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RESUMO

Streptococcus sanguinis € uma espécie comensal comum em biofilmes dentarios,
capaz de inibir a colonizacdo por espécies cariogénicas e de liberar DNA gendmico
extracelular (DNAe) para formar biofilmes. O gene ssa_0094 de S. Sanguinis codifica uma
hidrolase de mureina e é regulado pelo sistema de dois componentes VicRK. Este estudo
investigou a funcéo do gene ssa_0094 na producdo de DNAe e na formacgéo de biofilmes por
S. sanguinis. Para isto, ssa 0094 foi inativado na cepa de S. sanguinis SK36 por
recombinacdo homéloga com um alelo nulo, para produzir a mutante isogénica SK0094.
SK0094 foi complementada com uma cépia epissomal de ssa_0094 gerando a cepa SK0094+.
SK0094 foi comparada com SK36 e SK0094+ em andlises de curvas de crescimento em BHI,
producdo de DNAe e formacgéo de biofilme. Quantidades de DNAe foram quantificadas em
sobrenadantes de culturas planctdnicas através de gPCR com primers para o0 gene 16SrRNA.
Biofilmes foram obtidos em microplacas de poliestireno durante 18h de incubacdo em
diferentes meios de cultura. Andlises de quantificacdo de DNAe em culturas plancténicas
mostraram que a inativagao do gene ssa_0094 promove maior liberacdo de DNAe no mutante
SK0094 comparado com a cepa SK36 (p<0.05), enquanto a cepa complementada SK0094+
tem a producéo de DNAe semelhante a SK36. Entretanto, a inativacdo de ssa_0094 promoveu
pequena reducdo, mas significativa, na formacgéo de biofiimes em meio BHI com sacarose
suplementado ou ndo com saliva humana durante 18h de incubacdo (p<0.05). Os dados
obtidos revelam que a inativacdo de ssa_0094 promove maior producdo de DNAe, mas
compromete a maturacao de biofilmes por S. sanguinis. Assim estudos funcionais da proteina
ssa_0094 poderdo fornecer informacdes importantes sobre o papel do DNAe e da
homeostase da parede celular na formacéo e maturacdo de biofilmes por S. sanguinis. Estudo
financiado pela FAPESP (Proc. 2018/02054-4; 2017/23183-4; 2017/19899-4).

Palavras-chave: Biofilme. Mecanismos de viruléncia. Streptococcus sanguinis. Hidrolase de

mureina. Microorganismos bucais. Genética recombinante.



ABSTRACT

Streptococcus sanguinis is a common commensal specie on dental biofilms,
capable of inhibiting colonization by cariogenic species, in addition to releasing extracellular
genomic DNA (eDNA) to form biofilms. The gene ssa_0094 encodes for a murein hydrolase of
S. sanguinis and is regulated by the VicRK two-component system. This study investigates
functions of ssa_0094 in the production of eDNA and biofilm formation in S. sanguinis. To that
purpose, ssa_0094 was inactivated in S. sanguinis strain SK36 by double cross-over
recombination with a null allele, to yield SK0094 isogenic mutant. A complemented mutant
harboring an episomal copy of ssa 0094 was also obtained (SK0094+). SK0094 was
compared to SK36 and SK0094+ in analyses of growth curves in BHI, production of eDNA and
biofilm formation. Amounts of eDNA were quantified in culture supernatants of planktonic
cultures by gPCR with primers for 16S5rRNA gene. Biofilms were obtained in polystyrene
microwell plates during 18h of growth in different media. The isogenic ssa_0094 mutant
showed increased production of eDNA compared to SK36 (p<0.05), whereas production of
eDNA by the complemented mutant was similar to that observed for SK36. On the other hand,
the ssa 0094 mutant showed slight, although statistically significant, reduction in biofilm
formation during 18h of growth (p<0.05). These results show that deletion of ssa_ 0094
promotes increased production of DNAe, but compromises biofilm maturation in S. sanguinis
SK36. These findings indicate that functional studies of ssa_0094 protein may provide
important information about the roles of DNAe production and cell wall homeostasis in biofilm
formation and maturation in S. sanguinis. This study was supported by FAPESP (grant number
proc. 2018/02054-4; 2017/23183-4; 2017/19899-4).

Keywords: Biofilm. Virulence mechanism. Streptococcus sanguinis. Murein hydrolase. Oral

microorganisms. Recombinant genetics.



SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Streptococcus sanguinis como espécie pioneira dos biofilmes dentarios

2.2 Os sistemas de dois componentes VicRK de S. sanguinis como regulador da

formacé&o de biofilme e da liberacdo de DNA genbmico

3 PROPOSICAO

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Cepas estudadas, plasmideos e condi¢Bes de cultivo
4.2 Construgdo da cepa mutante isogénica de ssa_0094
4.3 Ensaios de complementacdo da cepa mutante

4.4 Construcdo de plasmideo auto-replicativo para complementacao da
mutante SK0094

4.5 Extracdo de RNA e conversdo em cDNA para confirmacéo da
complementacéo da cepa SK0094+ por RT-gPCR

4.6 Confirmag&o da complementacéao da cepa complementada SKO094+
por RT-qgPCR

4.7 Quantificacdo de DNA extracelular em sobrenadantes de cultura entre
as cepas S. sanguinis parental SK36 e as mutantes isogénica e

complementada de ssa_0094

4.8 Comparacdo das curvas de crescimento entre as cepas parental, mutante

SK0094 e complementada SK0094+

10

11

11

12

14

15

15

15

18

20

21

23

24

25



4.9 Andlise de formacdao de biofilmes in vitro em placas de poliestireno

5 RESULTADOS

5.1 Andlise das curvas de crescimento das cepas SK36, SK0094 e SK0094+

em meio BHI sob atmosfera de aerobiose e 10% de CO;

5.2 Andlise de microscopia de luz da morfologia e arranjo celular das cepas
SK36, SK0094 e SK0094+

5.3 A inativacéo de ssa_0094 promove maior liberacdo de DNAe em culturas

plancténicas nas fases exponencial e estaciondria de crescimento

5.4 A inativacdo do gene ssa_0094 diminui significativamente a formacéo de

biofilmes em S. sanguinis

6 DISCUSSAO

7 CONCLUSAO

REFERENCIAS

ANEXOS
Anexo 1 — Verificacdo de originalidade e prevencéo de plagio
Anexo 2 — Comité de Etica em Pesquisa

Anexo 3 — Iniciacao Cientifica

25

27

27

28

29

30

32

34

35

37

37

38

39



10

1 INTRODUCAO

Streptococcus sanguinis € a espécie pioneira na colonizacdo de biofilmes
dentarios e encontra-se principalmente em biofilmes associados a salde. Esta espécie é mais
abundante em biofilmes dentéarios, o que indica a necessidade de formar biofilmes para sua
permanéncia na cavidade bucal. Para comecar o processo de colonizagdo dos dentes, é
preciso que ocorra a ligacao entre S. sanguinis e a pelicula adquirida presente na superficie
dentéria. Sabe-se que logo apds a adesdo inicial, esta espécie produz peréxido de hidrogénio
(H202), quando esté sob condi¢des de aerobiose. O peroxido de hidrogénio (H20-), é capaz
de induzir a liberacdo de DNA genémico (principal polimero encontrado na matriz extracelular
nos estagios iniciais da formacao de biofilmes), além de impedir que espécies de bactérias
patdégenas possam colonizar este sitio. Sugere-se que H,O, induz a expressao e/ou atividade
de hidrolases de peptideoglicano nesta espécie, as quais estdo supostamente envolvidas na
liberagdo de DNA gendmico durante o crescimento bacteriano. Sendo assim, a producéo de
H20: e a liberacdo de DNA gendmico sédo importantes para a formacdo de biofilme por S.

sanguinis.

