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RESUMO

Streptococcus sanguinis € uma espécie comensal abundante na microbiota bucal capaz de
iniciar a colonizacdo dos dentes, mas frequentemente associada a infec¢des cardiovasculares
oportunistas. Esta espécie utiliza o sistema de dois componentes (SDC) VicRK para regular
genes envolvidos na producdo de perdxido de hidrogénio, homeostase da parede celular e
formacdo de biofilmes. Um dos genes alvo de VicRK ainda com funcdo desconhecida,
ssa_0094, é fortemente induzido por este SDC na cepa SK36. O objetivo deste estudo foi
investigar a contribuicdo de ssa_0094 para a biogénese da parede celular, formacéo de biofilme
e outros fendtipos associados a persisténcia de S. sanguinis em sitios bucais e extra-bucais. Para
iSso, uma cepa mutante isogénica de ssa_0094, foi obtida a partir da cepa S. sanguinis SK36
(SK0094), as cepas foram analisadas quanto ao padrdo de crescimento plancténico e em
biofilmes, a morfologia da parede celular, hidrofobicidade de superficie e perfil de autdlise,
agregacéo celular mediada por sacarose, produgédo de H>O e de eDNA, assim como quanto a
persisténcia ex vivo em sangue humano. Os dados obtidos sugerem que, nas condi¢cbes
experimentais utilizadas, ssa_0094 tem modesta influéncia na formacdo de biofilmes e na
estrutura da parede celular, embora possa contribuir para 0 aumento na producdo de eDNA de
forma independente da producdo de H2O. Por outro lado, ssa_0094 parece influenciar a
hidrofobicidade sob forga i6nica compativel com o plasma, além de ser requerido para a
persisténcia em sangue humano. Estes resultados sugerem que ssa_0094 pode ser importante
para a sobrevivéncia de S. sanguinis em sitios extra-orais, ressaltando a necessidade de estudos
mais detalhados sobre o papel deste gene na persisténcia desta espécie no sistema

cardiovascular.

Palavras-chave: Streptococcus sanguinis, parede celular, dominio LysM, hidrofobicidade,
biofilme, saliva, DNA extracelular (eDNA), exopolisacarideos, piruvato oxidase,

glucosiltransferase, viruléncia.



ABSTRACT

Streptococcus sanguinis is an abundant commensal species in the human oral microbiota
capable of initiating the colonization of teeth, but frequently associated with opportunistic
infections of the cardiovascular system. This species relies on the two-component system (TCS)
VicRK to regulate genes involved in hydrogen peroxide production, cell wall homeostasis and
biofilm formation. One of the VicRK target genes with still unknown function, ssa_0094, is
strongly induced by this SDC in the SK36 strain. The aim of this study was to investigate the
contribution of ssa_0094 to cell wall morphology, biofilm formation and other phenotypes
associated with S. sanguinis persistence in oral and extra-oral site. To this end, an isogenic
mutant of ssa_0094 was obtained from SK36 (SK0094) and subjected to phenotypic screening
in comparisons with SK36 under different culture conditions. Profiles of planktonic and biofilm
growth, cell wall morphology, surface hydrophobicity and autolysis, sucrose-mediated cell
aggregation, production of H.O> and eDNA as well as ex vivo persistence in human blood were
assessed. A mutant complemented with an episomal copy of ssa_0094 was used as a control.
The data obtained suggest that, under the experimental conditions used, ssa_0094 has a modest
influence on biofilm formation and cell wall structure, although it may contribute to increased
eDNA production independently of H.O> production. On the other hand, ssa_0094 appears to
influence on the surface hydrophobicity under plasma-compatible ionic strengths and are
required for S. sanguinis persistence in human blood. These results suggest that ssa_0094 may
be important for the survival of S. sanguinis in extra-oral sites, highlighting the need for
additional studies to explore the roles of this gene in S. sanguinis persistence in the

cardiovascular system.



Keywords: Streptococcus sanguinis, cell wall, LysM domain, hydrophobicity, biofilm, saliva,
extracellular DNA (eDNA), exopolysaccharides, pyruvate oxidase, glucosyltransferase,

virulence.
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1. INTRODUCAO

A despeito da grande importancia de S. sanguinis para a ecologia dos biofilmes dentarios e
como patdgeno oportunista de infecgdes cardiovasculares, os mecanismos moleculares de formacao
de biofilmes e de viruléncia sistémica utilizados por esta espécie ainda precisam ser melhor
compreendidos (Zhu et al., 2018; Nobbs & Kreth, 2019). E possivel que cepas de S. sanguinis
respondam diferentemente a estimulos dos sitios bucais e extra-orais expressando padrdes génicos
distintos que modulam seu comportamento como microrganismo comensal ou patogénico, o que
explicaria a alta diversidade de fendtipos de formacao de biofilmes e de viruléncia sistémica,
observados nesta espécie (Baker et al., 2018; Alves et al., 2022). Um dos recursos mais utilizados por
bactérias para ajustes dos seus transcriptomas em resposta a diferentes estimulos ambientais consiste
nos sistemas de transducao de sinal de dois componentes (SDC), os quais sdo formados basicamente
por uma proteina sensora de membrana e um fator de transcricdo cognato (regulador de resposta)
intracitoplasmatico. A proteina sensora ativada por sinais ambientais especificos ativa o RR cognato,
o qual pode entdo reprimir ou ativar a expressdo dos genes alvo requeridos para uma resposta

fisiologica adequada.

Cepas S. sanguinis apresentam no seu genoma um total de cerca 14 SDC. Estes incluem um
SDC altamente conservado entre bactérias Gram-positivas, conhecido como sistema VicRK (Vic de
virulence control). Em estudos prévios do nosso grupo sobre o papel de VicRK na biologia de S.
sanguinis, verificamos que VicRK regula fung¢des chave para a colonizagdo competitiva de S.
sanguinis, incluindo-se genes para a conversao de O em H>O,, para a inibicao de S. mutans e P.
gingivalis e liberacdo de eDNA durante as fases iniciais de formagao de biofilmes, e para a ligagdo a
exopolissacarideos sintetizados a partir da sacarose (incluindo-se spxB e gbpB). Curiosamente um
gene anotado no genoma da cepa S. sanguinis SK36 como ssa 0094 foi detectado como fortemente

regulado por VicRK e demonstrou transcri¢do aumentada durante o crescimento de S. sanguinis em
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biofilmes, quando comparado ao crescimento plactonico (Moraes et al., 2014). Estes dados
despertaram nosso interesse na caracterizagdo funcional deste gene e investigagao da contribui¢do do

mesmo para fen6tipos de viruléncia.

