apds esse
periodo, trés aliquotas de 50 pl da solucao de etanol de cada poco foram
transferidas para pogos de placa de 96 pocos e a absorbancia a 490nm
(A490) foi verificada em leitor de placas (Microplate Reader Model 680,
Biorad, Foster City, California, EUA). Desse modo, foram obtidas trés
leituras de cada poco, totalizando quinze leituras para cada experimento.
Os experimentos foram repetidos trés vezes. As diferencas na formagao
dos biofilmes entre as amostras foram determinadas pelo Teste t de

Student e consideradas significantes quando o valor de p foi < 0,05.

3.5 Verificacao da expressao dos genes spaP e brpA em biofilmes

de S. mutans na presencga de colageno

3.5.1 Isolamento e purificacdo das amostras de RNA

A avaliacdo da influéncia do gene cnm na expressao dos genes
spaP e brpA importantes na formacdo do biofilme e na possivel interagao
com o colageno, foi realizada na cepas de S. mutans OMZ175 (sorotipo f)
e 61 (sorotipo k) e suas respectivas linhagens mutantes deficientes do
gene cnm. Os biofilmes de S. mutans foram desenvolvidos em uma das
superficies de trés frascos quadrados de vidro de 250 ml (Pyrex,
Washington Tyne, Inglaterra). As superficies dos frascos foram recobertas
com 5 ml de solucdo de 0,25 M acido acético glacial contendo ou nao
colageno a 100 pg/ml a 4 °C durante 16 h. Apds esse periodo, as solugdes
foram removidas e os frascos foram inoculados com 10 ml das culturas de
S. mutans em BM, padronizados como descrito anteriormente. Os frascos
foram incubados em camara de CO, por 3 h. O meio de cultura foi entdo
removido e substituido por 10 ml TSB e os frascos foram novamente

incubados em camara de CO; por 24 h.
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Apds esse periodo, 3 ml de TRIzol (Invitrogen) foram
acrescentados a cada superficie e as amostras de biofilme coletadas com o
auxilio de raspadores de células. As suspensdes foram transferidas para
tubos com tampa rosquedvel de 2,0ml (Sarstedt, Nimbrecht, Alemanha)
contendo 0,7 ml de pérolas de vidro (0,1 mm de didmetro) e congelados a
-80 ©°C durante 16 h. As suspensdes foram entao agitadas em
homogeneizador Mini-BeadBeater (BiospecProducts, Bartlesville, OK, EUA)
a 4 °C por 6 séries de 20 s, com intervalo de 1 min em gelo. Cada
suspensao homogeneizada foi transferida para tubos tipo Falcon (BD,
Reserch Triangle Park, NC, EUA) de 50 ml e acrescida de 9,0 ml de TRIzol.

O isolamento do RNA seguiu o protocolo sugerido pelo fabricante,
sendo o RNA extraido com cloroféormio, precipitado com isopropanol,
lavado com etanol 70% e eluido em 200 ul de agua livre de RNase. Ao
final da extracao as amostras de RNA foram tratadas por DNasel
(Invitrogen) em solugao a temperatura ambiente por 15 minutos. Em
seguida, foram purificadas em colunas RNeasy (Qiagen, Valencia, CA,
EUA) com um segundo tratamento de DNasel (Quiagen) na proépria
coluna, eluidas em 30 ul de agua livre de RNase e armazenadas a -80 °C.

A concentracao e qualidade do RNA em cada amostra foram
verificadas e sua integridade investigada através de eletroforese em gel
de agarose (Invitrogen) a 1%. As amostras de RNA foram testadas
através de amplificagdo com iniciadores para o gene 16S rRNA para o
controle da auséncia de DNA. Cada ensaio realizado em cada frasco
originou uma amostra de RNA e, dessa forma, foram obtidas trés

amostras independentes de RNA de células de S. mutans em biofilme.

3.5.2 Transcricao reversa

A sintese de cDNA foi realizada a partir de 500 ng de RNA obtido
em cada condigdao, usando iniciadores randdémicos (Invitrogen, 3 mg/ml),
e SuperScript III Reverse Transcriptase (200 U/ul) (Invitrogen). A

transcricao reversa foi desenvolvida a 42 °C por 16 h em termociclador
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C1000 Thermal Cycler (BioRad) e o produto purificado pelo QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen).

3.5.3 Avaliacéo da expressado de spaP e brpA por PCR em Tempo Real

Os ensaios de PCR em Tempo Real foram realizados usando 2 pul de
cDNA das amostras testadas, numa mistura contendo 1 pl de cada
iniciador (10 mM), 10 pl de Quantimix (Biotools, Madri, Espanha), 2,4 ml
de MgCl; (50 mM) e agua até um volume final de 20 pl. Nas reacgdes
controle da amplificacao, foi usada dgua em lugar de cDNA. Como controle
positivo, foi empregada a amplificacdo de 10’ cdpias do produto de
amplificacdo do DNA gend6mico. A amplificacdo de cada amostra de cDNA
foi realizada em triplicata.

A amplificacao e a deteccao foram realizadas em placas de 96
pocos (BioRad) em um termociclador iCycler iQ (BioRad). Os parametros
termo ciclicos foram 95 °C por 3 min, seguido por 40 ciclos de 95 °C por
10 s (desnaturagao), 60 °C por 45 s (anelamento e extensao).

Uma curva de dissociacao foi obtida em todos os experimentos no
produto de PCR obtido, pelo aumento sucessivo de 0.4 °C durante 10
segundos e a analise da pureza do produto foi feita comparando a
temperatura de dissociacdo com o perfil obtido da amplificacdo de 10’
copias do produto de amplificacdo do DNA gendmico e com os controles
negativos.

Apés finalizada a reacao, a aquisicao dos dados e a subsequente
anadlise foi feita usando o programa Biorad iQ5 Optical System. A andlise
dos dados foi simplificada através dos cdlculos realizados em uma planilha
do Excel (Microsoft), intitulada Analise dos Dados por PCR em Tempo Real
(DART-PCR, Peirson et al., 2003). Essa planilha calculou os Threshold
Cycles, amplificou a eficiéncia e demonstrou os valores Ry (juntamente
com os erros associados) dos valores brutos exportados do programa
Biorad iQ5 Optical System. Diferencas na eficiéncia de amplificagdo foram

avaliadas através da andlise de varidncia (one way ANOVA), baseada na
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hipotese nula: (1) a eficiéncia da amplificagdo € comparada dentro dos
grupos estudados (deteccdo outlier); (2) a eficiéncia da amplificacao é
comparada entre os grupos estudados (amplificacdo equivalente). O nivel
dos transcritos do gene 16S rRNA foi utilizado para a normalizacao dos
resultados da amplificagao.

As diferencas na expressao de genes entre as amostras foram
determinadas pelo Teste t de Student e consideradas significantes quando

o valor p foi < 0,05 e a razao de expressao >1,5 vezes.