As bactérias apresentam sistemas reguladores de transcricdo de dois
componentes (SDC), os quais sao responsaveis por detectar estimulos e ativar ou reprimir a
transcricdo de genes especificos. O genoma da cepa S. sanguinis SK36 apresenta 14 SDC,
sendo um destes o VicRKss, responsavel por regular a divisdo da parede celular. Foi
identificado que a inativacéo deste gene (VicRK) reduz significativamente a producgéo de H20»,
a liberacdo de DNA gendmico e também a formacéo de biofilme na cepa S. sanguinis SK36.
Além disso, verificamos que a inativagdo de VicRKss reduz a transcricdo de ssa_0094, este
gene codifica uma proteina com fungéo ainda desconhecida, mas com homologia a enzimas
capazes de interagir e/ou hidrolisar peptideoglicano, o principal componente da parede celular

de bactérias Gram-positivas, como estreptococos.

Neste estudo trabalhamos com a hipotese de que ssa_0094 esteja envolvido
na liberacao de DNA gendmico através da clivagem de peptideoglicano durante o crescimento
em fase plactdnica ou em biofilmes. Para isto, construimos uma cepa mutante isogénica de
ssa 0094 em SK36, a qual foi designada SK0094 e comparamos a producdo de DNA
extracelular em sobrenadantes de cultura plancténica e a formacao de biofilmes in vitro desta
mutante com a cepa parenteral SK36. A cepa mutante SK0094 complementada com cépia
epissomal de ssa_0094 (designada SK0094+) foi também avaliada, para a confirmagédo do

papel de ssa_0094 nos fendétipos observados em SK0094.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Streptococcus sanguinis como espécie colonizadora pioneira dos dentes

Streptococcus sanguinis € uma espécie bacteriana ubiqua e abundante da
cavidade bucal, cujo nicho primario sédo as superficies dentérias. Cepas desta espécie sédo
colonizadoras pioneiras dos dentes e encontra-se em maior propor¢do em biofilmes dentarios
associados a saude, quando comparados a biofilmes cariogénicos (Ge et al., 2008; Giacaman
et al., 2014). Sabe-se que a espécie S. sanguinis se comporta de maneira diferente de outras
espécies comensais que colonizam diversas superficies orais como mucosas e superficies
dentérias, como por exemplo Streptococcus mitis. A espécie S. sanguinis é pouco detectada
em mucosas, concentrando-se em superficies dentarias. Assim, sua permanéncia na
cavidade oral é dependente da sua capacidade de formar biofilmes na superficie dentaria
(Kreth et al., 2017). Uma vez que essa espécie comeca a se aderir a pelicula adquirida das
superficies dentarias, também produz peréxido de hidrogénio (H.02). O H.O, inibe o
crescimento de bactérias patogénicas competidoras, dificultando sua fixagdo as superficies
dos dentes. Espécies patogénicas inibidas por H.O, incluem Strpetococcus mutans (um
patégeno da céarie dentaria) e Phorthyromonas gingivalis (um patdogeno da doenca
periodontal). Além de S. sanguinis ser uma espécie de bactéria comensal, a mesma também
€ um patdgeno oportunista quando presente na circulagdo sanguinea, podendo causar

quadros de endocardites infecciosas (Douglas et al., 1993; Di et al., 2006).

O inicio da colonizacéo dos dentes por S. sanguinis envolve sua ligacdo mediada
por adesinas a pelicula adquirida presente na superficie do esmalte do dente. A pelicula
adquirida é formada principalmente por proteinas humanas solUveis encontradas na saliva e
dos tecidos epiteliais, assim como por algumas proteinas microbianas (Lee et al., 2013). O
motivo pelo qual S. sanguinis se liga com alta facilidade e afinidade a pelicula adquirida nao
é conhecido. No entanto, coincidentemente 0s genomas desta espécie se caracterizam por
conter genes que codificam grande diversidade de proteinas da parede celular, as quais
poderiam funcionar como adesinas (Xu et al., 2007; Nobbs et al., 2009; Kreth et al., 2017).
Além disso, sabemos que quando S. sanguinis encontra-se em maior tensdo de oxigénio, é
capaz de produzir peroxido de hidrogénio. Por sua vez, H.O induz a liberagdo de DNA
gendmico (principal composto da matriz extracelular de biofilmes formados por Streptococcus
sanguinis), além de inibir o crescimento de bactérias competidoras (Kreth et al., 2009; Moraes
et al., 2014). A relacéo entre a producado de H-O- e a liberacdo de DNA gendmico ainda nédo
foi esclarecida, mas foi proposto que o peroxido de hidrogénio induz hidrolases de

peptideoglicano, os quais estdo possivelmente envolvidos na liberacdo moderada de DNA



12

gendmico (Kreth et al., 2009). Observa-se também que S. sanguinis ndo necessita da sintese
de glucanos insoluveis para formar biofilmes dentarios (Hamada et al., 1980; Yoshida et al.,
2014), diferente da espécie S. mutans que produz polissacarideos insollveis a partir da
fermentacédo da sacarose. Assim, S. sanguinis precisa da liberagdo de DNA gendmico para
formar biofilmes, o que é demonstrado quando se inibe experimentalmente a formacao de
biofilme por esta espécie através da suplementagdo de meio de cultura com enzima DNase |
(Moraes et al., 2014). Sendo assim, a produgéo de H>O e consequente liberagdo de DNA
genbmico sdo de extrema importancia para que Streptococcus sanguinis possa formar

biofilme.

2.2 O sistemade dois componentes VicRK de S. sanguinis como regulador daformacgéo
de biofilme e da liberacdo de DNA genémico

Bactérias utilizam sistemas reguladores de transcricdo de dois componentes
(SDC) para detectar estimulos externos e ativar ou reprimir a transcrigcdo de genes especificos
para adaptagdo a estes estimulos. Um SDC tipico consiste de uma proteina de membrana
(normalmente uma histidina quinase, K), a qual se autofosforila quando ativada por sinais
ambientais, e transfere entdo o grupo fosfato a uma proteina reguladora intracelular cognata
denominada regulador de resposta (R) (Capra et al., 2012; Mattos-Graner et al., 2017). Uma
vez fosforilado, o R tem sua conformacdo alterada, sendo capaz de se ligar as sequéncias

reguladoras dos seus genes alvos, ativando ou inibindo a transcricdo destes.