Nossas analises in silico de ssa_ 0094 revelaram que este gene codifica uma proteina altamente
conservada (SSA _0094) entre cepas S. sanguinis a qual contém um dominio LysM comumente
encontrado em proteinas com fung¢des diversas que se ligam ndo covalentemente ao peptideoglicano
e também a componentes glicidicos de glicoproteinas do soro e matriz extracelular humanas (Buist
et al.,2008; Visweswaran et al., 2014; Hirschhausen et al., 2012). Outra caracteristica interessante de
SSA 0094 ¢ que proteinas com alta homologia sdo de detectadas apenas em S. gordonii, enquanto
cepas das espécies S. cristatus e S. mutans ndo apresentam ortdlogos. Portanto, neste estudo
procuramos investigar as func¢des especificas desse gene, na formagdo de biofilme, biogénese da

parede celular e na viruléncia sistémica de S. sanguinis.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Streptococcus sanguinis como membro comensal abundante do microbioma bucal

O Projeto do Microbioma Humano (PMH) revelou que o microbioma oral é a segunda maior
microbiota do corpo humano, depois do microbioma gastrointestinal (PMC, 2012), sendo composto
por aproximadamente 774 espécies (HOMD; https://www.homd.org/). O microbioma humano co-
evoluiu e co-existe em uma relagdo de harmonia com nosso organismo, apresentando diversas fungdes
benéficas para a manutengdo da saude, entre elas, suporte nas fungdes de defesa do hospedeiro e
resisténcia a colonizacdo de patdgenos (Kilian et al., 2016; Verma et al., 2018). O género
Streptococcus, pertencente ao filo Firmicutes, esta presente em grande abundancia na cavidade oral
(Nobss & Kreth.,2019). A classificagdao taxondmica das espécies de estreptococos do microbioma
humano ¢ complexa e sujeita a continuas revisoes. Atualmente, os estreptococos identificados em
humanos estdo classificados em oito grupos taxondmicos (grupos Anginosus, Bovis, Downeii, Mitis,
Mutans, Salivarius, Pyogenic e Sanguinis), além de um grupo ainda indefinido contendo espécies
patogénicas (Baty et al., 2022). O grupo Sanguinis inclui trés espécies, Streptococcus sanguinis,
Streptococcus gordonii e Streptococcus cristatus). A espécie S. sanguinis ¢ frequentemente
relacionada a manuten¢ao da saude bucal, sendo pioneira na colonizagdo dos dentes. A aquisi¢ao de
S. sanguinis ocorre nos primeiros meses de vida, especialmente a partir da erup¢do dos primeiros
dentes deciduos por volta dos 6 a 8 meses de idade (Carlsson et al., 1970; Caufield et al., 2001), sendo
que esta espécie continua abundante em diferentes sitios bucais, em especial os dentes, durante toda

a vida adulta.

Como membro pioneiro dos dentes, S. sanguinis modula a colonizagdo dos dentes

influenciando na colonizagdo de espécies sucessoras, através de producdo de substancias inibitdrias
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que controlam redu¢des do pH local e/ou inibem espécies patogénicas, induzindo a liberagdo de
eDNA e consumindo o oxigénio, o qual ¢ mais abundante nas fases iniciais de colonizagao (Kreth et
al., 2017; Zhu et al., 2019). Devido sua capacidade de competir e inibir a colonizagdo por espécies
patogénicas como S. mutans (patdégeno da cérie dentéaria) e Porphyromonas gingivalis (patégeno da
doenga periodontal), S. sanguinis ¢ comumente referida como uma espécie bucal benéfica. Entretanto,
S. sanguinis também esta frequentemente associada a endocardite infecciosa (EI) (Nobbs & Kreth,
2019), sendo sua nomenclatura original, Streptococcus sanguis (posteriormente adequada
gramaticalmente para “sanguinis”) derivada de seu sitio de isolamento original, a corrente sanguinea

de pacientes com EI; do Latim “sanguis” significa “sangue” (White & Niven, 1946).

2.1. Mecanismos de formacao de biofilmes por S. sanguinis

Como membro pioneiro das superficies dentarias e membro constituinte abundante em biofilmes
maduros, S. sanguinis possivelmente aplica diferentes mecanismos para iniciar a colonizagdo dos
dentes, interagir com espécies microbianas sucessoras e persistir em biofilmes maduros mais
complexos, durante os repetidos ciclos de formacéo, desorganizacao e reformacéo dos biofilmes. Os
estagio iniciais de colonizacdo dentaria ocorrem sob maior tensdo de oxigénio e sdo fortemente
dependentes de interacOes especificas de componentes de superficie de S. sanguinis com
componentes da pelicula adquirida do esmalte, a qual € formada por componentes salivares e teciduais
do hospedeiro, além de componentes de origem microbiana. Componentes abundantes da pelicula
adquirida incluem pelo menos cerca de 50 proteinas presentes em todos os estagios de formacédo da
pelicula. Entre os componentes principais encontramos a histatina 1, estaterina, PRP1, amilase,
MUCS5B, lisozima e a lactoperoxidase, que demonstraram um aumento significativo conforme a

maturacdo da pelicula adquirida do esmalte in vivo (Lee et al., 3013). Para interagir com a pelicula
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adquirida, S. sanguinis utiliza fimbrias e adesinas para se aderir as superficies dos dentes e iniciar a

formagéo dos biofilmes. (Zhu et al., 2018).

Para enfrentar o estresse oxidativo gerado pela maior tensdo de O> das superficies dentérias ainda
em colonizagdo, S. sanguinis também expressa a enzima piruvato oxidase (SpxB, codificada por
spxB). Esta enzima converte piruvato, fostafo inorganico e O, em acetil-fosfato, H,O2 e CO2 (Kreth
et al., 2017). O H20; inibe o crescimento de espécies ndo produtoras de SpxB, como S. mutans e P.
gingivalis (Kreth et al., 2005; Herrero et al., 2016). Outras espécies comensais de estreptococos sdo

capazes também de expressar SpxB (Zhu et al., 2014). A producdo de H.O, ainda promove a morte

celular programada de uma pequena porcentagem da populacdo microbiana (estimada em cerca
de 10%) e consequente, a liberacdo de eDNA, um polimero importante para as fases iniciais de
formacéo de biofilme, como verificado in vitro em biofilmes formados por apenas 4h (Moraes et al.,

2014).

Os mecanismos envolvidos nas fases posteriores de formacao de biofilmes sdo dificeis de avaliar,
uma vez que nestas fases, S. sanguinis interage com diversos espécies microbianas e o perfil destas
interagcBes modula a intensidade de formagéo e a estrutura de biofilmes. Diferente de S. mutans,
espeécie produtora de glucanos altamente insolUveis derivados da sacarose (Bowen et al.,2011) a partir
da expressdo de um conjunto de trés enzimas glucosiltransferas (GtfB, GtfC e GtfD), S. sanguinis
expressa apenas uma glucosiltransferase (GtfP), cujo produto sdo glucanos muito menos estaveis, a
despeito da identificagdo de uma propor¢ao de ligagdes do tipo a-1,3 predominante em glucanos mais
insoluveis (Kopec et al., 2001). A espécie S. sanguinis também expressa pelo menos uma proteina
ligadora de glucano altamente conservada entre estreptococos (GbpB), a qual possivelmente medeia
a interacdo de S. sanguinis como glucanos insoltveis derivados de outras espécies, como ocorre com

outros estreptococos comensais (Harth-Chu et al., 2019). Nestas fases entretanto, S. sanguinis pode
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contribuir para o controle da populacdo de microrganismos mais acidogénicos e aciddricos, através
de suas atividades metabdlicas. Por exemplo, S. sanguinis produz alcalis a partir do metabolismo da
uréia e da arginina, através da expressdo de sistema arginina deiminase. Assim, através de expressao
deste sistema, S. sanguinis limita a acidogenicidade do biofilme em maturacdo, o que confere
possivelmente maior competitividade frente a espécies adaptadas a pHs mais baixos, como por
exemplo S. mutans (Zhu et al., 2018).