3.6 Influéncia do gene cnm na interacdao de S. mutans com células

endoteliais

Ensaios de protecdo com antibidoticos foram realizados segundo
Abranches et al. (2011) para determinar a capacidade de invasao das
cepas de S. mutans em células endoteliais da artéria coronaria humana
(Human Coronary Arthery Endothelial Cells, HCAEC, Lonza, Allendale, NJ,
EUA). Primeiramente as células foram cultivadas em meio celular basal
(EBM-2, Lonza) suplementado com EGM-2MV (Lonza), como sugerido pelo
fabricante. As células foram mantidas a 37 °C em atmosfera de 5% de
CO, até atingir a monocamada, que entao foi lavada com PBS pré-
aquecido e submetida a tratamento com Accutase (Gibco, Carlsbad, CA,
EUA) por 11 minutos. Apds esse periodo, as células foram recolhidas para
um tubo Falcon (BD) de 50 ml e lavadas com 10 ml de EGM-2MV. A
amostra foi centrifugada a 70xg por 5 minutos a 37 °C. O sedimento foi
suspenso em 5 ml de meio celular EBM-2 complementado e a mensuragao
da concentracao celular foi feita a partir de 10 pl da suspensao celular
misturado a 10 pl de corante Trypan Blue Stain 0,4% (Invitrogen) em
contador celular Countess (Automatic Cell Counter, Invitrogen). Aliquotas
contendo 10° células endoteliais foram depositadas em pocos de placas de
24 pocos (Biofill), preenchidos por 1,0 ml de meio celular EBM-2
suplementado pré-aquecido, seguido de incubacdao a 37 °C, 5% de CO;
durante 16 h.
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As cepas bacterianas foram retiradas do estoque e cultivadas em
TSA como descrito anteriormente. No dia anterior ao experimento,
unidades formadoras de col6nias foram transferidas para o meio liquido
Brain Heart Infusion (BHI, Difco) e as culturas foram desenvolvidas a 37
°C em camara de CO, por 16 h. Para a realizacdo das subculturas,
aliquotas foram entdao transferidas para novo BHI pré-aquecido na
proporcdo de aproximadamente 1:10 e adequadas até apresentarem
DOgoo=0,2. Os tubos foram incubados novamente em camara de CO,
durante aproximadamente 3 h ou até as culturas atingirem a densidade
D0Og00=0,9. Um ml de cada subcultura foi lavado trés vezes em PBS (pH
7,2) e as células ressuspensas em meio EBM-2 suplementado porém sem
gentamicina, até a obtencdo de suspensdes contendo 1x10” ufc/ml de S.
mutans.

De cada suspensao bacteriana, 1,0 ml foi inoculado em cada poco
contendo as células endoteliais, em triplicata, por 30 min, 2 h, 5 h e 24 h.
Assim, apos os periodos de 30 min e 2 h, referentes ao processo de
adesdo, os pogos foram lavados trés vezes com PBS pré-aquecido e em
seguida as células endoteliais foram lisadas com agua destilada estéril e
pré-aquecida por 20 min. Para a verificacdo da capacidade invasiva, o
contato entre as células endoteliais e bacterianas foi mantido por cinco
horas sendo que apds duas horas, as células endoteliais foram lavadas
trés vezes com PBS pré-aquecido, seguido de trés h de incubagdao em 1 ml
de EBM-2 contendo 300 mg/ml de gentamicina e 5 mg/ml de penicilina G,
para eliminar as bactérias nao invadidas. Para testar a persisténcia e
viabilidade das bactérias internalizadas, outra placa foi incubada por mais
22 horas apds a inoculacdo bacteriana e substituicdo pelo meio contendo
antibidticos. Apds essa segunda incubacao, as células foram igualmente
lavadas trés vezes com PBS pré-aquecido e em seguida lisadas conforme
descrito. Aliquotas de diluicdes seriadas dos lisados celulares foram
inoculadas em TSA e incubadas por 48 horas a 37 °C a 5% de CO..

Os resultados representam a média e o desvio padrao de trés

experimentos independentes realizados em triplicata. Os indculos
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realizados em dias diferentes nao apresentaram diferenca significante
(Test t de Student). Os resultados foram demonstrados tanto através da
guantificacdo em unidades formadoras de col6nias (ufc) por ml das células
bacterianas aderidas ou internalizadas recuperadas das células
endoteliais, como pela porcentagem de células bacterianas recuperadas

dos experimentos em relagao aos indculos iniciais.

3.7 Avaliacao da desmineralizacao da dentina pela técnica de

Tomografia por Coeréncia Optica (OCT)

A influéncia do gene cnm na desmineralizacdo de dentina foi
verificada nas cepas S. mutans OMZ175 (sorotipo f) e no isolado clinico 61
(sorotipo k) e seus respectivos mutantes, segundo procedimento descrito
por Azevedo, 2012.

Resumidamente, foram obtidos fragmentos de dentina
provenientes de molares inclusos que foram lixados na face oclusal para
remocdao do esmalte, expondo dentina e criando uma superficie plana.
Cada disco de dentina foi novamente seccionado no sentido vestibulo-
lingual obtendo-se dois fragmentos. Os espécimes, entdao, foram
totalmente protegidos com verniz acido resistente, exceto na metade da
face oclusal, regiao em que foi produzida a lesdo de carie (Azevedo,
2012).

O preparo dos espécimes foi realizado no Departamento de
Dentistica da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo sob
a orientagao da Profa. Dra. Adriana Bona Matos. Cada conjunto
experimental foi composto por quatro fragmentos de dentina, de
aproximadamente 4 mm? cada um e fixados & tampa de tubos Falcon
(BD) de 50 ml, de tal forma que, durante o experimento, ficassem
submersos no meio de cultura, numa altura similar, sem que ficassem em
contato uns com os outros ou com a parede do recipiente.

Os tubos, preenchidos por 40 ml de agua destilada, foram

embalados em envelopes para autoclave e todo este conjunto foi
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submetido a radiacdo Gama (dose de 25 Kgy), para a esterilizacao das
amostras.

Apds realizado o controle de esterilidade, os conjuntos foram
transferidos para tubos contendo TSB enriquecido com 5% de sacarose,
inoculados com 2 ml de cultura padronizada de cada cepa bacteriana. Os
conjuntos foram transferidos a cada 24 horas durante sete dias para
novos tubos, com o objetivo de renovar o meio de cultura. Finalizado o
periodo do desafio cariogénico, os fragmentos foram removidos dos fios
de aco e o biofilme aderido a superficie foi cuidadosamente removido com
gaze. Os espécimes foram lavados com agua deionizada e armazenados
individualmente a temperatura de 4 °C até o inicio da analise. Para isso, o
verniz acido resistente presente na metade das superficies dos espécimes
foi removido com solucao de acetona.

A avaliacdao da desmineralizagcao foi realizada pelo Prof. Dr.
Anderson Zanardi de Freitas, do Centro de Laser e Aplicacdes do
IPEN/USP, pela técnica de Tomografia por Coeréncia Optica (OCT), que
utiliza o interferdometro Michelson promovendo uma imagem de seccao
transversal do espalhamento da luz nos tecidos.

O sistema de OCT utilizado (OCP930SR, Thorlabs) é composto por
um led superluminescente operando em 930 nm, com resolucao, no ar,
lateral e longitudinal de 6,0 um, capaz de apresentar até 8 imagens por
segundo. O sistema dispde de uma ponta em fibra Optica capaz de
alcancar as amostras facilmente, sem a necessidade de contato entre a
ponta e as amostras. A luz conduzida pela fibra 6ptica foi dividida em dois
feixes, um enviado para o espelho de referéncia e o outro levado até a
amostra, possibilitando a formacao de 4 imagens por segundo, assim
promoveu imagens em tempo real (2000 X 512 pixels; equivalente a
largura X altura de 6000 X 1581 um?2).

As imagens foram adquiridas na regiao central da janela de
exposicdo, gerando imagens tanto da regido exposta ao desafio

cariogénico como da regido de substrato higido. As imagens obtidas pelo
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desafio cariogénico através do OCT foram analisadas comparativamente,
guanto a profundidade da desmineralizacao.

O programa utilizado para a mensuracao da profundidade de
desmineralizagcao foi o Image J (National Institute of Health, Bethesda,
MD, EUA), capaz de quantificar a profundidade de desmineralizacao
fornecendo valores em pm. Em cada imagem cinco mensuragdes na
regiao desmineralizada foram realizadas, distanciadas 500 pm entre si. As
médias de profundidade de desmineralizacdo foram comparadas pelo
Teste t de Student e as diferencas consideradas significantes quando p <
0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Identificacao e classificacdo em sorotipos dos isolados clinicos

de S. mutans

Foram identificados e tipados 144 isolados clinicos de S. mutans
pertencentes aos sorotipos c, e e k coletados de 47 pacientes. O
APENDICE B apresenta a caracterizacdo dos isolados clinicos do estudo. As
amostras coletadas de adultos pertencem a individuos do sexo feminino e
masculino com idades variando entre 25 e 60 anos. As amostras de
mesmo numero pertencem a um mesmo paciente; a numeragdo
subsequente refere-se aos isolados do mesmo individuo, diferenciando as
amostras linguais (L). Os isolados clinicos provenientes de criancas foram
cedidos pela Profa. Marcia Mayer e foram coletados de criancas com
histérico ou ndo de caries.