O genoma da cepa S. sanguinis SK36 apresenta um total de 14 SDC, os quais
incluem um SDC altamente conservado entre bactérias do filo Firmicutes, designado VicRK
também conhecido como WalKR ou YycFG (Dubrac et al., 2008; Mattos-Graner et al., 2017).
O sistema VicRK (Vic de virulence control) tem recebido atengdo como um importante alvo
terapéutico para controle de infec¢des por patdgenos Gram-positivos, incluindo-se espécies
do género Streptococcus (Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus mutans) e Staphylococcus aureus, porque além de regular fatores de viruléncia
e escape a fatores imunolégicos em estreptococos, também regula divisdo e a homeostase

da parede celular, processos essenciais para a viabilidade bacteriana (Dubrac et al., 2008).

Em S. sanguinis, verificamos que a inativagdo de VicRKss reduz drasticamente a
producdo de H.O,, a liberacdo de DNA gendmico e a formacao de biofilmes na cepa S.
sanguinis SK36 (Moraes et al., 2014). Através de ensaios de EMSA (eletrophoretic mobility
shift assays) e RT-qPCR, verificamos que VicRKss, se liga as sequéncias reguladoras do gene

spxB, o qual codifica enzima piruvato oxidase requerida para a producdo de H.O,, e outros
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genes que codificam potenciais hidrolases de mureina, incluindo-se o gene ssa_0094. A
inativagdo de VicRKss promove uma reducdo de cerca de 10 vezes na transcrigdo de
ssa_0094, indicando que este gene € induzido diretamente por VicRKss. Embora ainda
apresente uma fungdo desconhecida, a proteina de 365 aminoéacidos codificada pelo gene
ssa_0094, apresenta um dominio LysM (posicéo 52 a 96), sendo este dominio caracteristico

de proteinas que interagem ou clivam o peptideoglicano.
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3 PROPOSICAO

O objetivo geral deste estudo foi investigar a funcdo do gene ssa_0094 na
producdo de eDNA e na formagéao de biofilmes em S. sanguinis.

Para isto, os objetivos especificos deste projeto incluem:

a) Construir um mutante isogénico de ssa_0094 a partir da cepa S. sanguinis SK36
e um mutante complementado com coépia epissomal de ssa_0094 em plasmideo auto-
replicativo.

b) Comparar a quantidade de DNA extracelular em sobrenadantes de cultura entre
as cepas S. sanguinis parenteral SK36 e as mutantes isogénicas e complementadas de
ssa_0094.

c) Comparar a capacidade de formacdo de biofilmes entre as cepas parental e

mutantes em ensaios in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cepas estudadas, plasmideos e condi¢cdes de cultivo

A cepa S. sanguinis SK36, cujo genoma € conhecido (Xu et al., 2007) e na qual
determinamos func¢des do SDC VicRKss (Moraes et al., 2014), foi utilizada para a construcédo
da mutante isogénica de ssa_0094, designada SK0094. O plasmideo auto-replicativo em S.
sanguinis pDL278 (o qual contém o gene de resisténcia a espectinomicina) foi utilizado para
a clonagem de ssa_0094, para a construcdo de vetor de complementacdo da cepa SK0094.
As cepas S. sanguinis foram cultivadas a 37°C em BHI (Merck Labs, Alemanha) acrescidos
ou nao de eritromicina (10 pg/mL) ou espectinomicina (200 ug/mL) em atmosfera de 10% de
CO., ou aerobiose sob agitacdo (150 rpm). A cepa de Escherichia coli DH5 foi utilizada para
propagacao de plasmideos, sendo incubada a 37°C sob aerobiose, em meio Luria Bertani
(LB) (Difco Labs, EUA), acrescido de 100 ug/mL de eritromicina ou espectinomicina (200

Mg/mL) para construgao das cepas mutantes e complementadas, respectivamente.

4.2 Construcao da cepa mutante isogénica de ssa_0094

A cepa mutante SK0094 foi construida através da dele¢é@o do gene ssa_0094 em
SK36, utilizando-se um alelo mutado construido através de estratégia de PCR e ligacdo (PCR

ligation mutagenesis) (Moraes et al., 2014).

Foram desenhados primers (Tabela 1) para as regides flanqueando ssa_ 0094
designados primers 94P1, 94P2, 94P3 e 94P4. Os primers 94P2 e 94P3 contém nas suas
extremidades 5, as sequéncias dos sitios de restricdo das endonucleases Ascl e Fsel,
respectivamente. O gene de resisténcia a eritromicina (erm") foi amplificado do plasmideo
pVA838 através dos pares de primers E1 e E2, os quais contém na sua extremidade 5’, os
sitios de restricdo de Ascl e Fsel, respectivamente. O tamanho esperado dos amplicons e a
especificidade das reacdes foram monitoradas em géis de agarose corados com brometo de
etidio, como ilustrado na Figura 1A. Os produtos das reacdes de PCR com os pares de primers
94P1/94P2, 94P3/94P4 e E1/E2 foram purificados e posteriormente submetidos a digestdo
com as endonucleases Ascl, Xhol (New England BioLabs, USA), seguindo-se as
recomendacdes do fabricante. A integridade dos produtos digeridos foi monitorada em géis
de agarose (Figura 1B). Os produtos foram enté&o purificados e ligados em reacdes catalisadas
pela DNA ligase T4 (Life Technologies, E.U.A.), segundo as recomendacdes do fabricante.

As reacg0Oes de ligacdo geraram fragmentos contendo as sequéncias montante e ajusante da
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regido codificadora de ssa_0094, ligadas ao gene erm’, os quais foram amplificados com os
pares de primers P1/E2 e E1/P2; os produtos destas reac¢des foram monitorados em géis de
agarose (Figura 1C). Estes fragmentos foram utilizados como template em reagbes de PCR
realizadas com os primers 94P1 e 94P4, para gerar alelos mutados de 1761 pb, nos quais o
gene ssa_0094 foi substituido pelo gene erm'. As rea¢ges de PCR foram realizadas com
enzima Tag DNA polimerase de alta fidelidade com atividade proof Reading (Taq DNA
Polymerase High Fidelity, Life Technologies, USA). Para gerar o alelo mutado, a reacédo de
PCR foi composta por: 79 pL de H-O ultrapura, 9 uL de Tampao PCR 10X, 2,3 uL de solugéo
de dNTPs a 10 uM, 2,0 pL de solugao de cada primer a 10 uM, 1,8 uL de Taq DNA Polimerase
HF e 1 yL de DNA molde (0,5 pL de P1/E2 purificado e 0,5 uL de E1/P4 purificado). As
condi¢Bes de ciclagem incluiram extensdao inicial 95°C (5 min.), seguida de 30 ciclos a 95°C
(45 segq.), 58°C (30 seg.), 68°C (120 seg.), 68°C (10 min.). Os amplicons de tamanho esperado
(1.761 pb) foram entdo purificados do gel de agarose a 0,8% (Figura 2), utilizando-se o kit
PCR Purification QIAEX Il Gel Extraction (QIAGEN, EUA).

Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados na estratégia de inativagcdo do gene ssa_0094 através de

mutagénese por PCR e ligacéo.