Além da producdo de eDNA e de glucanos a partir da sacarose, S. sanguinis também produz
fibras amil6ides, outro tipo de exopolimero importante para a maturacdo de biofilmes (Franco et al.,
2023). Nao se sabe quais proteinas expressas por S. sanguinis estdo envolvidas diretamente na
polimerizagdo e maturacgdo de fibras amildides, mas ha evidéncias de que estas estdo entre um grupo
de cerca de trinta e trés proteinas ancoradas covalentemente a parede celular pela enzima sortase A
(Turner et al., 2003; Franco et al., 2023). Estas proteinas se caracterizam pela presenca de um motivo
C-terminal alvo da sortase A (LPXTG) e sdo particularmente abundantes na espécie S. sanguinis (Xu
etal., 2007; Turner et al., 2009). Diferente de S. sanguinis por exemplo, a espécie S. mutans expressa
apenas seis genes que codificam proteinas com o motivo LPXTG (Franco et al., 2023). Assim, uma
outra caracteristica particular de S. sanguinis é a presenca no seu genoma de um numero excepcional
de proteinas de parede celular. Além de proteinas com motivo LPxXTG, o0 genoma de S. sanguinis
alberga genes que codificam sessenta lipoproteinas (Xu et al., 2007). Desta forma, os niumeros de
proteinas de superficie de S. sanguinis excedem drasticamente do nimero de proteinas expressar por
outras espécies comensais e patogénicas de estreptococos, como S. mutans e S. pneumoniae (Xu et
al., 2007). Este vasto arsenal de proteinas de superficie provavelmente contribua para a capacidade
de S. sanguinis interagir com componentes salivares, além de favorecer sua interagdo com diversos

microrganismos dos biofilmes dentarios e com tecidos de sitios extra-orais (Alves et al., 2022).
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2.2 Envolvimento de S. sanguinis em infecgdes cardiovasculares oportunistas

O estudo cléssico de White & Niven (1946) reportando pela primeira vez o isolamento de S.
sanguinis da corrente sanguinea de pacientes com endocardite infecciosa (El) foi posteriormente
reforcado por diversos estudos subsequentes associando esta espécie a casos de El em individuos
susceptiveis (von Reyn et al., 1981; Douglas et al., 1993; DiFilippo et al., 2005). Em casos raros, S.
sanguinis pode causar |E severa em pacientes jovens saudaveis submetidos a tratamento ortodontico
(Rahman et al., 2023). O DNA genémico de S. sanguinis tem sido detectado em espécimes de
valvulas cardiacas infectadas, assim como em placas ateromatosas, com frequéncia
significativamente maior do que a de outras espécies de estreptococos bucais, com excecdo de S.
mutans e das espécies periodontopatogénicas Treponema denticola e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Nakano et al., 2006; Nakano et al., 2009; Yoshiba et al., 2023), sugerindo
uma capacidade particular de S. sanguinis de persistir na corrente sanguinea, colonizar e infectar
tecidos cardiovasculares. O rastreamento de fatores de viruléncia envolvidos nestes processos €,

portanto, necessario.

Estudos do nosso grupo de pesquisa indicam que S. sanguinis tem menor susceptibilidade a
ligacdo de IgG sérico e a ativacdo do sistema complemento, quando comparada a outras espécies de
estreptococos bucais (Alves et al., 2019). Entretanto, ha ainda pouca informagdo sobre fatores de
escape desta espécie a fatores imunoldgicos. Recentemente, verificamos que S. sanguinis expressa
proteases de proteinas do complemento para escapar a deposi¢do de C3b, principal opsonina do
complemento, assim como para a invasao de células endoteliais primarias de artéria coronaria humana
e viruléncia in vivo (Alves et al., 2023). Fun¢des metabdlicas envolvidas no metabolismo de purinas
e transporte de metais também parecem requeridos para a adaptacao as condic¢des nutricionais do soro
na auséncia de fatores imunologicos termicamente labeis, como o sistema complemento (Zhu et al.,

2021). Compativel com nossos ensaios de viabilidade ex vivo em sangue, verificamos que S. sanguinis
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apresenta boa capacidade de se adaptar e crescer em sangue humano ap6s cerca de 4 a 42h de
incubacdo (Alves et al., 2023; Franco et al., 2023). Outros fatores relacionados a capacidade de causar
infeccOes cardiovasculares incluem SSA 1099, uma megaproteina com dominio RTX tipicamente
encontrado em adesinas capazes de se ligar a multiplos ligantes, assim como a hidrolase de
peptideoglicano Mur2 (Martini et al., 2020). A expressdao do homdlogo da proteina ligadora de
glucano GbpB, assim como de outras proteinas de biogénese de parede celular (MurN) também foram
associadas a capacidade de S. sanguinis promover agregacdo plaquetéria, indicando potencial
contribuicdo para infecgdes cardiovasculares (Martini et al., 2020). Desta forma, proteinas de
biogénese da parede celular potencialmente participam da viruléncia sistémica de S. sanguinis,
incluindo-se aquelas reguladas pelo sistema de dois componentes VicRK, sistema regulador abordado

nos topicos 2.3 e 2.4, a seguir.

2.3 Diversidade na expressado de func@es de viruléncia sistémica entre cepas de S. sanguinis.

A cepa SK36 de S. sanguinis foi uma das primeiras cepas de estreptococos bucais com genoma
sequenciado (Xu et al., 2007). A estrutura gendmica de SK36 revela outras particularidades desta
espeécie. Entre estas, o tamanho de cromossomo de 2.388.435 pb (cerca de 177 a 590kb maior do que
de genomas de outros 21 estreptococos de outras espécies) e seu alto contetdo de CG (43.4%),
claramente superior ao conteudo de CG de outros estreptocococos, 0s quais variam de 35,6 a 39,7%)
(Xu et al., 2007). O numero de cepas S. sanguinis sob sequenciamente gendmico aumentou
significativamente de 2016 (total de 24 novas cepas em sequenciamento) (Kreth et al., 2016) para o
ano corrente. Atualmente 0 GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/#!/prokaryotes/1345) contém sequéncias parciais ou

totais de 69 cepas das espécie S. sanguinis isoladas de humanos e de uma cepa isolada de boca de um
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cdo. Entre as cepas de humanos, quarenta e duas foram isoladas da cavidade bucal, cinco da garganta,
uma do trato respiratorio superior, onze do sangue e uma de tecido cardiaco. O sitio de isolamento de
outras doze cepas em sequenciamento néo foi definido no GenBank, embora estas incluam sete cepas
isoladas de pacientes com El. Apenas oito cepas (incluindo-se SK36) apresentam, entretanto o
genoma completamente anotado e montado depositado no GenBank. Portanto, comparagoes
gendmicas entre cepas podem ser limitadas pela incompletude de algumas sequéncias. Estudos
comparativos revelam entretanto, que genes para a formacdo de biofilmes (gtfP e de potenciais
proteinas ligadoras de glucano, sspC/D) sdo altamente conservados entre cepas, assim como genes
que codificam pili (pilF/G/T e pilA/B/C) e genes que contribuem para viruléncia sistémica (Kreth et
al., 2016; Martini et al., 2021). Os genes gtfP e sspC/D sdo diretamente regulados pelo sistema
VicRK, um SDC altamente conservado entre bactérias Gam-positivas, o qual é essencial para a
viabilidade célular de S. sanguinis, assim como para outras espécies de estreptococos (Moraes et al.,
2014; Mattos-Graner & Duncan, 2017). O sistema VicRK regula outro gene essencial para a
colonizacdo dos dentes por S. sanguinis (spxB) (Moraes et al., 2014). Curiosamente este sistema
regula fortemente um gene com funcéo desconhecida anotado anteriormente com ssa_0094 (Moraes

et al., 2014), designacao usada no presente estudo.