Dos isolados clinicos, 138/144 foram identificados como sorotipo c,
1/144 pertencente ao sorotipo e, 5/144 pertencentes ao sorotipo k e
nenhum do sorotipo f. A distribuicao dos sorotipos identificados na
populacao estudada esta apresentada na Tabela 1.

A maioria dos isolados clinicos pertence ao sorotipo ¢ e ndo sao
portadores do gene cnm. Além do sorotipo ¢, foram identificados um
isolado clinico do sorotipo e (C2A4) e, pela primeira vez no continente
americano, um isolado clinico de cavidade bucal pertencente ao sorotipo k
(61), ambos portadores do gene cnm. Todos os isolados clinicos
identificados como sorotipo k pertencem a um mesmo individuo e,

consequentemente apenas uma cepa foi selecionada para o estudo.

Tabela 1 - Distribuicao dos isolados clinicos de Streptococcus mutans em

sorotipos
Pacientes Sorotipo ¢ Sorotipo e Sorotipo f Sorotipo k
47 46(97,8%) 1*%(2,12) 0 1*%(2,12%)

*presenca do gene cnm
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4.2 Influéncia do gene cnm na formacao de biofilmes por S.

mutans na presencga do colageno

As Figuras 1 a 5 mostram a otimizacao feita para a padronizacgao
dos ensaios de formagao de biofilme por S. mutans tratadas ou nao com
colageno, em diferentes meios de cultura e tempo de desenvolvimento.

As Figuras 1 a 3 mostram a quantificagcao de biofilmes desenvolvidos
em BM suplementado com 50 mM da sacarose em diferentes periodos de
tempo pelas cepas de S. mutans UA159, B14 e OMZ175 durante 24 horas

na presenca e auséncia do colageno.

Figura 1 - Quantificacao dos biofilmes desenvolvidos em Biofilm Media
durante 24 h por S. mutans UA159

M Colageno +

ld Colageno -

D.O 600nm

1h 2h 3h 4h Sh 6h 24h
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Figura 2- Quantificacdo dos biofilmes desenvolvidos em Biofilm Media
durante 24 h por S. mutans OMZ175
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Figura 3 - Quantificacdo dos biofilmes desenvolvidos em Biofilm Media
durante 24 h por S. mutans B14
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As Figuras 4 e 5 apresentam os resultados da quantificagcao de
biofilmes desenvolvidos em TSB com ou sem a suplementacao de 50 mM

da sacarose em durante 24 horas por S. mutans UA159 e B14 na

presenca e auséncia do colageno.
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Figura 4 - Quantificagdo dos biofilmes desenvolvidos em TSB
suplementado com sacarose 50 mM durante 24 h em
superficies tratadas ou ndo por colageno por S. mutans
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Figura 5 - Quantificacao dos biofilmes desenvolvidos em TSB sem a
suplementacdo com sacarose durante 24 h em superficies
tratadas ou ndo por colageno por S. mutans UA159 e B14
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Através da andlise desses resultados, a metodologia de

desenvolvimento de biofilmes ficou padronizada em duas etapas: a
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primeira utilizando BM suplementado com sacarose 50 mM durante 3 h e
seguida pela substituicao por TSB sem suplementacao de sacarose.

A Tabela 2 apresenta os resultados de formacdo de biofilme pelas
cepas de S. mutans em superficies de vidro tratadas ou ndo com
colageno. A superficie recoberta por coldageno prejudicou a formacao de
biofilme da cepa UA159, ndo portadora do gene cnm, porém nao alterou o
comportamento da cepa 7.1, igualmente cnm negativa. Ao contrario, as
cepas selvagens portadoras de cnm, exceto OMS0E e 61, foram
beneficiadas pela presenca de colageno, apresentando maior formacao de
biofilme. A delecao do gene cnm promoveu redugdao na biomassa do
biofiime na presenca do coldgeno em todas as linhagens mutantes,
quando comparadas as respectivas cepas selvagens, evidenciando a
influéncia do gene cnm na ligacao ao colageno. Na presenca de colageno,
a maioria das linhagens mutantes apresentou uma diminuicao na
formacao de biofilme, como observado para a cepa UA159. Os resultados
do presente estudo sugerem que o colageno influencia a formagao do

biofilme em cepas de S. mutans.
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Tabela 2 - Quantificacdo dos biofilmes formados por S. mutans na
presenca e auséncia de colageno

Cepa Sorotipo Auséncia de Colageno Presenca de
colageno
UA 159 c 0,354' + 0,084 0,279! + 0,065
7.1 c 0,328 + 0,064 0,318 + 0,053
OMZ175 f 0,172%+ 0,020 0,290* % + 0,031
OMZ175Acnm 0,254° + 0,040 0,238% %+ 0,021
NCTC11060 f 0,216° + 0,046 0,398%7 £ 0,087
NCTC11060Acnm 0,319° + 0,065 0,275%7 £ 0,0731
B14 e 0,106% £+ 0,015 0,148%°+ 0,028
B14Acnm 0,135 + 0,024 0,130°+ 0,020
OMS50E e 0,323 % 0,060 0,336 + 0,030
OM50EACNm 0,405+ 0,122 0,282'% 1! £ 0,020
LM7 e 0,302'2 + 0,084 0,356'% '* £ 0,040
LM7Acnm 0,348% + 0,078 0,310%* % £ 0,024
61 k 0,194 + 0,021 0,200%° + 0,030
61Acnm 0,210% + 0,018 0,186 ¢+ 0,022
C2A4 e 0,190' + 0,030 0229%7+0, 043

Médias segquidas dos mesmos numeros apresentam diferenca estatisticamente
significante (p < 0,05)

4.3 Verificacao da expressao dos genes spaP e brpA em biofilmes

de S. mutans na presencga de colageno

Os resultados da andlise de expressdao dos genes spaP e brpA,
envolvidos em ligagdo ao colageno e formagao de biofilmes por S. mutans
estdo apresentados nas Tabelas 3 e 4. A Tabela 3 evidencia a influéncia
do gene cnm na formacao de biofilmes, uma vez que a razao de
expressao entre as cepas selvagens e respectivas mutantes foi calculada

em cada condicdo e os valores apresentados representam o numero de
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vezes que cada gene foi expresso em relacdo as cepas selvagens. Na cepa
OMZ, a delecao do gene cnm nao influenciou a expressao do gene spaP
independente da presenca de colageno. Por outro lado, OMZ175
expressou 1,8 vezes mais o gene brpA na presenca de colageno.

A delecao do gene cnm na cepa 61 levou a grandes alteracdes de
expressdo dos genes spaP e brpA na presenca de coldgeno. Na cepa 61 o
gene spaP foi 9,1 vezes mais expresso ha mutante na presenca de
colageno, enquanto que o gene brpA foi 18,1 vezes mais expresso pela
cepa selvagem nas mesmas condigoes.

Quando a influéncia do coladgeno foi analisada, ndo foi verificada
nenhuma diferenca de expressao de spaP e de brpA tanto em OMZ175
como em seu mutante. No entanto, o gene spaP foi 9,7 vezes mais
expresso na cepa 61 na presenca de colageno. No seu mutante, o gene

brpA foi 3,6 vezes mais expresso na auséncia de colageno.