Primers Sequencia 5'-3’ Tamanho (pb)/
(Forward//Reverse)? T°m
ermE1l-ascl TTGGCGCGCCTGGCGGAAACGTAAAAGAAG
1000pb/ 59°C

ermE2-xhol TTCTCGAGGGCTCCTTGGAAGCTGTCAGT

SSA_0094 P1 AAAATAGACGAAGAAGAAGCGACAG 22pb/ 59.13°C
SSA_0094-Ascl P2 TTGGCGCGCCACAAAGGCAATGCTGACAAA 30pb/ 59.32°C
SSA 0094-Xhol P3 TTCTCGAGAACTGAAAACCATTACGACCAC 30pb/ 58.03°C
SSA 0094 P4 ATCAAACTTGCTGTCGTAGGC 21pb/ 59.40°C

aAs sequéncias sublinhadas correspondem aos sitios de restricdo inseridos em cada primer. T°m; temperatura de anelamento

do primer.

Para a construcdo do mutante SK0094, o total de 10 pL dos fragmentos
recomninantes purificados (Figura 2) foi utilizado para a transformacéo natural da cepa SK36.
Os transformantes foram recuperados em culturas em BHI agar contendo 10 pyg/mL de
eritromicina. A substituicdo do locus de ssa_0094 pelo alelo mutado em 11 dos transformantes
isolados foi confirmada através de PCR de coldnia com os pares de primers P1/P4 (Figura 3).

Os mutantes foram cultivados em BHI acrescido de 10 yg/mL de eritromicina e estocados a -
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20°C em skim milk (Difco Labs). O DNA genomico de um dos transformantes confirmados por
PCR foi purificado e submetido ao sequenciamento para confirmar a correta substituicdo
ssa_0094 pelo gene de resisténcia a eritromicina.

Kb
15

0.5

Figura 1 - Gel de Agarose (1,5%) contendo 10 pL de produtos de PCR utilizados para
construgcdo do mutante SK0094. A) Produtos de PCR purificados. Canaletas
1 e 2: produtos obtidos das regifes que flanqueiam ssa_0094 com P1/P2 (361
pb) e P3/P4 (421 pb) respectivamente, a partir de DNA gendmico da cepa
selvagem. Canaleta 3: produtos obtidos com primers E1/E2 (Erm) a partir do
plasmideo pVA838 (979 pb). B) Produtos de PCR digeridos com enzimas
Ascl e/ou Xhol. Canaleta 1: produto P1/P2 (361 pb) digerido com Ascl;
canaleta 2: produto E1/E2 (979 pb) digerido com Ascl e Xhol; canaleta 3:
produto P3/P4 (421 pb) digerido com Xhol. C) Produtos das reacdes PCR
obtidos com P1/E2 (1340 pb) (canaleta 1) e E1/P4 (1400 pb) (canaleta 2), nas
guais utilizaram-se os produtos de ligacdo dos fragmentos a montante e a
jusante de ssa_0094 com o gene de resisténcia a eritromicina.

Figura 2 - Produto P1/E1+E2/P4 recombinante de ssa_0094. A) Gel de Agarose (0,8%)
contendo 240 uL de produtos de PCR para purificagdo do produto do gel utilizado
na construcao do mutante SK0094. B) Produto P1/E1+E2/P4 de ssa_0094 (1761
pb) purificado do gel utilizado para transformacéo da cepa selvagem SK36.
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Figura 3 - Produtos de PCR obtidos com primers 94P1/94P4 de col6nias de 11 transformantes de
SK36 com o alelo defectivo no gene ssa_0094. Produtos de tamanho esperado (1761 pb)
foram obtidos de todos os transformantes. A Gltima canaleta ( - ) corresponde ao produto
das reacdes sem DNA (controle negativo).

4.3 Ensaios de complementacédo da cepa mutante SK0094

Para a construcéo de plasmideo auto-replicativo contendo copia intacta do gene
ssa_0094 (incluindo-se sua regiao promotora), o gene ssa_0094 foi amplificado a partir do
DNA genbmico da cepa selvagem SK36, utilizando primers especificos C1/C2 (Figura 4). O
fragmento amplificado foi entéo purificado (Figura 5) e digerido com as endonucleases BamHI
e Sphl e o produto de digestdo purificado foi monitorado em gel de agarose (Figura 6). Este
inserto foi entdo ligado ao plasmideo auto-replicativo em estreptococos pDL278 (o qual
contém gene de resisténcia a espectinomicina) e transformado em E. coli, para propagacao.
Um total de sete colénias de transformantes foram entdo cultivadas para propagacdo e
purificacdo dos plasmideos obtidos, para analises subsequentes da correta clonagem do
inserto. Os plasmideos obtidos destes sete clones foram utilizados em reagfes de PCR com
primers para o gene da espectionimicina presente em pDL278. Os produtos obtidos destas
reacfes confirmaram a presenca dos plasmideos pDL278 (Figura 7). A seguir, as mesmas
amostras de DNA plasmidial foram aplicadas em rea¢gfes de PCR com primers C1 e C2 para

confirmacao da presenca do inserto.



Figura 4 - Produtos de PCR obtidos com primers Cl e C2 a
partir do DNA gendmico da cepa parental SK36
(tamanho 1.535 pb). Diferentes temperaturas de
anelamento foram testadas: A (52 °C), B (54 °C)
e C (56 °C). Ultima canaleta representa o controle
negativo da reacéo de PCR realizada sem DNA.

M C1-C2
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Figura 5 -: Gel de monitoramento da integridade do produto
de PCR obtido com primers C1 e C2, apés
procedimento de purificacdo em coluna.

Figura 6- Gel de monitoramento do produto de PCR do
gene ssa 0094 (canaleta 1) e pDL278
(canaleta 2) ap6s digestdo com as enzimas
BamHI e Sphl e purificagdo por coluna
utilizando-se QlAquick PCR Purificacion Kit.

19
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Figura 7 - Produtos de PCR obtidos com primers C1 e
C2 com o DNA plasmidial propagado em sete
clones de E. coli recuperados apds
transformag&o com pDL0094. Como controle
positivo, foi realizada reacdo de PCR com
DNA gendmico da cepa SK36 (1.535 pb). A
Ultima canaleta representa o controle
negativo sem DNA.