Comparacdes gendmicas entre cepas S. sanguinis tem detectado algumas diferencas quanto a
presenca de ilhas gendmicas e profagos (Zheng et al., 2016). Entretanto, ndo foram detectadas
diferengas gendmicas ou genes especificamente presentes em cepas isoladas de sangue ou envolvidas
em infeccgdes cardiovasculares (Kreth et al., 2017; Zheng et al., 2016). Por outro lado, comparagdes
fenotipicas entre cepas com genoma disponivel no Genbank, indicam diferengcas marcantes em
fendtipos de formacdo de biofilmes na presenca de sacarose e/ou saliva humana, na agregagao
mediada por glucanos, na susceptibilidade a ativacdo do sistema complemento e opsonofagocitose

por neutrofilos de sangue periférico e invasdo de células endoteliais primérias de artéria coronaria
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(Alves et al., 2022). Estas diferencas poderiam refletir variacdes nos perfis de expressao génica entre
cepas, como demonstrado em estudos comparando cepas de S. mutans isoladas de cavidade bucal e
de infeccOes cardiovasculares (Alves et al., 2016; Alves et al., 2020). Diferengas nas atividades
transcricionais e polimorfismos génicos de reguladores de resposta de SDC que controlam a
transcricdo de genes de viruléncia, como CovR e VicRK, tem sido constantemente associadas a
diferencas significativas nas atividades transcricionais de genes alvo importantes para a persisténcia
nos tecidos do hospedeiro, escape a fatores imunolégicos e resisténcia a antibiéticos (Alves et al.,
2016; Oliveira et al., 2021). Basicamente, os SDCs sdo formados por uma proteina sensora de
membrana (uma histidina quinase que comumente pode atuar como fosfatase; HK) em por uma
proteina intracelular cognata que funciona como fator de transcricdo quando fosforilado ou
defosforilado (designado regulador de resposta, RR). A proteina sensora HK sofre auto-fosfoliacdo
ao ser ativada por um estimulo fisico/quimico ambiental, transferindo os grupos fosfatos ao RR
cognato que ao ser fosforilado, muda de conformacdo e se dimeriza para ligar-se as sequéncias
reguladoras dos genes alvo, 0s quais tem sua transcri¢cdo ativada ou reprimida (Mattos-Graner &
Duncan, 2017). Polimorfismos dos genes de vicK afetando dominios funcionais de VicK foram
detectados em cepas S. mutans associadas a maior cariogenicidade (Zhuang et al., 2018) e a infec¢des
sistémicas (Oliveira et al., 2021), o que reforca o papel de genes alvo de VicRK na viruléncia de

estreptococos.

2.4 Analises genéticas de ssa_0094 de S. sanguinis
Através de estudos anteriores, identificamos o gene ssa_0094 como regulado direta e
fortemente pelo SDC VicRK (Moraes et al., 2014). Embora anotado originalmente no GenBank com
0 codigo ssa_0094, este gene de 1.088 pb (localizado na posi¢éo de 95.485 a 96.582 no cromossomo

de SKB36) atualmente apresenta 0 numero de acesso SSA RS00550 no GenBank
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC 009009.1%report=graph). Em nossas analises in silico,

verificamos que este gene codifica a proteina que designamos SSA_0094 de 365 amino acidos, a qual
é conservada entre todas as cepas S. sanguinis com genoma disponivel no GenBank (dados nédo
mostrados). Andlises dos dominios funcionais de SSA_0094 utilizando a ferramenta SMART (Simple
Modular Architecture Research Tool, http:// smart. embl211heidelberg. de/) (Letunic et al, 2018;
Letunic et al., 202) revelaram que esta apresenta um peptideo sinal de 25 aa, indicando que seja uma
proteina de superficie e/ou secretada. SSA_0094 apresenta ainda um dominio LysM (na posi¢do dos

aa 52 a 96), o qual é comum em diversas proteinas que se ligam ao peptideoglicano e a glicoproteinas.

O dominio LysM foi originalmente identificado na lisozima do bacteriéfago $29 de Bacillus
subtilis e esta presente em um grande nimero de proteinas de virus, procariotos e eucariotos. Em
bactérias, 0 dominio LysM é comum em hidrolases de peptideoglicano e/ou proteinas que se ligam
ndo covalentemente ao peptideoglicano com diversas funcbes biologicas (Buist et al., 2008;
Visweswaran et al., 2014), por ligar-se especificamente a regides de N-acetilglicosamina. Ha
evidéncias também de que LysM se liga com alta afinidade a por¢des de agucares das glicoproteinas
de matriz extracelular, como a fibronectina, vitronectina e fibrinogénio, como reportado para o

dominio LysM da adesina/autolisina Aaa de Staphylococcus aureus (Hirschhausen et al., 2012).

Em estudos prévios do nosso grupo, obtivemos uma cepa mutante isogénica de ssa_0094 a partir
da cepa SK36 (Camargo, 2021). Esta cepa foi posteriormente complementada com cépia episomal de
ssa_0094 clonada no plasmideo pDL278, o qual foi capaz de restaurar a expressao de ssa_0094
(dados de andlise de RT-gPCR néo publicados). Estudos paralelos do nosso grupo encontram-se em
andamento para investigar o efeito na delecdo de ssa_0094 na ligacdo de S. sanguinis a diversas
glicoproteinas humanas de matriz extracelular. Interessantemente, nossas analises de BLASTp,
revelaram que SSA 0094 é uma proteina pouco conservada entre diferentes espécies de estreptococos

bucais. Ortdlogos de SSA 0094 nédo estdo presentes no genoma de cepas de S. mutans ou de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_009009.1?report=graph
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Streptococcus cristatus. Por outro lado, uma proteina com alta similaridade a SSA_0094 (63,5% de
identidade) foi detectada em Streptococcus gordonii. Identificamos ainda outras proteinas com menor
grau de similaridade a SSA_0094 em estreptococos da cavidade bucal e orofaringe, incluindo-se as
espécies comensais Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus parasanguinis,
Streptococcus salivarius (com identidades de 44,2 a 46,6%; 100 a 99% de sequéncias de amino acidos
alinhadas) e espécies patogénicas Streptococcus pneumoniae (99% de alinhamento; 49,9% de
identidade), Streptococcus pyogenes (99% de alinhamento; 45,5% de identidade). Assim, a proteina
SSA_0094 esta restrita as espécies S. sanguinis e S. gordonii, 0 que desperta o interesse na utilizagdo

de mesma como alvo terapéutico especifico.
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3. Proposicao

O objetivo geral deste estudo foi investigar a contribuicdo do gene ssa_0094 de Streptococcus

sanguinis para a formacdo de biofilme, biogénese da parede celular e para fenotipos associados a

viruléncia sistémica desta espécie.