Tabela 3 - Influéncia do gene cnm na expressao génica de células de S.
mutans OMZ175, 61 e seus mutantes OMZ175Acnm e
61Acnm em biofilmes desenvolvidos na presenca e auséncia

de colageno
Cepas de S. mutans Genes Condicao E:fgl':t?:go
(s?/M®)
OMZ175 spaP Com colageno ND
OMZ175 spaP Sem colageno ND
OMZ175 brpA Com coldgeno 1,8"
OMZz175 brpA Sem colageno ND
61 spaP Com colageno -9,1™"
61 spaP Sem colageno ND
61 brpA Com colageno 18,17
61 brpA Sem colégeno ND

a: cepa selvagem

b: cepa mutante

* p<0,05

** p<0,01

*** n<0,001

ND: nenhuma diferenga (p=0,05 ou razdo < 1,5)
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Tabela 4 - Influéncia do coldgeno na expressao génica de células de S.
mutans OMZ175, 61 e seus mutantes OMZ175Acnm e
61Acnm em biofilmes

Expressao relativa

Cepas de S. mutans Genes (cc?/scb)
OMZ175 spaP ND
OMZ175Acnm spaP ND
OMZ175 brpA ND
OMZ175Acnm brpA ND
61 spaP -9,7™
61Achm spaP ND
61 brpA ND
61Acnm brpA -3,6"

a: biofilme desenvolvido na presenca de colageno
b: biofilme desenvolvido na auséncia de coldgeno
* p<0,05

** p<0,01

*** n<0,001

ND: nenhuma diferenga (p=0,05 ou razao < 1,5)

4.4 Influéncia do gene cnm na interacao de S. mutans com células
endoteliais

Os resultados dos ensaios de internalizacao celular em HCAEC
realizados com as cepas UA 159, 7.1, OMZ175 e OMZ175Acnm,
NCTC11060 e NCTC11060Acnm, B14 e B14Acnm, OM50E e OM50EAcnm,
LM7 e LM7Acnm, 61 e 61Acnm e C2A4 e C2A4Acnm estao demonstrados
nas Figuras 6 a 17. Os resultados foram demonstrados através da
quantificacdao em unidades formadoras de colbnias (ufc) por ml das células
bacterianas aderidas ou internalizadas recuperadas das células

endoteliais.



56

Figura 6 - Avaliacao de S. mutans UA159 (ufc/ml) apdés 30 min, 2, 5 e 24
h de interacao com Human Coronary Artery Endothelial Cells

(HCAEC)
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Figura 7 - Avaliacdo de S. mutans 7.1 (ufc/ml) apés 30 min, 2, 5 e 24 h
de interacao com Human Coronary Artery Endothelial Cells

(HCAEC)
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Figura 8 - Avaliacao de S. mutans OMZ175 e OMZ175Acnm (ufc/ml) apds
30 min, 2, 5 e 24 h de interagao com Human Coronary Artery
Endothelial Cells (HCAEC)
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Figura 9 - Avaliagdo de S. mutans NCTC11606 e NCTC11060Acnm
(ufc/ml) apds 30 min, 2, 5 e 24 h de interagdo com Human
Coronary Artery Endothelial Cells (HCAEC)
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*** p < 0,001
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Figura 10 - Avaliacdo de S. mutans B14 e B14Acnm (ufc/ml) apds 30
min, 2, 5 e 24 h de interacao com Human Coronary Artery
Endothelial Cells (HCAEC)
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Figura 11 - Avaliacdo de S. mutans OM50E e OM50EAcnm (ufc/ml) apds
30 min, 2, 5 e 24 h de interagao com Human Coronary Artery
Endothelial Cells (HCAEC)
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Figura 12 - Avaliacdo de S. mutans LM7 e LM7Acnm (ufc/ml) apds 30
min, 2, 5 e 24 h de interacao com Human Coronary Artery

Endothelial Cells (HCAEC)
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Figura 13 - Avaliacdo de S. mutans 61 e 61Acnm (ufc/ml) apdés 30 min,
2, 5 e 24h de interagcao com Human Coronary Artery

Endothelial Cells (HCAEC)
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Figura 14- Porcentagem das células recuperadas em relagao ao indculo
apés 30 min de interacdo com Human Coronary Artery
Endothelial Cells (HCAEC)
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Figura 15- Porcentagem das células recuperadas em relagao ao indculo
apos 2h de interacdo com Human Coronary Artery Endothelial
Cells (HCAEC)
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Figura 16- Porcentagem das células recuperadas em relacao ao indculo

ap6s 5h de interacdo (2h de contato e 3h na presenca de
antibioticos) com Human Coronary Artery Endothelial Cells
(HCAEC)
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Figura 17- Porcentagem das células recuperadas em relagao ao indculo

ap6s 24h de interacdo (2h de contato e 22h na presenca de
antibioticos) com com Human Coronary Artery Endothelial
Cells (HCAECQ).
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4.5 Avaliacdo da desmineralizacdo da dentina pela técnica de

Tomografia por Coeréncia Optica (OCT)

Através da mensuracao da profundidade de dentina
desmineralizada, em pym, o potencial cariogénico das cepas OMZ175 e 61
foi comparado ao de seus respectivos mutantes e os resultados estao
apresentados na Tabela 5. O teste estatistico utilizado foi o Teste t de
Student para amostras emparelhadas, considerando um nivel de
significancia de 5%. Nao foi observada diferenca estatistica entre acao das

as cepas selvagens e mutantes.

Tabela 5 - Profundidade de desmineralizacdo da dentina, apds desafio
cariogénico de 7 dias na presenca de cepas de S. mutans,
avaliada pela Tomografia por Coeréncia Optica (OCT).

OMz175 OMZAcnm 61 61Acnm

Profundidade de
desmineralizagao

(Um=+dp)

349,43+79,63 395,00+36,44 365,62+36,17 349,72+27,44
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Figura 18 - Imagem ilustrativa obtida através da Tomografia de
Coeréncia Optica (OCT) em dentina submetida a desafio
cariogénico pelas cepas de S. mutans nos diferentes
grupos

A barra vertical separa a dentina higida da afetada por carie obtida artificialmente. As
setas apontam a regido desmineralizada da dentina afetada por carie e a barra divide a
regiao exposta ao desafio da regido coberta pelo esmalte durante todo o experimento A -
Cepa OMZ175; B - Cepa OMZ175Acnm; C - Cepa 61; D - Cepa 61Acnm.
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5 DISCUSSAO

Esse estudo teve como objetivo principal estudar a influéncia da
presenca do gene cnm em cepas de S. mutans conhecidas na formacao do
biofilme na presenga ou auséncia de colageno e no processo de invasao de
células endoteliais humanas. O gene cnm tem sido relatado como o
principal fator de adesdao ao colageno por S. mutans e provavelmente um
dos responsaveis pela deteccdo do microrganismo em bacteremias,
desenvolvimento de endocardite infectiva e arteriosclerose (Abranches et
al., 2011; Nakano et al., 2010, 2012). Porém sao poucos 0s grupos de
pesquisa existentes que relacionam S. mutans e doencas sistémicas,
levando a um reduzido numero de informacdes na literatura. Desse modo,
o presente estudo permitiu ampliar o conhecimento do papel de S. mutans

fora da cavidade oral.

5.1 Identificacao e classificacdo em sorotipos dos isolados clinicos

de S. mutans

O isolamento, identificacao e sorotipagem de cepas da cavidade
oral tiveram como objetivo selecionar sorotipos prevalentes na populagao
para serem incluidos no estudo. A inclusdao de isolados clinicos é
importante em estudos desta natureza, uma vez que os resultados e
conclusdes encontradas nessas cepas podem corroborar ou nao estudos
realizados apenas em cepas padrao.

O estudo foi delineado no sentido de isolar e identificar o maior
numero de cepas provenientes de cada voluntdrio, acreditando-se que
assim, a possibilidade de encontrar sorotipos de S. mutans de menor
prevaléncia na populacdo, como f e k, seria aumentada (Nakano et al.,
2010b). Porém, apesar de estratégia empregada nesse estudo, além do
sorotipo ¢, apenas dois outros sorotipos foram identificados e somente a

partir de um paciente conseguiu-se identificar mais de um sorotipo.
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No presente estudo, a maioria dos isolados clinicos foi identificado
como sorotipo c e a caracterizagao das cepas mostrou que nenhum destes
era portador do gene cnm. Além do sorotipo c, foram identificados um
isolado clinico do sorotipo e (C2A4) e um isolado clinico pertencente ao
sorotipo k (61), ambos portadores do gene cnm. Com excecao do sorotipo
e, esses resultados foram similares aos estudos epidemioldgicos que
demonstraram a predominancia do sorotipo ¢ na populagdo (cerca de
80%), seguidos pelo sorotipo e, prevalente em aproximadamente 20%.
Os sorotipos f e k sao raramente detectados, sendo encontrados em cerca
de 2% da populacao (Hirasawa, Takada, 2003; Nakano et al., 2004;
Shibata et al., 2003). As cepas do sorotipo k isoladas neste estudo
pertencem a um mesmo paciente e foi a primeira vez que esse sorotipo foi
isolado nas Américas.