4.4 Construcdo de plasmideo auto-replicativo para complementacdo da mutante
SK0094

A complementagdo do mutante SKO0094 foi iniciada com a construgdo de
plasmideo auto-replicativo pDL278, no qual o gene ssa_0094 (incluindo sua regido promotora)
foi clonado. A obtencéo deste inserto foi realizada através de PCR com primers C1 e C2
(Tabela 2), utilizando-se o DNA gendmico de SK36. Os primers Cl1 e C2 contém
respectivamente, as sequéncias de restricdo das endonucleases BamHI e Sphl. Assim, os
procutos de PCR obtidos foram avaliados em gel de agarose a 1%, purificados em colunas
QIAquick PCR Purification Kit e digeridos com ambas as endonucleases. As reacfes de
digestao consistiram de 2 ug de produto, 5 pL Buffer 2.1, 2 yL de enzima BamHI, 4 yL de
enzima Sphl e 29,95 pL de H2O, sendo incubadas por 2h em temperatura de 37°C. Os
produtos digeridos foram entdo purificados utilizando-se QIAquick PCR Purification Kit
(QIAGEN) e a integridade dos mesmos monitorada em gel de agarose a 1%. A digestado do
plasmideo pDL278 com as mesmas enzimas, também foi realizada em rea¢fes incubadas a
37°C por 2h e 10 minutos a 65°C, contendo 40 pug de DNA plasmidial, 5 uL Buffer 2.1, 2 uL de
enzima BamHlI, 4 pyL de enzima Sphl e 35,94 pL de H20. O plasmideo digerido foi entéo
purificado em coluna. A ligagdo do segmento génico ao plasmideo (ambos digeridos e
purificados) foi realizada em volumes de 30 pL contendo 1 pL de enzima T4 DNA ligase, e 0,6
pL de DNA do inserto e plasmideo (na proporcao 1:1 de 1:3 de plasmideo para inserto). Apos
a incubacéo a 25°C durante 1h e 65°C por 10 minutos, as reagdes foram transformadas em
E. Coli e os transformantes recuperados do agar LB acrescido de 100 pL de espectinomicina

e utilizados para propagacéo de vetor, entdo designado pDL0094.
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Tabela 2 - Oligonucleotideos utilizados na construgdo de plasmideo para a complementacdo do
mutante SK0094.

Primers Sequéncia 5'-3’ Tamanho (pb)/
(Forward//Reverse)? temperatura de fusao

C1_BamHI TTGGATCCTAGACGAAGAAGCGACAGC 19 pb/ 53.67°C

C2_Sphl TTGCATGCTATTCTTTTCGTCGCGTGT 19 pb/ 54.16°C

aAs sequéncias sublinhadas correspondem aos sitios de restricdo inseridos em cada primer. T°m; temperatura de anelamento

do primer.

4.5 Extracdo de RNA e conversdo em cDNA para confirmagdo da complementagédo da
cepa SK0094+ por RT-gPCR

Para confirmar a complementac&o do gene ssa_0094 no mutante complementado
(designado SK0094+), amostras de RNA da cepa selvagem SK36, do mutante SK0094 e do
complementado SK0094+ foram purificadas e convertidas em cDNA para avaliar a expressao
do gene ssa_0094 por RT-gPCR utilizando primers internos especificos (Tabela 3). Para isso,
as células foram coletadas a partir de culturas crescidas na metade da fase exponencial
(Assonm 0,3) sob atmosfera de 10% CO,. Para extracdo do RNA total, as células coletadas
foram lisadas na presenca de aproximadamente 0,16 g de esferas de zirconia (0,1 mm de
didametro) (Biospec, EUA) adicionadas de 200 pL de TE (Tris-HCL 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM
e pH 8,0), com auxilio do aparelho Mini-Bead Beater (Biospec, EUA), sob forca méxima (2
ciclos de 30s cada, com intervalos de 30s em gelo). A purificacdo do RNA total foi realizada
utilizando-se 0 RNeasy MiniKit (QIAGEN, Alemanha), segundo instru¢des do fabricante. O
RNA purificado foi tratado com 10 U de Turbo DNase (Invitrogen), para a eliminacdo completa
do DNA gendmico. A concentracdo e pureza das amostras foram entdo analisadas por
espectrofotometria em aparelho Nanodrop (Thermo Scientific, EUA). A raz&o entre as leituras
Azeonm/Azsonm fOi superior a 1,8. A integridade das amostras de RNA também foi monitorada
em géis de agarose a 1,2% de formaldeido) contendo 0,15 g/mL de brometo de etidio (Figura
8).
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A B

SK36 SK0094- SK0094+ SK36 SK0094- SK0094+

Figura 8 - Gel de agarose (1,2%) mostrando a
integridade do RNA extraido (0,5 pg).
(A) RNA antes e (B) depois do
tratamento com DNAse turbo. As cepas
de S. sanguinis SK36 (parental),
SK0094 (mutante isogénico) e SK0094+
(mutante complementado) foram
crescidas em meio BHI (10% CO,,

37°C) até a A, 0.3, e as células

coletadas por centrifugacdo (5 min,
5.000 x g, 4°C) para a extracdo de RNA.

Tabela 3 - Primers utilizados na analise de expresséo por RT-qPCR.

_ Sequéncia 5’-3’ Tamanho (pb)/
Primers temperatura de
(Forward//Reverse) fusdo
SSA_0094 RT-qPCR_F TGAGCCAACAACTTACAATGC

155 pb/ 56°C

SSA _0094_RT-qPCR_R CTGGGCGGTAGAGACTAAATTC

Para obtencéo de cDNA, foram realizadas reagdes de transcrigéo reversa (RT),
utilizando-se o sistema SuperScript Il (Invitrogen), segundo as recomendag¢fes do fabricante.
Para isto, foram realizadas misturas contendo 1 pug de RNA total livre de DNA, 3 L da mistura
dos primers arbitrarios (Moraes et al., 2014) na concentracéo final de 30 uM para cada oligo,
2 puL de 10 mM DNTP mix e H.O DEPC qgsp 26 pL. As reagbes de RT ocorreram em
termociclador (Thermoblock T1, Bidmetra, Alemanha). Inicialmente as amostras foram
aguecidas a 65° (5 min) e resfriadas a 4°C (1 min). Em seguida, a reacdo no termociclador foi
pausada para pipetagem de 14 pL do Mix contendo 8 pL Buffer 5X; 2 uL de 0,1M DTT; 2 pL
de RNase OUT (40 U/ pL) e 2 pL de SuperScript Il (200 U/ pL). A seguir, as reagdes
prosseguiram atraveés da ciclagem a 25°C (10 min), 50°C (3 h) e 85°C (5 min). Os cDNAs
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obtidos foram estocados a -20°C, até o momento do uso. Como controles da contaminacéo
por DNA gendmico, foram utilizadas amostras de RNA tratadas sob as mesmas condigoes,
substituindo-se 2 pL de SuperScript Il (200 U/ pL) por 2 pL de H,O DEPC.

As reagdes de PCRq ocorrerdo em amostras contendo os cDNAs (30 ng), 30 uM
de cada par de primer e mistura SYBR-Green PCR 1x (Applied Biosystems) em volume total
de 10 pL e foram submetidas a ciclagem térmica em sistema de PCR quantitativo Step One
(Applied Biosystems). O ciclo térmico de amplificag&@o consistiu em desnaturacao inicial a 95°C
(10 min), seguida de 45 ciclagens de desnaturagao a 94°C (15 s), anelamento a =58°C (15 s)
e extensao a 72°C (30 s). Os ensaios foram realizados em duplicata, a partir de amostras
cDNA obtidas em trés experimentos independentes. Amostras sem cDNA e sem transcriptase
reversa foram incluidas para assegurar a auséncia de DNA contaminante. Para cada ensaio,
curvas de amplificacdo de DNA em quantidades crescentes (0; 0,03; 0,3; 3; 30 e 300 ng/po¢o)
foram realizadas. O gene 16SRNAr foi utilizado como gene referéncia, o qual se mostrou

invariavel entre as cepas.