3.1. Objetivos especificos

Os objetivos especificos envolveram o rastreamento das alteracdes fenotipicas promovidas

pela inativacdo do gene ssa_0094 na cepa referéncia SK36, gerando a mutante isogénica SK0094.

A cepa mutante foi comparada com cepa parental e com a cepa mutante complementada com copia

epissomal de ssa_0094 (designada SK0094+), através de:

3.11

3.12

3.1.3

314

3.15

3.1.6

3.1.7

3.18

3.1.9

Analises da biomassa de biofilmes formados por quatro horas em placas de poliestireno.
Analises da morfologia celular durante estagios iniciais de formacéo de biofilmes sobre
superficies de vidro recobertas com saliva humana, através de microscopia eletrénica de
varredura (MEV).

Analise da agregacdo bacteriana na presenca de polissacarideos produzidos a partir da
sacarose.

Anaélise da cinética de producdo de eDNA através de ensaios de PCR quantitativo (QPCR)
com primers especificos para o gene 16SrRNA.

Analise da cinética de producéo de H202, através de ensaios colorimétricos.

Anadlise das atividades autoliticas induzidas por alta temperatura.

Analise da hidrofobicidade de superficie medida pela aderéncia a hidrocarbonetos.
Analise da morfologia da parede celular por microscopia eletrénica de transmissao
(MET).

Analise da persisténcia em sangue humano, através de ensaios de viabilidade ex vivo em

sangue humano.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cepas estudadas, plasmideos e condic¢des de crescimento.

A tabela 1 inclui todas as cepas incluidas neste estudo. A cepa de S. sanguinis SK36 foi
obtida da American Type Culture Colletion (ATCC), cujo genoma foi estudado e divulgado (Xu et
al., 2007). Esta cepa foi utilizada para a construcdo do mutante isogénico SK0094. O plasmideo auto-
replicativo pDL278 (o qual contém o gene de resisténcia a espectinomicina) foi utilizado na clonagem
de ssa_0094, gerando pDL278::ssa_0094. Este ultimo foi entdo transformado em SK0094 para gerar
a cepa complementada SK0094+. As outras cepas de S. sanguinis incluidas no estudo foram cedidas
pelo Prof. Dr. Mogens Kilian da Universidade de Aarhus, Dinamarca. A cepa Streptococcus mutans
UA159 foi também utilizada como referéncia em diversos ensaios.

Para todos os experimentos, as cepas foram inoculadas pelo método de estriamento a
partir de estoques congelados (a -20°C) em placas de Petri contendo BHI agar, BHE (BHI agar com
eritromicina a 10 pg/ml) ou BHS (BHI agar com espectinomicina a 200 pg/ml) e incubadas por 24-
30 h a 37°C sob atmosfera de 10% CO-, respectivamente. A seguir, um total de 5 coldnias destas
culturas foram transferidos para tubos de ensaio com 5 ml de meio BHI, BHE ou BHS, os quais foram
incubados nas mesmas condi¢bes durante 18h. Estas culturas tiveram as absorbancias (Assonm)
determinadas em espectrofotbmetro e aliquotas equivalentes aos mesmo numero de células
inoculadas em meios de cultura BHI acrescidos ou ndo de 10% de saliva humana estéril (BHIS) e 1%
de sacarose, para as diferentes analises de agregacéo bacteriana, formacéo de biofilmes iniciais, ou
em BHI para analises da cinética de producdo de eDNA ou H203, sobrevivéncia ex vivo em sangue
humano, hidrofobicidade, analises morfoldgicas ou de autdlise. As culturas foram incubadas sob

atmosfera de 10% de CO ou em aerobiose (sob agitacao).
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Tabela 1. Cepas estudadas.

Cepa Sitio de isolamento Fonte e/ou referéncia

Streptococcus sanguinis

SK36 Biofilme dental ATCC; Xu et al., 2007
SK0094 ssa_0094::Erm' Camargo, 2021
SK0094+ ssa_0094::Erm";pDL278::0094;Espec Camargo, 2021
Streptococcus mutans

UA159 Isolada de crianga com lesdes ATCC; Ajdic et al.,2002

de caries ativas.

4.2 Analises de microscopia eletrénica de transmissdao (MET).

As morfologias celulares das cepas estudadas foram analisadas através de MET. Para isto, as
células foram crescidas a partir de estoques congelados e cultivadas em tubos com 5 ml de caldo BHI,
BHE ou BHS por um periodo de 18h. Apds isso, as culturas foram centrifugadas a (6.500 rpm x 5
min a 4°C), para coleta das células em microtubos, as quais foram imediatamente adicionadas de
fixador de Karnovsky para fixacdo durante 24 h a 4°C. As amostras foram entdo incubadas com
tetroxido de 6smio a 1% por cerca de 2 h. A seguir, as amostras foram lavadas por trés vezes (5 min.
por lavagem) com tampdo fosfato de Sorensen (0,1 M, pH 7,2-7,4). As amostras foram entéo
desidratadas com concentragcOes crescentes de acetona (30,50, 70, 90 e 100%; 5 min. cada) e
infiltradas com resina Dr. Spurr. Apds inclusao final em resina pura (a 60-70°C por 48 h), as amostras
foram cortadas em ultra micrétomo, contrastadas com chumbo e uranila, e analisadas em microscopio

de transmissdo JEM 1400 JEOL disponivel no CMI — FOP/UNICAMP.
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4.3 Agregacdo bacteriana mediada por polissacarideos extracelulares (PEC) produzidos a
partir da sacarose.

As analises de agregacdo bacteriana mediada por PEC foram realizadas como descrito em
estudos anteriores (Alves et al., 2016; Hart-Cha et al., 2019; Alves et al., 2022). Para isto, as cepas
foram crescidas a partir de indculos de um mesmo nimero de bactérias em tubos de ensaio contendo
5 mL de meio BHI, BHE ou BHS, suplementados com 1% de sacarose e incubadas a 37°C por 18h,
sob atmosfera de 10% CO.. A seguir, a agregacdo bacteriana mediada por PECs foi analisada
visualmente para definicdo semi-quantitativa das intensidades de agregacéo. Os tubos foram ent&o
fotografados em um local escuro, sob fundo preto e luz branca para documentacdo. Como controles,
foram utilizadas culturas em BHI ndo suplementado com sacarose, assim como culturas da cepa

UA159, a qual apresenta clara agregacédo na presenca de sacarose.