A disseminacao de bactérias orais na corrente circulatéria é muito
comum em pacientes submetidos a procedimentos dentais como
exodontias, tratamento endodontico e cirurgia periodontal (Li et al.,,
2000). Nesse contexto, S. mutans pode ser ocasionalmente isolado da
corrente sanguinea de pacientes com endocardite infectiva (Nemoto et al.,
2008; Que, Morreillon, 2011). Em 2001, um grupo de pesquisadores
japoneses isolou de corrente sanguinea de pacientes com endocardite ou
submetidos a extracao dental, um sorotipo diferente de S. mutans, nao
tipado pelos trés sorotipos conhecidos na época (Fujiwara et al., 2001). A
partir desse momento, alguns estudos foram sucessivamente sendo
realizados caracterizando um novo sorotipo, chamado de k, e que nao
apresentava a cadeia de glicose lateral no polissacarideo especifico
determinante da espécie (Nakano et al., 2004a, b). No mesmo periodo,
estudos epidemioldgicos realizados no Japdo e na Tailandia demonstravam
a distribuicao dos diferentes sorotipos na populacao estudada. Essas
publicacdes apresentavam o sorotipo ¢ como o mais predominante na
populacao (70 a 80%), seguidos pelo sorotipo e (20%). Os sorotipos f e k
(5%) foram raramente detectados (Hirasawa e Takada, 2003; Nakano et
al., 2004, 2011; Shibata et al., 2003).
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Nas publicacbes de Sato et al. (2004) e Han et al. (2006), uma
proteina de superficie com atividade de ligacao ao colageno em S. mutans
foi identificada e caracterizada. A sequéncia de aminoacidos da proteina
Cnm, apresentava uma alta similaridade com uma adesina de ligacao ao
colageno presente em espécies de estafilococos. Em sequéncia, outros
estudos relataram a caracterizacao do gene cnm de S. mutans como
sendo o codificador da proteina de ligacdo ao colageno nesta espécie
(Nakano et al., 2010; Nomura et al., 2009). Os pesquisadores também
apresentavam a porcentagem de deteccao do gene cnm em isolados
clinicos da populacdo Japonesa, Tailandesa e da Ilha Fiji e correlacionaram
a maior incidéncia da proteina Cnm em isolados pertencentes aos
sorotipos f e k. Recentemente Nomura et al. (2012) identificaram e
caracterizaram outra proteina de ligacdo ao colageno presente
principalmente em cepas de S. mutans sorotipo k, porém cnm negativas,
abrindo novas perspectivas para investigacdo do potencial de viruléncia

extra-oral deste patdgeno.

5.2 Influéncia do gene cnm na formacao de biofilmes por S.

mutans na presenca de colageno

A capacidade de adesdao e formacdao de biofilmes é considerada
uma importante caracteristica de viruléncia de S. mutans (Banas,
Vickerman, 2003; Bowen, Koo, 2011; Koo et al., 2010; Lemos et al.,
2005). O biofilme formado na superficie dental recoberta por proteinas
salivares representa um vasto campo de estudos em Cariologia,
principalmente em pesquisas realizadas com enfoque sobre o metabolismo
celular e mecanismos de resisténcia ao estresse (Bowen, Koo, 2011;
Lemos, Burne, 2008). A realizagao de estudos focando a colonizagao de S.
mutans em outras areas do organismo humano, como coragao ou cérebro
representa uma nova perspectiva em relagao ao futuro do conhecimento
da espécie (Abranches et al., 2011; Nakano et al., 2011).
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A parede arterial € uma estrutura altamente organizada composta
células e matriz extracelular. Em sua camada mais interna, é constituida
por células endoteliais sobre uma membrana rica em laminina,
fibronectina e colageno tipo IV. Em sua porcao média, células musculares
lisas sao envolvidas por uma membrana basal embebida por varios tipos
de colageno, fibronectina e proteoglicanos. Apdés uma injuria arterial,
assim como na arteriosclerose, acontece uma profunda mudanca na
composicao da matriz extracelular e nessa condicao as células musculares
lisas passam a sintetizar uma maior quantidade de colageno tipo I e III,
elastina e fribonectina, aumentando o depdsito dessas proteinas na matriz
extracelular; sua degradacdo também é constatada na doenca, através do
aumento da sintese de proteinases. A combinacdao entre sintese e
degradacao de substratos gera uma remodelacao da matriz, expondo
fragmentos de colageno tipo I, IV e elastina (Adiguzel et al., 2009).

Da mesma forma, a patogénese da endocardite também se
relaciona com a destruicdo da matriz extracelular. Varios sao os tipos de
lesdo que acontecem no endotélio valvular, como fluxo de sangue
turbulento associado a doencas congénitas ou valvulas protéticas,
colocacao de eletrodos ou catéteres, ou a repetida injecdo intravenosa de
substancias téxicas em pacientes usuarios de drogas injetaveis. As lesdes
fisicas no endotélio resultam em exposicdo das proteinas da lamina basal,
producao de fatores teciduais e deposicao de fibrina e plaquetas, como
tentativa de reparacao. Desse modo, a endocardite trombodtica ndo
bacteriana, torna-se um excelente ambiente para ligagcdo e
desenvolvimento de microrganismos, tornando-se endocardite infectiva
(Que, Moreillon, 2011).

Isto posto, surgiu, entdo, a hipdtese de que cepas de S. mutans
poderiam ser beneficiadas pela presenca do colageno tipo I na formacao
de biofilmes. Apesar de Abranches et al. (2011) nao ter verificado a
influéncia do gene cnm na formacdo de biofilmes por S. mutans, uma

otimizacao na metodologia empregada nos experimentos de formacao de
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biofilme evidenciou as diferencas de comportamento nao antes
observadas.

O desenvolvimento de biofiimes em placas de polipropileno
recobertas com laminulas de vidro demonstrou que S. mutans formou
maior biomassa na superficie de vidro, nas condicdes estabelecidas neste
estudo. A concentracdo de colageno empregada neste estudo seguiu o
proposto por Nomura et al. (2009) que estabeleceram a melhor
concentragdo de colageno (100 pg/ml) para o desenvolvimento de
biofilmes.

A estratégia de troca dos meios de cultura foi fundamental para a
evidenciacao da influéncia do colageno na formacao de biofilme por cepas
de S. mutans, portadoras ou nao do gene cnm. O meio quimicamente
definido proposto por Loo et al. (2000) chamado de Biofilm Medium (BM)
e suplementado por 50 mM de sacarose (Standar et al., 2010) foi o mais
adequado a formacao de biofilme por S. mutans. Conforme os resultados
apresentados foi verificado que os biofilmes de S. mutans desenvolvidos
na presenca de BM atingem um maximo de biomassa no periodo de trés
horas, ocorrendo porém uma reducdo apds 24 horas, provavelmente pela
baixa concentragcao de nutrientes. O meio TSB, bastante rico em
nutrientes, ndo se mostrou adequado para ser empregado desde o inicio
dos ensaios. Além de ndo permitir a formagao de grande quantidade de
biofilme, embora os dados nao mostrem, apresentava-se frouxamente
aderido a superficie, tornando dificil sua mensuracdo. A sacarose
associada ao TSB mascarou a evidenciacao da influéncia do colageno e os
melhores resultados foram obtidos quando as duas metodologias foram
associadas.