4.6 Confirmacéo da complementacéo da cepa complementada SK0094+ por RT-qPC

A restauracao da expressao do gene ssa_0094 na cepa complementada SK0O094+
foi confirmada por andlise de RT-gPCR. Como mostrado na Figura 9, foi observada
amplificacdo do gene ssa_0094 (primers internos; 155 pb) para o cDNA proveniente da cepa
complementa SK0094+. Por outro lado, o mutante SK0094 (defectivo no gene ssa_0094)
mostrou amplificacdo abaixo do ponto negativo da curva padrdo (sem DNA). Quando
comparado a curva de amplificacdo da cepa parental SK36, o mutante complementado
SK009+ restaurou em aproximadamente 50% os niveis de transcritos de ssa 0094, o que
confirma a insercdo e complementacdo do gene ssa 094. Devido ao pDL278 ser um
plasmideo auto-replicativo, 0 nUmero de copias do gene ssa_0094 (inserido no pDL278) pode
variar dependendo da fase e condigbes de crescimento. As amostras de cDNA testadas
inicialmente foram obtidas de células na metade da fase exponencial de crescimento (Assonm
0,3) e sob 10% de CO., o0 que poderia explicar a complementacao parcial dos transcritos de
ssa_0094.
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Figura 9 - Curva de amplificacdo do gene ssa_ 0094 por PCR
gquantitativo em tempo real (RT-gPCR). Amostras de
cDNA (1 uL) das cepas SK36 (vermelho), do mutante
SK0094 (verde) e da cepa complementada SK0094+
(roxo) foram adicionadas a 9 yL da mistura (SYBR
green, Primers e H20) e quantificados por RT-gPCR.
As curvas representam o numero de ciclos necessarios
(eixo horizontal) para amplificacdo e deteccdo por
fluorescéncia (eixo vertical) do gene ssa_0094.

4.7 Quantificagcdo de DNA extracelular em sobrenadantes de cultura entre as cepas S.

sanguinis parental SK36 e as mutantes isogénica e complementada de ssa_0094

As quantidades de DNA extracelular produzidas pelas cepas estudadas foram
comparadas através de ensaios de PCR quantitativo (PCRq) em culturas plancténicas. Para
isto, culturas em BHI das cepas estudadas com as absorbancias ajustadas (Assonm 0,3) foram
diluidas em garrafas de 50 mL em meio BHI contendo 25 pL de eritromicina para o mutante
SK0094 e 100 pL de espectinomicina para a cepa complementada SK0094+. As amostras
foram incubadas (aerobiose, 37°C). Os sobrenadantes de volumes de 1 mL das culturas das
cepas estudadas ao final da fase log de crescimento (Assonm 0,7) foram coletados por
centrifugacéo (16.000 x g, 4°C, 10 min). Os sobrenadantes foram entdo filtrados através de
membranas de polietersulfona com poros de 0,22 um de didmetro (Kasvi, K18-230; baixa
afinidade a DNA), para remocédo de células remanescentes. Ensaios de PCRq foram entdo
realizados utilizando-se sistema StepOne™ Real-Time PCR System (Life Technologies) com
volumes de 1 pL de sobrenadante filtrado acrescido de 3,4 pL de agua ultrapura, 5 pL de

Power SYBR Green PCR Master Mix (Life Technologies, USA) e 0,3 pL de soluc&o de primers
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(10 uM) especificos para o gene 16SrRNA (5- CGTAAACGATGAGTGCTAGGTG-3 ' e 5-
TAGAGCGGTCAGAGGATGT-3’). As condigbes térmicas das reagdes de amplificacdo
incluiram aguecimento a 95°C (10 min), seguido de 40 ciclos de 95°C (por 15 s), 58°C (por 15
s) e 72°C (por 30 s). As concentracdes de DNA foram calculadas com base ciclo limiar médio
(cycle threshold) obtido para amostras de DNA genémico purificado de SK36 diluidas (1:10)

em série. Trés experimentos independentes foram realizados em duplicata.

4.8 Comparacao das curvas de crescimento entre as cepas parental e SK0094

As curvas de crescimento das cepas SK36, SK0094 e SKO0094+ foram
determinadas em meio BHI (acrescidos de eritromicina para SK0094, eritromicina e
espectinomicina para SK0094+). As cepas foram inoculadas em BHI agar (acrescido ou nédo
de eritromicina e espectinomicina) e incubadas (37°C; 10% de CO.) por 24 a 30h. em seguida,
coldnias foram transferidas para caldo de BHI suplementado com eritromicina e para SK0094+
foi suplementado com eritromicina e espectinomicina e entéo incubadas (37°C, 10% de COy)
por 18h. As culturas de 18h de cada cepa tiveram as absorbancias ajustadas (Assonm 0,035)
em 50 mL de meio fresco (frascos de 250 mL) e incubadas em aerobiose sob agitacdo (160
rpm). Aliquotas das culturas foram entdo coletadas a cada 1 h durante 8 horas, para a
determinacdo das absorbancias (Assonm). FOoram obtidas também curvas de crescimento em
condigbes semelhantes, mas sob atmosfera de 10% de CO.. Trés ensaios independentes

foram realizados em triplicata.

4.9 Andlise da formagao de biofilmes in vitro em placas de poliestireno

Culturas em BHI das cepas estudadas com absorbancias ajustadas (Assonm 0,3)
foram diluidas (1:10) em meio BHI e BHIS com 1% sacarose, e aliquotas destas diluicdes (200
ML) foram entdo transferidas para cada pogo de placas de poliestireno tratadas ou ndo com
saliva, em quadruplicata. As placas foram entéo incubadas (37°C) sob moderada agitacao (80
rpm) durante 18h. Apés isto, aliquotas dos fluidos dos biofilmes foram transferidos para novas
microplacas, para monitoramento do crescimento plancténico (Assonm) € 0 restante das células
aderidas foram fixadas por prévia incubacdo a 60°C por 30 min. Os biofilmes foram ent&o
lavados cuidadosamente com agua através de trés submersdes, para remogao das células
fracamente aderidas. A seguir, estes foram entdo corados com violeta cristal a 1% durante 30
min em temperatura ambiente. As placas foram entdo submetidas a nova série de lavagens e

o corante dos biofilmes foi eluido em etanol durante incubacdo em temperatura ambiente por
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30 min. As absorbancias (Aszsnm) das eluicbes foram determinadas em novas placas e
expressas como medidas indiretas da biomassa dos biofilmes.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise das curvas de crescimento das cepas SK36, SK0094 e SK0094+ em meio

BHI sob atmosfera de aerobiose e 10% de CO:

As curvas de crescimento de SK36, SK0094 e SK0094+ foram determinadas em
meio BHI (acrescido de eritromicina para SK0094 e espectinomicina para SK0094+), nas
atmosferas de aerobiose e 10% de CO,. Como mostrado na Figura 10, o mutante SK0094
demonstrou crescimento um pouco mais lente, comparando a SK36 sob atmosfera de
aerobiose, 0 qual ndo foi completamente restaurado na cepa SK0094+, possivelmente por
influéncia dos antibiéticos utilizados para crescimento desta cepa. Todas as cepas tiveram
crescimento maior em atmosfera de 10% de CO; (90% ar), comparado ao crescimento em
aerobiose, sob agitacdo. Entretanto, novamente as cepas SK0094 e SKO0094+ tiveram
crescimento moderadamente mais lento do que da cepa SK36, a qual foi cultivada na auséncia

de antibioticos.
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Figura 10 - Curvas de crescimento em BHI das cepas S. sanguinis SK36, da mutante SK0094 e mutante
complementado SK0094+, sob atmosferas de (A) aerobiose e (B) 10% CO2. Simbolos
indicam diferenca estatisticamente significante do mutante SK0094 (*) e do complementado
SK0094+ (#) em relagdo a cepa selvagem SK36 (Mann-Whitney; p <0,05). Os simbolos
representam médias de duplicata de trés experimentos independentes; as barras indicam
0s desvios padrao.
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5.2 Anélise de microscopia de luz da morfologia e arranjo celular das cepas SK36,
SK0094 e SK0094+

Analises de microscopia de luz das cepas estudadas em duas fases de
crescimento, metade da fase log (Assonm 0,3) e final da fase log (Assonm 0,7), Ndo revelaram
alteracOes significativas no arranjo celular entre as cepas, quando cultivadas sob aerobiose
(Figura 11) ou 10% de CO: (Figura 12). Entretanto, sob aerobiose, a mutante SK0094 tendeu
a apresentar cadeias um pouco menores do que as da cepa parental SK36 e de SK0094+
(Figura 11A). Estes fenétipos foram ainda observados nas culturas obtidas em 10% de CO»

em ambas as fases de crescimento testadas (Figura 12).
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Figura 11 - Andlise de microscopia de luz das cepas de S. sanguinis SK36, SK0094 e SK0094+. As
cepas foram crescidas sob atmosfera de aerobiose em BHI. Aliquotas de 10 pL das culturas
na Assonm 0,3 (A) e Assonm 0,7 (B), foram fixadas e corados pelo método de Gram para
observagcdo em microscépio éptico, sob aumento de 100x. As imagens foram obtidas com
auxilio de camera fotogréfica digital (XCAM 5.0 MP) integrada ao microscépio optico (Nova
Optical Systems). Cada imagem é representativa de trés culturas independentes.
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Figura 12 - Andlise de microscopia de luz das cepas de S. sanguinis SK36, SK0094 e SK0094+. As
cepas foram crescidas sob atmosfera de 10% CO2 em analisadas na Assonm 0,3 (A) € Assonm
0,7 (B). Aliquotas de 10 pL foram fixadas e coradas pelo método de Gram para observacéo
em microscépio 6ptico, sob aumento de 100x. As imagens foram entédo obtidas com auxilio
de camera fotogréfica digital (XCAM 5.0 MP) integrada a microscépio 6ptico (Nova Optical
Systems). Cada imagem é representativa de trés culturas independentes.

5.3 A inativacdo de ssa_0094 promove maior liberacdo de DNAe em culturas

plancténicas nas fases exponencial e estacionéria de crescimento

~

As cepas de S. sanguinis foram comparadas quanto a producdo de DNA
extracelular (DNAe) em culturas planctonicas das cepas SK36, SK0094 e SK0094+ nas fases
exponencial (Assonm 0,3) € estacionaria (Assonm 0,7). Como mostrado na Figura 13A, foram
detectados aumentos significativos na produgédo de DNAe no mutante SK0094 (P<0.05) na
fase exponencial (Assonm 0,3) comparado a cepa SK36. As concentracdes de DNAe nas cepas
SK36 e SK0094 foram de 328,37 e 519,23 ng/uL, respectivamente. Ja na fase estacionaria
de crescimento (Assonm 0,7), a producdo de DNAe foi 158,12% maior no mutante SK0094,
comparado a cepa parental (P<0.05). Na fase estacionaria (Figura 13B), onde ocorre a maior
liberagdo e producdo de DNAe, a cepa complementada SK0094+ restaurou os niveis de
producdo de DNAe, quando comparado a cepa selvagem SK36 (p>0.05). O mutante SK0094
apresentou (1,58 e 1,96 vezes, respectivamente) mais liberacdo de DNAe nas fases

exponencial e estacionaria de crescimento, quando comparado a cepa SK36.
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Figura 13 - Quantificacdo de DNA extracelular (DNAe) das cepas de S. sanguinis SK36, mutante
SK0094 e da cepa mutante complementada SK0094+ em aerobiose. Anélises de RT-
gPCR foram realizadas em cepas crescidas em BHI nas absorbancias de Assonm 0,3 (A) e
Assonm 0,7 (B). As colunas indicam médias de trés experimentos independentes realizados
em duplicata. As barras indicam o desvio padrdo. Asteriscos indicam diferencas
significativas em comparacéo com a cepa selvagem SK36 (Kruskal Wallis, * p< 0,05).

5.4 A inativacdo do gene ssa_0094 diminui significativamente a formacéo de biofilmes

em S. sanguinis

O mutante isogénico SK0094 e a cepa complementada SK0094+ foram
comparados a cepa parental SK36 quanto a formacao de biofilme in vitro em meio BHI ou BHI
suplementado com saliva humana a 10% (BHIS). Como mostrado na Figura 14A, a biomassa
dos biofilmes formados por SK0094 em BHI sob aerobiose foi 40,93% menor (p<0,05) do que
a de biofilmes formados pela cepa parental SK36. A biomassa dos biofilmes formados pela
cepa complementada SK0094+ em BHI em aerobiose foi semelhante a biomassa formada
pela cepa parental SK36 (p>0,05) (Figura 14A). Em meio BHIS n&o houve diferencas
significativas na biomassa de biofilmes entre as cepas testadas (Figura 14A). Como mostrado
na Figura 14B, sob atmosfera de 10% de CO,, a cepa mutante SK0094 também demonstrou
reducdo na capacidade de formar biofilmes em meio BHI, os quais tiveram biomassa 38,7%
menor que a de biofilmes formados pela cepa parenteral SK36 (p<0,05). Este fenétipo foi
ainda restaurado na cepa complementada SK0094+, a qual formou biofilmes de biomassa
semelhante da cepa parental SK36. Sob esta atmosfera, as diferengas na biomassa de
biofilmes entre o mutante SK0O094 e as cepas SK36 e SK0094+ foram menores (embora
estatisticamente significantes; p<0,05) em meio BHIS comparado ao meio BHI. Portanto, a
inativagéo de ssa_0094 teve efeito significativo na formagé&o de biofilmes in vitro na auséncia
de fatores salivares, possivelmente porque este gene esta envolvido em mecanismos de

formacao de biofilmes independentes da presenca de saliva.
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Figura 14 - Biofilmes de 18h formados em placas de microtitulacéo pelas cepas de S. sanguinis SK36,
mutante SK0094 e mutante complementada SK0094+ em meios de cultura BHI e BHIS (BHI
suplementado com 10% de saliva humana). As placas foram incubadas com as culturas na
presenca de meio de cultivo BHI com 1% de sacarose e condi¢cbes atmosféricas de
aerobiose (A) e 10% CO:2 (B). As colunas representam a média de trés experimentos
independentes. As barras indicam os desvios padrdo. Asteriscos indicam diferenca
estatisticamente significante em relagéo a cepa selvagem SK36 (Kruskal Wallis, * p< 0,05).
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6 DISCUSSAO