4.4 Andlise da cinética de producéo de eDNA.

A analise da producdo de eDNA foi realizada através de analise de qPCR com primer para o gene
16S RNAr conforme estudos anteriores (Moraes et al., 2014; Alves et al., 2022) em amostras
coletadas em diferentes tempos de crescimento plancténico. Para isto, volumes de 1 mL de culturas
crescidas aerobicamente foram coletadas em diferentes momentos (2, 4, 6, 8, 10, 24 e 42 h de
incubacdo) e centrifugadas (16.000 x g, 4°C, 10 min) para obteng&o dos sobrenadantes, os quais foram
filtrados através de filtros com poros de 0,22 um de diametro (Millex®-FG), para a remogéo de
celulas. Para as reagdes de gPCR, misturaram-se volumes de 1 uL dos sobrenadantes filtrados com
3,4 pL de agua miliQ, 5 pL de mistura principal de PCR SYBR green Power (Life Technologies,
EUA) ¢ 0,3 puL de solugdo de cada primer (10 pM), para 0 gene 16S RNAr. As condicdes de ciclo de
gPCR foram 95°C durante 10 min., seguidas de 40 ciclos de 95°C por 15 s, 58 °C por 15s e 72°C por

30 s. A concentracdo de DNA foi calculada com base nos valores médios do ciclo linear com base
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em uma curva padrdo de DNA genémico da cepa SK36 (obtida através de diluicdo seriada de 10
vezes com 0.03 a 300 ng/mL de DNA gendmico de SK36). Amostras de meio BHI esterilizado foram
utilizadas como controles negativos das reacdes de gPCR. Trés experimentos independentes

realizados em duplicata para cada cepa analisada.

4.5 Anélises da cinética de producéo de H202 em ensaios colorimétricos.

A cinética de produgdo de H20. em culturas plancténicas de SK36, SK0094 e SK0094+ foi
determinada coletando amostras em diferentes momentos durante o crescimento plancténico, de
acordo com métodos reportados em estudos anteriores (Kreth et al., 2008; Camargo et al., 2018;
Alves et al., 2022), com algumas modificacdes. Para isto, as cepas foram cultivadas a partir de
indculos padronizados em frascos de vidro contendo 50 ml de meio BHI, BHE ou BHS e estes foram
incubados aerobicamente (a 160 rpm em incubadora Shaker SL222). Amostras de 1,5ml destas
culturas foram coletadas nos tempos de 3, 4, 6, 8, 10, 18, 24 e 48h e submetidas a dois ciclos de
centrifugacdo (a 16.000 x g, 10 min, 4°C) seguidas de filtracdo com filtros com poros de 0,22 um de
diametro (Millipore). Volumes de 40 pL por poco das amostras foram transferidos para microplacas
de 96 pocos (CralPlast, Brasil) contendo por poco, 160 pl solucéo fresca de acetato de sédio (0,1 M,
pH 5,0) com 0,1 g de peroxidase de rabano (Sigma) e 10 pl de solucéo de o-dianisidina (1 mg/ml em
metanol). As placas foram entdo incubadas protegidas da luz com papel aluminio e incubadas sob
temperatura ambiente por 10 min. A seguir, as absorbancias (Aszonm) das amostras foram
determinadas com auxilio de leitor de microplacas (VersaMAX; Molecular Devices, E.U.A.). As
concentracdes de H>O> das amostras foram calculadas a partir de uma curva padréo preparada a partir

de BHI acrescido de H20, em diluiges seriadas de 4,68 a 0,29 mM.
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4.6 Andlise da formacao de biofilmes.

4.6.1 Coleta de saliva total.

As amostras salivares foram coletadas, sob aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da FOP-
UNICAMP (CEP-FOP; proc. 3.365.892) de um voluntério de 30 anos de idade com boa saude geral
e bucal (auséncia de lesdes de cérie ou de doenca periodontal), ndo fumante, que ndo tomava
medicamentos. A coleta de saliva foi realizada no periodo da manhd, apés periodo de pelo menos 2
h de jejum e processada como descrito em estudos anteriores (Kalfas et al., 1991; Camargo et al.,
2018), com algumas modificagdes. Para isto, a saliva foi coletada em tubo do tipo falcon de 50 ml
sob banho de gelo, apds estimulacdo de salivacdo pela mastigacdo de filme de parafina (Parafilm,
Bemis). As amostras foram entdo clarificadas através de centrifugacao (40.000 x g; 15 min, 4°C) e a
seguir, esterilizadas por filtracdo a vacuo através de filtros com poros de 0,22 um de didmetro
(Millipore Express™ plus). Aliquotas de 1,5 ml desta saliva foram estocadas a -70 °C até o0 momento

do uso.

4.6.2 Anélise dos estagios iniciais de formacao de biofilmes em superficies tratadas com saliva.

As fases iniciais de formacéo de biofilmes pelas cepas estudadas (biofilmes crescidos por 4 h)
foram analisadas através de MEV, como descrito anteriormente (Alves et al., 2022). Para isto,
laminulas de vidro esterilizadas (10 x 10 mm) foram tratadas com 1 ml de saliva esterlizada em
microplacas de 24 pocos (Corning, EUA), durante 18 h a 4 °C. A seguir, a saliva foi removida por
pipetagem e acrescentaram-se a cada poco, 1,5 ml de meio BHI, BHE ou BHS suplementado com
1% de sacarose. Os meios foram entdo inoculados com culturas das cepas em metade da fase
exponencial de crescimento e ajustadas para uma mesma absorbancia (Assonm de 0,03) e as placas

incubadas a 37°C por 4 h em atmosfera de 10% CO2 ou aerobiose por agita¢éo (a 250 rpm em agitador
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de placas Nova Instrument-Thermo). Apos incubacgdo, retirou-se o meio cultura com micropipeta
estéril, e as laminulas foram lavadas com 1,5 mL de solucédo salina 0,9% (NaCl 0,9%) durante 15
min. de agitacdo (Agitador MicroPlacas — MA 562, Marconi Equipamentos, Brasil). Repetiu-se o
procedimento de lavagem por mais duas vezes. A seguir, as laminulas foram tratadas com 800 pL de
solucdo de gluteraldeido a 2,5% (Sigma- Aldrich) por 30 min, sob temperatura ambiente. Realizou-
se entdo o processo de desidratacdo dos espécimes, através de incubacdo com solugdes de etanol nas
concentragfes crescentes de 50 a 100% (15 min. de incubacdo para cada solucdo). Apds a
desidratacdo, as laminulas secaram sob temperatura ambiente e montadas em stubs de 11 x 10 mm,
para a metalizagcdo com ouro e anélise em microscopio eletronico de varredura Jeol 4 JSSM5600 LV
(CMI - FOP/UNICAMP). Imagens representativas dos espéecimes foram obtidas sob aumento de
5.000 e 10.000X. Laminulas tratadas com saliva sem indculo bacteriano, foram utilizadas como

controle negativo.