Assim sendo, BM mostrou-se importante na fase inicial do
desenvolvimento de biofilmes por S. mutans, permitindo visualizar a
possivel influéncia do coldgeno. No entanto, enquanto os ensaios com
duracdo de trés horas avaliam o processo de adesdo bacteriana ao
substrato, os estudos com duracdgo de 24 horas configuram o

estabelecimento de biofilme (Wen, Burne, 2002).
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No presente estudo, a presenga do colageno influenciou a formagao
de biofilme para a maioria das cepas selvagens. A presenca de cnm
geralmente favoreceu a formacdao de biofilmes, enquanto que as cepas
nao portadoras apresentaram resultados variaveis. A delecdo do gene
cnm, em geral, promoveu redugao na biomassa do biofilme na presenca
de colageno em todas as linhagens mutantes, mostrando o papel do gene
neste processo.

Esses resultados estdo em linhas gerais em concordancia com os
obtidos por Nomura et al. (2009) que utilizaram outras cepas dos mesmos
sorotipos. Os autores realizaram experimentos de biofilme, utilizando
coldgeno como substrato, e mostraram que a presenca do gene cnm
contribuiu para o aumento de biomassa. Abranches et al. (2011)
realizando ensaios de formacao de biofilme na presenca de saliva com as
cepas OMzZ175, OMZ175Acnm, B14 e B14Acnm, obtiveram resultados
semelhantes aos nossos somente com a cepa OMZ175, sugerindo que a
formagao de biofilme para cepas cnm positivas seria cepa especifica. Os
resultados do presente estudo demonstram que as cepas selvagens de S.
mutans portadoras do gene cnm, exceto as amostras 61 e OMSOE,
apresentaram uma capacidade de adesao mais elevada na presenca de
colageno, principalmente na formacao do biofilme. Nas cepas 61 e OM50E,
apesar de portadoras do gene cnm, esse favorecimento pelo coldgeno nao
foi verificado.

Embora ndo seja a Unica forma de S. mutans se ligar ao colageno,
os resultados obtidos no presente estudo sugerem fortemente que a
presenca do gene cnm tem uma relagao positiva na formacao de biofilme
na presenca de coldgeno. Porém, nas linhagens mutantes verificou-se
sempre maior formacdao de biofilme na auséncia de colageno. A Cnm ¢é
uma proteina se superficie relativamente grande, com aproximadamente
120 kDa (Sato et al., 2004). A mudanca morfoldgica da parede bacteriana
poderia influenciar o comportamento das cepas mutantes, assim como a
modificacdo da expressao da SpaP e BrpA, que também sao proteinas de

superficie com adesao ao colageno (Brady et al., 2010). Os resultados dos
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experimentos de expressao génica por PCR em Tempo Real mostram
justamente essa diferenga nas cepas mutantes e serao discutidos na

secao pertinente.

5.3 Verificacao da expressao dos genes spaP e brpA em biofilmes

de S. mutans na presenca de colageno

A verificagao de expressdo génica foi realizada apenas para os genes
spaP e brpA, que codificam proteinas importantes na adesdo ao colageno.
No presente estudo, a expressao destes genes foi investigada nas cepas
OMZ175 (sorotipo f) e no isolado clinico 61 (sorotipo k) além de suas
respectivas linhagens mutantes.

A proteina SpaP é a principal proteina de superficie de S. mutans
gue apresenta funcdao de adesina, ligando o microrganismo a pelicula
adquirida do esmalte. Além disso, SpaP pode apresentar outras fungoes,
como a ligacao ao colageno e a fibronectina. A ligagdo ao colageno é
realizada através da porcao gp-340 da proteina (Brady et al., 2010;
Nobbs et al., 2009) tendo sido relacionada como expressa em casos de
bacteremia (Nakano et al., 2006). A proteina BrpA é também considerada
uma das principais responsaveis pela capacidade de formacao de biofilmes
em S. mutans (Wen, Burne, 2002; Wen et al., 2005) e por isso
selecionada para o presente estudo.

A Tabela 3 comparou a expressao dos genes entre as linhagens
selvagem e mutante nas diferentes condicdes, procurando evidenciar a
importancia do gene cnm na formacgao de biofilme. A presenca de cnm nos
biofiimes formados com coldgeno permitiu maior expressao de spaP
apenas no mutante de 61 (9,1). Por outro lado, os resultados mostram
que a presenca do gene cnm nas duas cepas selvagens, OMZ e 61, na
presenca de colageno, levou a maior expressao de brpA (1,8 e 18,1 vezes,
respectivamente).

Tanto na cepa selvagem OMZ175 como na respectiva linhagem

mutante, os gene spaP e brpA nao apresentaram expressao diferencial em
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relacdo a presenca ou auséncia do colageno, conforme pode ser verificado
na Tabela 4. No entanto, analisando o resultado da formacgao de biofilme,
a cepa OMZ175 obteve maior biomassa na presenca de coldgeno do que
na sua auséncia. Com relacdo a cepa 61, o gene spaP foi 9,7 vezes mais
expresso na auséncia de colageno, e na cepa mutante, a expressao do
gene brpA foi 3,6 vezes maior também na auséncia de colageno.

Esses resultados mostraram que a presenca ou auséncia do
colageno nao interferiu, no momento estudado, com a capacidade de S.
mutans expressar os genes codificadores dessas importantes proteinas de
ligacdo e que a expressao dos genes spaP e brpA comportaram-se como
cepa dependente.

Provavelmente a expressdo da proteina Cnm nas cepas OMZ175 e
61 pode ser diferente, provocando uma modificacao na parede celular,
afetando a expressdo de outras proteinas superficiais de maneira desigual.
Como proposto por Nomura et al. (2009), a porcao intermediaria do gene
codificador da proteina Cnm de trés cepas independentes apresenta
algumas diferencas cepa especificas, que poderiam justificar os resultados
verificados neste estudo.

Outra hipétese formulada para a diferenca dessa expressao entre as
cepas OMZ175 e 61 pode ser atribuida ao momento de investigacdao.
Tanto spaP quanto brpA podem ter sido mais expressos no inicio da
formacao do biofilme, no momento de ligacdo ao colageno. Essa
expressao pode nao ser necessaria para S. mutans no periodo de 24
horas, quando o biofilme ja estava estabelecido. Estudos futuros
realizando a verificacao da expressao dos genes em outros momentos de
formacao de biofilme podem elucidar essa questao.

Por outro lado, estudos de microarranjos poderiam esclarecer os
genes envolvidos em cada fase da formacdao do biofilme colageno

dependente, correlacionando seu papel durante o acimulo da biomassa.
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5.4 Influéncia do gene cnm na interacdao de S. mutans com células

endoteliais

Nos Ultimos 20 anos estudos relatam que pacientes com
periodontite crénica severa apresentam significante aumento no risco do
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares incluindo arteriosclerose,
infarto do miocardio e acidente vasculo cerebral (Alfakry et al., 2011;
Belstron et al., 2012; Ford et al., 2010; Hucka et al., 2011). A capacidade
de invasao a células epiteliais e endoteliais por Porphyromonas gingivalis é
reconhecida ha bastante tempo e ja foi amplamente relatada na literatura
(Amar et al., 2009; Dorn et al., 1999; Dorn et al., 2000; Kozarov et al.,
2005; Nakano et al., 2011; Zeitune, et al., 2011) e todos os estudos
relacionam a invasao a células endoteliais in vitro como um indicio do
desenvolvimento da doenca in vivo.

Porém a interagdo de S. mutans e células endoteliais foi verificada
pela primeira vez por Abranches e colaboradores em 2009. Nesse estudo,
0s pesquisadores associaram a capacidade de internalizacao da espécie ao
sorotipo, pois cepas de sorotipos e e f eram mais invasivas do que aquelas
pertencentes ao sorotipo c. No mesmo ano, duas outras publicacoes
(Nakano et al., 2009; Nomura et al.,, 2009) caracterizavam
molecularmente a proteina de ligacdo ao colageno, Cnm, codificada pelo
gene cnm, encontrado com mais frequéncia em sorotipos f e k. Em 2011,
Abranches e colaboradores encontraram uma associagao positiva entre o
gene cnm e a invasao as células endoteliais. Os autores realizaram
ensaios de invasao (5 horas) com as cepas padrao portadoras do gene
cnm e seus respectivos mutantes e verificaram que a capacidade invasiva
dos mutantes foi extremamente reduzida, comprovando a relevancia do
gene para tal fendbmeno. Os resultados encontrados no presente estudo
nos experimentos de invasdao em periodo de 5 horas estdo em
concordancia com os verificados por Abranches et al. (2011).