O gene ssa_0094 é parte do regulon do SDC VicRK, que controla diretamente
diversos genes envolvidos na formagéo de biofilmes, crescimento e homeostase de parede
celular de peptideoglicano (Moraes et al., 2014). Este trabalho mostrou a primeira
caracterizacao funcional do gene ssa_0094 em Streptococcus sanguinis. Através das analises
do crescimento planctdnico das cepas em estudo sob diferentes condi¢cdes atmosféricas, foi
possivel observar nas condigbes atmosféricas de aerobiose (sob agitacdo), que a mutante
SK0094 apresentou crescimento mais lento quando comparado a cepa SK36, assim como a
cepa complementada SK0094+, que também apresentou menor crescimento, ou seja, esta
nao teve o fendtipo completamente restaurado possivelmente por influéncia dos antibiéticos
utilizados na cultura da cepa complementada SK0094+. As cepas em estudo cresceram
melhor em atmosfera de 10% de CO, em comparacdo com o crescimento em atmosfera de
aerobiose sob agitagdo. No entanto, as cepas mutantes SK0094 e complementada SKO094+
apresentaram crescimento mais lento comparado a cepa SK36, devido a presenca de
antibioticos utilizados para cultura das cepas mutante e complementada. A partir dos ensaios
para avaliar o crescimento bacteriano, foram realizadas laminas para avaliar a morfologia e
arranjo das células bacterianas. Na metade da fase log (Assonm 0,3) € no final da fase log
(Assonm 0,7) do crescimento bacteriano em atmosfera de 10% de CO,, foi possivel observar
através de microscopia de luz que ndo houve alteracdo morfoldgica significativa no arranjo
das células das cepas em estudo. Por outro lado, em atmosfera de aerobiose, a cepa mutante
SK0094 apresentou cadeias menores em relacédo as cadeias das cepas SK36 e SK0094+.

Estes dados sugerem que ssa_0094 seja mais ativa sob condi¢des de crescimento aerébico.

S. sanguinis € um colonizador comensal pioneiro dos dentes (Moraes et al., 2014).
Assim, coloniza os dentes quando h& maior disponibilidade de oxigénio, condi¢cdo propicia
para a producao de DNA extracelular (Kreth et al., 2017), um importante componente da matriz
extracelular de biofilmes de S. sanguinis em formacéo. Com o objetivo de avaliar a formagéo
de biofilme em S. sanguinis, foram realizadas andalises comparativas das biomassas de
biofilmes formados in vitro, as quais mostraram que a formagé&o de biofilme por SK0094 em
meio BHI sob aerobiose foi menor do que a formacéo de biofilmes pela cepa parental SK36,
enquanto que a biomassa de biofilmes formados pela cepa complementada SK0094+ em
meio BHI em aerobiose, apresentou-se semelhante a biomassa formada pela cepa parental.
Sob condic¢des aerdbicas, S. sanguinis produz H,O», o qual pode induzir a liberacdo de DNAe
(Kreth et al., 2009; Cullin et al., 2017). Além disso, a produgéo de H.O, é maior em ambientes
aerdbios na presenca de CO,, assim como a funcdo de hidrolases de mureina parece ser

afetada pela presenca de CO; (Camargo et al., 2018). Reducbes significativas na formacéo
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de biofilmes foram observadas em na cepa mutante SK0O094 em compara¢cdo com a cepa
parental, quando os biofilmes foram formados na presenca de CO,, sendo que as reducdes
de biomassa foram mais claramente verificadas em meio BHI ndo suplementado com saliva
humana. Mas importante as redugdes na formacéao dos biofilmes foram eliminadas quando o
gene ssa_0094 foi re-introduzido na cepa mutante. Sendo assim, estes ensaios revelaram
qgue a inativacdo do gene ssa_0094 afeta significativamente a formacéo de biofilmes por S.

sanguinis.

Para melhor compreender a funcdo de ssa 0094 na formacao de biofilme por
Streptococcus sanguinis, foram feitos estudos da quantificacdo de DNA extracelular das
cepas estudadas durante as fases exponencial (Assonm 0,3) € estacionaria de crescimento
(Assonm 0,7). As andlises de quantificagdo de DNAe mostraram que a cepa mutante SK0094
tem maior crescimento na fase exponencial quando comparada a SK36, enquanto que na fase
estacionaria de crescimento a producdo de DNAe pela cepa mutante SK0094 foi 158,12%
maior que a producdo de DNAe pela cepa parental SK36. Na fase estacionaria, onde
esperamos que ocorra a maior produgdo de DNAe, houve a restauracdo dos niveis de

producdo de DNAe pela cepa complementada SKO094+ comparada a cepa parental SK36.

O gene ssa 0094 codifica uma proteina hipotética com fungcdo ainda
desconhecida, contendo um dominio LysM, tipico de proteinas que interagem e/ou clivam o
peptideoglicano, sendo que a liberacdo de DNA extracelular pode ser uma das muitas
consequéncias das func¢des da hidrolase de mureina, enzima que atua na hidrélise da parede
celular bacteriana (Cullin et al., 2017). Esperavamos que a inativacdo do gene ssa_0094
promovesse a diminuicdo da producdo de DNAe, o que explicaria a reducdo na formacéao de
biofilmes por 18h. No entanto os resultados obtidos mostram aumentos significativos na
liberacdo de DNAe pela cepa mutante SK0094, sugerindo que a inativacao de ssa_0094 afeta
a homeostase da parede celular de S. sanguinis, possibilitando a perda de DNA para o0 meio
externo. Além disso, estudos em S. sanguinis (Moraes et al., 2014) demonstram que o eDNA
desempenha papel mais relevante nos estagios iniciais de formacg&o de biofilmes, enquanto
que outros exopolimeros de acucar (glucanos ou outros polissacarideos) ou protéicos (fibras
amildides) possivelmente sejam componentes estruturais dominantes em biofilmes maduros.
Assim, como nossas andlises de formacao de biofilmes foram realizadas por periodos mais
longos de incubagéo (18h), é possivel que estes ensaios ndo tenham permitido a deteccao do
efeito da producdo de DNA na mutante SK0094 nos processos iniciais de formacdo de
biofilmes. Estudos futuros dos estagios iniciais de formag¢do de biofilmes com as cepas

incluidas neste estudo poderao elucidar este ponto.
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3 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo indicam que:

1. A inativagcéo do gene ssa_0094 promove maior producdo de DNA extracelular

em S. sanguinis.

2. A inativacdo do gene ssa_0094 diminuiu a formacéo de biofilmes in vitro,
principalmente na presenga de CO: e auséncia de fatores salivares.
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