4.7 Andlises da formacdo de biofilmes em placas de 96 pocos, sob diferentes condicGes de
cultivo.

A biomassa de biofilmes formados durante 4h foi analisada através de ensaios com placas de
poliestireno de 96 pocos de fundo chato (Cralplast). Para isto, volumes de 4,5 ml de meio BHI, BHE
ou BHS acrescidos ou ndo com 1% de sacarose foram inoculados com 500 pl de culturas de cada
cepa em fase exponencial (Assonm 0,3). Volumes de 200 pl/poco destas culturas diluidas 1:10 foram
entdo transferidas em oito replicatas para as microplacas, as quais foram entéo incubadas (37°C) em
aerobiose sob agitacdo (agitador de placas Nova instrumente-Thermo-shaker, 240 rpm) ou em
atmosfera com 10% de CO2 (90% ar) durante 4 h. O restante das culturas diluidas foi incubado
paralelamente sob as mesmas condicdes, para quantificagdo do crescimento plancténico (durante 4

h), sendo a seguir, homogeneizadas em agitador do tipo vortex para a leitura das absorbancias
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(Assonm). ApOs a incubacgdo, os fluido das culturas foram removidos de cada po¢o com a ajuda de
micropipeta multicanal, e as placas mantidas em estufa a 37°C por 30 min., antes do processamento
dos biofilmes. Os biofilmes foram entdo lavados por 3 vezes com &gua destilada, para remover as
células pouco aderidas e as placas secadas sob temperatura ambiente por 20 min. em capela. A seguir,
os biofilmes foram corados com 200 pl de solugéo de cristal violeta a 1% durante 30 min., novamente
lavados por trés vezes com agua destilada e secos sob temperatura ambiente por 20 min, em capela.
O corante dos biofilmes foi entdo solubilizado durante através da incubagdo com etanol absoluto (200
pl por pogo) por 30 min., sob temperatura ambiente. Volumes de 100 pl das eluigdes foram entdo
transferidos para novas placa de 96 pocos de fundo chato, para determinacdo das absorbancias
(As7snm) em leitor de ELISA (VersaMAX, molecular devices, E.U.A.). As medidas de absorbancia
foram expressas como medidas indiretas da biomassa dos biofilmes. Foram realizados trés

experimentos independentes.

4.8 Andlise da atividade autolitica.

A atividade autolitica das cepas estudadas foi determinada como descrito anteriormente
(Moraes et al., 2014; Camargo et al., 2018), com algumas alteracdes. Para isso, volumes de 20 ml de
culturas em BHI, BHE ou BHS (em Assonm = 0,3) obtidas sob atmosfera aerdbia contendo 10% COy,
foram centrifugados (16.000 X g; 5 min, 4°C; centrifuga Eppendorf 5810R) e os pellets bacterianos
lavados por duas vezes em solucdo salina tamponada com fosfato. A seguir, as bactérias foram
ressuspendidas em tampéo de autolise (pH 6,5; 20 mM KH2PO4, 1 mM KCI, 1 mM CaCl,, 1 mM
MgCl; e 0.4% de azida sddica) (Sigma - Aldrich, EUA) e ajustados para uma mesma Assonm de 0,9.
Volumes de 4 ml de cada suspensao foram imediatamente transferidos para tubos de ensaio de vidro,

0s quais foram incubados a 44°C (com as tampas semi-abertas) por 72 h em aerobiose. As
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absorbancias (Assonm) foram medidas apos 24, 48 e 72h, em amostras de 500 ul coletadas apds

agitacdo. Foram realizados trés ensaios independentes em duplicata.

4.9 Andlise da hidrofobicidade celular.

As andlises de hidrofobicidade foram realizadas de acordo com estudo anterior (Rosenberg et
al., 1981), com modificagOes. Para isso, as cepas foram cultivadas em 25 ml de BHI, BHE ou BHS
até atingir uma Assonm de 0,3 e as células coletadas por centrifugacdo (5.000 rpm x 5 min. 4°C;
centrifuga Eppendorf 5810R) e lavadas por duas vezes em 25 ml de solucdo salina (NaCl 0.9%). As
células foram entdo re-suspendidas em tampdo de fosfato-uréia-magnésio [contendo por litro, 2g de
K2HPO4-3H20; 7,6 g de KH2PO4, 1,89 de uréia (Sigma-Aldrich, EUA), 0,2g de MgSO. -7H20 (Synth,
Brasil); pH 7,1], para uma absorbancia (Assonm) de aproximadamente 0,9. A seguir, 4 ml da suspenséo
foram transferidos para tubos de vidro estéreis, imediatamente adicionamos de 533 pl de hexadecano
(Sigma-Aldrich, EUA) e agitados por 30 seg. A restante da suspenséo foi transferido para outro tubo
de vidro para uso como controle. Todos os tubos foram incubados a 30°C por 15 min, agitados duas
vezes por 30 seg. e incubados por mais 15 min., para separacao das fases aquosa e hidrofébica. A
fase aquosa inferior foi entdo coletada com auxilio de pipeta, para determinacao da Assonm € Subtraida
dos valores de absorbéancia do controle sem hexadecano, para determinacdo da porcentagem de

células hidrofdbicas. Trés experimentos independentes foram realizados em triplicata.

4.10 Anélise da sobrevida ex vivo em sangue humano.

A analises de sobrevivéncia ex vivo em sangue humano foram realizadas conforme estudos
anteriores (Alves et al., 2016), com pequenas modificacGes, sob aprovacdo do CEP/FOP (CAAE:
83140418.0.0000.5418). Para isto, volumes de 1 ml de culturas (em BHI, BHE ou BHS; Assonm = 0,3)

foram centrifugados (11.000 x g; 2min, 4°C; centrifuga Eppendorf 5810R) e as células lavadas por
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duas vezes em PBS estéril e ressuspendidas em 1 ml de sangue humano fresco. Uma aliquota foi
coletada logo ap0s a suspensdo em sangue (tempo 0 h), para determinacéo do nimero de ufc inicial.
As amostras foram entdo incubadas (aerobicamente com agitacdo orbital suave; 37°C) e aliquotas
coletadas ap0s 1, 2, 4, 24, 42 e 60 h de incubag&o. A determinagdo das contagens de ufc foi realizada
através do cultivo em agar BHI, BHE e BHS a partir de aliquotas diluidas em série. Como controle
de padronizacdo dos in6culos, uma re-suspensao inicial em PBS estéril foi também realizada para
monitoramento do numero de ufc/ml. Trés experimentos independentes foram realizados em

duplicata com amostras de sangue de um voluntério.
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5 Resultados

5.1 A inativacdo de ssa_0094 ndo afeta significativamente a morfologia de S. sanguinis em
biofilmes ou a agregacéo dependente de sacarose

Em Streptococcus mutans, proteinas de biogénese de parede celular parecem ser ativadas ou
né&o dependendo do tipo de crescimento bacteriano, planctonico ou em biofilmes, sendo que algumas
destas proteinas sdo requeridas para a interacdo da superficie bacteriana com exopolissacarideos
derivados da sacarose (Stipp et al., 2013). Em estudo anterior do nosso grupo, verificamos que a
inativacdo de ssa_0094 ndo afetou significativamente o crescimento plancténico de S. sanguinis sob
diferentes condicdes de exposicdo ao O, incluindo-se a incubagdo estatica em aerobiose com 10%
de CO2 e sob aeracdo (Camargo, 2021). Além disso, analises de microscopia de luz em duas fases de
crescimento (metade e final da fase log) ndo revelaram alteracdes significativas na formacdo de
cadeias da mutante SK0094 em comparacdo a cepa parental SK36 e mutante complementada
(SK0094+) (Camargo, 2021). Neste estudo, investigamos se ssa_0094 poderia afetar a morfologia de
S. sanguinis quando sob crescimento em biofilmes. Para isto, comparamos a morfologia das cepas
estudadas ap6s 4 h de formacdo de biofilmes em laminulas de vidro tratadas com saliva humana, em
analises de MEV. Como mostrado na Figura 1, as cepas SK36, SK0094 e SK0094+ sob estas
condigdes ndo demonstraram alteragdes morfologicas detectaveis.