Com relacdo ao processo de adesao, a interacao entre as cepas de

S. mutans e as células endoteliais foi investigada apds 30 minutos e 2
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horas de contato. Os resultados obtidos no presente estudo
demonstraram que a presenca do gene cnm nao foi relevante nos
processos de adesdo celular. As cepas selvagens e mutantes do gene cnm
seguiram o mesmo padrdao de adesdao nos dois periodos de tempo
investigados e nao apresentaram diferencga significante entre elas.

Estes achados diferem de Abranches et al. (2011) que verificaram
diferenca significante entre as cepas selvagens e mutantes apoés 30
minutos de contato. Para verificar a adesao, o0s pesquisadores
empregaram citocalasina D, um agente que inibe a entrada de bactérias
nas células por alteracdes no citoesqueleto (Tymchenko et al., 2012). No
presente estudo, a escolha de um agente de inibicdo para invasao nao foi
utilizado. A escolha pelo método de interacao total, ou seja, a analise
tanto das células aderidas quanto das internalizadas, foi embasada em
alguns estudos sobre o comportamento celular para a verificagao da
adesdo bacteriana. A citocalasina D esta relacionada com a mudanca
conformacional das células, através da perturbacdo do citoesqueleto
(Tymchenko et al., 2012). A substdncia ndao é téxica as células, e a
reversibilidade da deformacdo é rapidamente observada quando é retirada
do contato celular através de lavagem. Apesar desse fenOmeno, Santos et
al. (2009), observaram que a presenca da Citocalasina D influencia de
maneira nao regular a adesao de alguns tipos de Streptococcus agalaciae,
podendo aumentar ou diminuir a ligagdao das cepas bacterianas de
maneira aleatoria. Certamente a substancia impede a internalizacao
bacteriana, quando esse é o objetivo do estudo, porém para a analise de
adesao, os valores podem representar falsos positivos ou negativos.

Além disso, diferencas no cultivo de S. mutans provavelmente
justificam os resultados conflitantes. No presente estudo, os indculos
foram preparados a partir de subcultura e os ensaios foram, portanto,
realizados na fase logaritmica de crescimento, ao contrario do estudo
anterior que emprega as bactérias na fase estacionaria (Abranches et al.,
2011). As fases logaritmica e estacionaria representam dois momentos

metabdlicos muito distintos das células bacterianas e essa diferenca
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poderia também influenciar a expressao de genes envolvidos no processo.
Com o propdsito de confirmarmos essa possibilidade, um ensaio utilizando
as cepas OMZ175 e OMZ175Acnm na fase estacionaria foi realizado e a
hipétese foi confirmada (APENDICE C).

Os resultados com os isolados clinicos 61 e C2A4 portadores do
gene cnm seguem a tendéncia de adesdo e de propriedades invasivas das
cepas padroes, embora em menor proporcao quando comparadas com a
cepa OMZ175. A baixa capacidade invasiva observada pelas linhagens
mutantes 61Acnm sugere também que o gene cnm desempenha funcdo
importante no processo de invasao de S. mutans em células endoteliais.

Apesar da pequena quantidade de bactérias recuperadas apds 24 h
de invasdo, os resultados mostram capacidade de persisténcia bacteriana
intracelular por todas as cepas estudadas, fato de extrema importancia
em doencas infecciosas (Moreillon, Que, 2004; Que, Moreillon, 2011).
Além disso, exceto na cepa 61, a importancia do gene cnm ficou
evidenciada na persisténcia das cepas de S. mutans em células
endoteliais. A persisténcia intracelular bacteriana é considerada um fator
de fundamental nas doencas cardiacas descritas, pois podem se tornar
reservatorios bacterianos além de propiciar uma intensa resposta
inflamatdria local, aumentando a gravidade da patologia (Epstein et al.,
2012; Nagata et al., 2011).

Apesar das evidéncias, Cnm ndo deve ser a Unica proteina
envolvida na invasao de células endoteliais. Estudo recente de Nagata et
al. (2011) demonstrou que uma cepa de S. mutans sorotipo ¢ proveniente
de placa dental, apresenta capacidade alta de invasdo a células endoteliais
de aorta, comparada com outros estreptococos orais. Também quando
comparada a outros estreptococos orais, a cepa estudada demonstrou a
maior capacidade de persisténcia celular apds 24 horas, e provocou um
grande aumento de citocinas intracelular.

Além disso, Nomura et al. (2012) descreveram e caracterizaram a
proteina Cbm, com afinidade ao coldageno, em cepas de S. mutans. As

propriedades de adesao celular em Human Umbilical Vein Endothelial Cells
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(HUVEC) mostraram a importancia dessa proteina em cepas nao

portadoras de cnm.

5.5 Avaliacao da desmineralizacao da dentina pela técnica de

Tomografia por Coeréncia Optica (OCT)

A carie dental é uma doenca microbiana que atinge o tecido
calcificado da estrutura dental através de um processo dindmico, gerando
a desmineralizacdo da sua porgao inorganica e destruicdo da porcao
organica. A doenca envolvendo as coroas dentais afetam pessoas de todas
as idades em todas as partes do mundo. Em contraste, caries nas
superficies radiculares ocorrem somente quando ha perda de insercao do
tecido periodontal afetando entdo a populacao adulta com mais
frequéncia. Nesses casos, ha a exposicdo ao meio bucal do cemento e
dentina radiculares, rica em colageno tipo I.

O teste de indugao de carie in vitro, utilizando microrganismos, é
um ensaio que apresenta boa semelhanca no padrao de degradacao do
colageno quando comparado com lesdes naturais. O sistema bacteriano
também apresenta a vantagem de ser mais rapido e de facil execucao,
substituindo estudos in vivo.

O cuidado com a escolha das amostras dentais utilizadas no desafio
cariogénico é um fator de primordial importancia. No interior dos
canaliculos dentinarios, sdo encontrados prolongamentos odontoblasticos
gue reagem a estimulos externos produzindo mais dentina (Love,
Jenkinson, 2009), resultando em grandes diferengas estruturais entre a
dentina proveniente de um dente higido, cariado ou erupcionado (Costa et
al., 2002). Em Azevedo (2012) essa questao foi levantada e a autora
utilizou amostras de dentina provenientes de elementos inclusos e
erupcionados, concluindo que o substrato dentindrio interfere
gualitativamente nas caracteristicas superficiais da dentina afetada por
carie, observando-se desmineralizacdo superficial mais uniforme em

dentina proveniente de dentes inclusos.
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No presente estudo, o desafio cariogénico foi realizado de acordo
com a metodologia empregada por Azevedo (2012). A autora desenvolveu
0s ensaios microbioldgicos de seu estudo no Laboratério de Microbiologia
Oral (ICB-USP) empregando a cepa de S. mutans UA159. Com a
finalidade de comparacao, este estudo utilizou também fragmentos de
elementos inclusos, além da mesma metodologia em relagdao ao tempo de
indugdo, meio de cultura (TSB) e a concentracdo de sacarose (5%), além
da mensuragao da desmineralizacao realizada nas mesmas condigoes.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram uma capacidade
muito maior de desmineralizacao da dentina das cepas de S. mutans
OMZ175 e 61, portadoras do gene cnm, em relagao ao obtido por Azevedo
(2012) usando a cepa UA159. Embora uma andlise estatistica entre os
dois estudos ndo possa ser realizada, Azevedo (2012) verificou média de
desmineralizacdo dentinaria 257,5 ym, enquanto que no presente estudo
a desmineralizacdo foi muito maior. Assim a analise feita pelo OCT nos
padroes de descalcificacao entre as cepas UA159, OMZ175 e 61, mostra
uma maior agressividade nas lesdes obtidas pelas cepas de sorotipo f e k,
compradas com a cepa do sorotipo c. Acredita-se que estudo empregando
maior numero de cepas do mesmo sorotipo poderia esclarecer o papel de
cnm como fator de viruléncia para carie dentinaria.

No entanto, quando a comparacao € feita entre as cepas 61 e
OMZ175 com seus respectivos mutantes, nao foi observada diferenca
significante. Isso pode ter sido resultado da metodologia empregada, com
a concentracao de sacarose de 5%, mais alta do que nos ensaios de
formacao de biofilme, no qual utilizamos 1,7%. A alta concentragao de
sacarose pode ter mascarado os resultados entre as cepas selvagens e
mutantes. A possivel diferenca no inicio da colonizacdo de S. mutans na
dentina, beneficiada pelo gene cnm de ligagdo ao colageno ndo se tornou
aparente. Estudos futuros serdao realizados, otimizando tanto a
concentracao de sacarose, quanto o periodo de tempo da inducao poderao

esclarecer o papel de cnm na desmineralizacao dentinaria.
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6 CONCLUSOES

O gene cnm influenciou a formagao de biofilmes dependente de

colageno.

e O gene cnm ndo interferiu na adesao de S. mutans as células
endoteliais.

e O gene cnm influenciou a invasao de S. mutans em células
endoteliais.

e A persisténcia de S. mutans em células endoteliais apresentou-se
cepa dependente.

e O gene cnm nao interferiu no potencial cariogénico de S. mutans

pelo modelo de estudo empregado.
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APENDICE A - Termo de consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ESTUDO: Expressao génica de isolados clinicos de Streptococcus mutans

durante a invasao as células epiteliais

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa acima citado.
O documento abaixo contém todas as informagdes necessarias sobre a pesquisa
que estamos fazendo. Sua colaboracao neste estudo serd de muita importancia
para nds, mas se desistir a qualquer momento, isso ndo causara nenhum
prejuizo a vocé.

Eu, (inserir o) nome, profissao), residente e domiciliado
na , portador da Cédula de identidade,
RG , € inscrito no CPF/MF nascido(a) em

/ / , abaixo assinado(a), concordo de livre e espontanea vontade

em participar como voluntario(a) do estudo “Expressao génica de isolados
clinicos de Streptococcus mutans durante a invasao as células
epiteliais”. Declaro que obtive todas as informagdes necessarias, bem como

todos os eventuais esclarecimentos quanto as duvidas por mim apresentadas.

Estou ciente de que:

I) O estudo se faz necessario para que se possa investigar a relacdo entre
doencas infecciosas orais e doencgas sistémicas. Este conhecimento podera
trazer beneficios para a prevencao de doencas cardiacas provocadas por
infeccOes orais.

1) Essas coletas serao feitas apenas para este estudo e em nada
influenciarao o meu tratamento; ndao vdo me curar; ndao vao me causar
nenhum problema.

ITI) A participagdo neste projeto nao tem objetivo de me submeter a um
tratamento, bem como ndo me acarretard qualquer Onus pecuniario
(prejuizo financeiro) com relacdo aos procedimentos médico-clinico-

terapéuticos efetuados com o estudo.



IV)

V)

VI)

VII)

VIII)
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Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboracao neste
estudo no momento em que desejar, sem nhecessidade de qualquer
explicacao ou justificativa.

A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a minha saiude ou bem estar
fisico. Nao ira interferir no atendimento ou tratamento médico.

Os resultados obtidos durante este estudo serao mantidos em sigilo, mas
concordo que sejam divulgados em publicacdes cientificas, desde que
meus dados pessoais nao sejam mencionados.

Entendo que minha participacdo é voluntaria e ndo serei recompensado
financeiramente por ela.

Caso eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos

resultados, ao final desta pesquisa.

( ) Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

() Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

Sao Paulo, de de 2009

( ) Paciente/( ) Responsavel

Testemunha 1:

Nome / RG / Telefone

Testemunha 2 :

Nome / RG / Telefone

Responsavel pelo Projeto: CD Luciana Kfouri Siriani

Pés-graduanda do Depto. de Microbiologia
ICB/USP Telefone para contato: 11 3091-
7201

Orientadora:Profa. Dra. Maria Regina Lorenzetti Simionato

Departamento de Microbiologia - ICB/USP
Telefone para contato: 11 3091-7201



APENDICE B - Caracterizacdo dos isolados clinicos de Streptococcus
mutans: identificacao, tipagem e presenca do gene cnm
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Adultos Amostras Sorotipo Presencga do gene
cnm
1 1-16; 1-21 [ Negativo
2 2-21; 2-22; 2-24 [¢ Negativo
3 3-1; 3-3; 3-5; 3-6; 3-8; 3-9; 3-11; 3-14; 3-15; 3-18; 3-19; 3-21; 3-1L; 3- C Negativo
2L; 3-3L; 3-4L; 3-5L
4 4-1L; 4-2L; 4-3L; 4-4L; 4-5L [¢ Negativo
5 5-1L [« Negativo
6 6-1; 6-2; 6-3; 6-4; 6-5 k Positivo
7 7-1;7-2; 7-3 [¢ Negativo
11 11-1; 11-3 [¢ Negativo
12 12-1 [« Negativo
13 13-1; 13-2; 13-3; 13-7; 13-8; 13-9; 13-10 [« Negativo
14 14-1; 14-2 [¢ Negativo
15 15-1; 15-2 [¢ Negativo
16 16-1; 16-2; 16-4; 16-5; 16-6; 16-9; 16-12; 16-13; 16-15; 16-19; 16-20; C Negativo
16-21
18 18-1; 18-2; 18-4; 18-5; 18-6; 18-7; 18-8; 18-9; 18-10; 18-11 [¢ Negativo
19 19-2; 19-3; 19-4; 19-5; 19-6; 19-7; 19-9; C Negativo
20 20-3; 20-4; 20-9; 20-11; 20-12; 20-16 [« Negativo
22 22-1; 22-2; 22-1L; 22-2L; 22-3L c Negativo
30 30-2L; 30-3L [¢ Negativo
31 31-1; 32-2; 31-3; 31-1L; 31-2L C Negativo
Criangas Amostras Sorotipo Presenca do gene
Iivrfas. de cnm
cérie
1 S2A1 [« negativo
2 S3A3 [« negativo
3 S4A2; S4A3; S4B8 c negativo
4 S5A1; S5A3; S5C3 [¢ negativo
5 S8A2; S8C3 C negativo
6 S22A2; S22A4 [ negativo
7 S25A3; S25C3 [¢ negativo
8 Al [¢ negativo
9 B1 [« negativo
Criangas carie Amostras Sorotipo Presenca do gene
ativas cnm
1 C2A3 [« negativo
C2A4 e positivo
2 C5A1 [« negativo
3 C6A1; C6D2 c negativo
4 C7A3; C7A4 c negativo
5 C9A1; C9A3; C9D2 c negativo
6 C10A1; C10A4; C10B6; C10C1; C10C2 C negativo
7 C13A1; C13A2; C13B1; C13B2 [« negativo
8 C16A1 [¢ negativo
9 C17A1 [¢ negativo
10 C18A1 [« negativo
11 T1/100 [¢ negativo
12 T23 [ negativo
13 T12/A21 [ negativo
14 T567 [¢ negativo
15 T184 [« negativo
16 T5A4 [¢ negativo
17 T9C22 [¢ negativo
18 T366 [« negativo
19 T1A21 c negativo
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APENDICE C - Avaliacdo de S. mutans na interacgdo celular
utilizando o inoculo em fase estacionaria

Figura C.1 - Avaliagdao de S. mutans OMZ175 e OMZ175Acnm (ufc/ml)
ap6s 30 minutos e 2 horas de interacdo com HCAEC
utilizando inéculo em fase estacionaria

1000000
* %k %k
100000 -
£ 10000 -
E ® OMZ175
1000 - M OMZ175Acnm
100 -
10 -
30 min 2h

*¥% p < 0,001
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