Para confirmar os dados qualitativos de formacéo de biofilmes analisador por MEV, avaliamos
também a quantidade de formacédo de biofilmes no mesmo tempo de formacdo (4h) em placas de
poliestireno de 96 pogos. Conforme mostrado na Figura 2, observamos pequenas reducdes na
formacéo de biofilmes de 4h em SK0094 em relacdo a cepa parental, sob duas atmosferas distintas.
Entretanto, estes fenotipos ndo foram restaurados na cepa complementada SK0094+. Avaliamos

também, o padrdo de agregacdo destas cepas quando crescidas em meio BHI suplementado ou néo
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com sacarose. Como mostrado na Figura 3, a inativacdo de ssa_0094 também nao alterou a agregagdo
bacteriana na presenca de sacarose. Como nota, a agregacao da cepa parental SK36 na presenca de
sacarose € pequena, diferente do observado para a cepa de S. mutans UA159, a qual produz glucanos
altamente insolUveis em &gua (Figura 3). Portanto, a inativacdo de ssa_0094 ndo promove alteragdes
significativas na morfologia ou no crescimento durante os estagios iniciais de formacéo de biofilmes

na presenca de sacarose.

Figura 1. Morfologia das cepas S. sanguinis nas fases iniciais de formagao de biofilmes. Laminulas
de vidro previamente tratadas com saliva humana estéril foram incubadas com culturas das cepas
SK36 (A), SK0094 (B) e SK0094+ (C) em BHI com 1% de sacarose, sob atmosfera de aerobiose
(agitacdao) durante 4 h. A seguir, as laminulas foram processadas para analises de MEV. Imagens
representativas dos biofilmes foram obtidas sob aumento de 200, 1.000, 5.000 e 10.000 vezes.
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Figura 2. Biomassa de biofilmes em estagios iniciais de formacédo por cepas S. sanguinis. As cepas
SK36, SK0094 e SK0094+ foram incubadas em placas de 96 pogos contendo meio BHI com 1% de
sacarose, em aerobiose sob agitacdo (A) ou em atmosfera aerdbica contendo 10% de CO: (B), durante
4h. A seqguir, as placas foram processadas para lavagem e coloracdo dos biofilmes com violeta cristal
a 1%. As absorbancias (A7s7mm) das elui¢bes do corante em etanol foram entdo utilizadas como
medidas indiretas da biomassa dos biofilmes. As colunas indicam médias de trés experimentos
independentes realizados em oito replicadas. Os asteriscos indicam diferengas estatisticamente
significantes em relacdo a cepas SK36; Kruskal Wallis (* p<0,05).

antes da agitacdao apos agitacao

SK36 SK0084  SKOO94+  UUA159

A SK36 SKOOB4 SKO094+ UA159
ANy 2 L TR
o '
1
o
—
T8 ‘ .'
o3
£
@
»
SK36 SKO0094 SKO0S4+ UA159 SK36 SK0094  SKOOB4+  UA15Q
B o ; X
£9
-
38
33
R
-

Figura 3. Anélise da agregacdo de cepas de S. sanguinis, na presenca de sacarose. As cepas SK36,
SK0094 e SK0094+ foram crescidas a partir de in6culos padronizados em meio MQD sem
sacarose, como controle negativo da agregacao bacteriana (A) ou em MQD com 1% de sacarose
(B), sob atmosfera de 10% de CO». A seguir, 0s tubos com as culturas em meio MQD com 1% de
sacarose foram fotografados antes e ap0s agitacdo por 10 seg, em vortex. A cepa S. mutans UA159
foi utilizada como controle positivo da agregacdo dependente de sacarose.
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5.2 Alteragbes na producdo de eDNA promovidas pela inativagdo de ssa_0094 nao estéo

relacionadas & maior producéo de H20:.

Os mecanismos de producdo de eDNA por S. sanguinis ainda ndo sdo bem compreendidos, mas
aparentemente dependem da expressao da enzima piruvato oxidase (SpxB) a qual, sob disponibilidade
de O, converte fosfato inorganico e piruvato em acetil-fosfato, H.O2 e CO (Kreth et al., 2009). A
producéo de H>O> parece promover a morte de sub-populacéo celular metabolicamente inativa (cerca
de 10%) e consequentemente, a liberacdo de DNA cromossémico (Zengh et al., 2011). Mostramos
em estudos anteriores do nosso grupo, que SK0094 tem producdo aumentada de eDNA quando
comparada a SK36 e SK0094+, sendo estas diferencas mais acentuadas no inicio da fase estacionaria
de crescimento (Assonm 0,7) (Camargo et al., 2021). Neste estudo, investigamos se a maior produgéo
de eDNA por SK0094 poderia estar relacionada a maior producdo de H.O> por esta cepa mutante.
Para isto, comparamos a cinética de producdo de H202 e eDNA entre as cepas. Como mostrado na
Figura 4A, a cepa SK0094 se mostrou defectiva na producdo de H2O. sob aerobiose, quando
comparada a SK36. A producdo de H20. ndo foi totalmente restaurada na mutante complementada,
possivelmente por defeitos na expressdo da copia epissomal de spxB nas condi¢cdes oxidativas
testadas. Por outro lado, como esperado, a cepa SK0094 produziu mais eDNA do que a cepa parental
SK36, e este fenotipo foi restaurado em SK0094. Os dados de producdo de eDNA analisados em
ensaios de gPCR quantitativo serdo confirmados em estudos futuros, uma vez que a eficiéncia das
reacOes de gPCR com as amostras obtidas no ensaio de cinética demonstraram baixa eficiéncia (56,8;
57,1 e 62,4%). A despeito disso, bons coeficientes de linearidade das curvas padrdo com
concentragdes crescentes de DNA gendmico foram obtidos (r?: 0,90; 0,98 e 0,99). Como controle
negativo da deteccdo de eDNA, utilizamos também em um dos experimentos independentes, amostras
da cepa mutante isogénica de spxB, a qual como esperado, foi defectiva na producédo de eDNA

(Aragédo, 2022) (dados ndo mostrados). A despeito da baixa eficiéncia das rea¢des de gPCR, uma
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vez que amostras de todas as cepas comparadas eram incluidas nas mesmas reagdes de amplificagéo,
nossos dados indicam que SK0094 tem maior producdo de eDNA de forma ndo relacionada com a

producgéo de H20:..
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Figura 4. Cinética de producdo de H>O2 e eDNA por cepas S. sanguinis. As cepas SK36,
SK0094 e SK0094+ foram cultivadas a partir de in6culos padronizados em meio BHI sob
aerobisoe (agitacdo). Aliquotas das culturas foram entdo coletadas em diferentes tempos para
determinacdo da producédo de H>O> em ensaios colorimétricos (A) e para a analise da producgéo
de eDNA por ensaios de gPCR (B). Os marcadores de cada curva indicam médias de trés
experimentos independentes; a barras indicam os desvios padrdo. A) Asteriscos e cruzetas
indicam diferencas significativas entre a cepa parental e as cepas mutante e complementada,
respectivamente (Krukal-Wallis, p<0,05).

5.3 A inativacdo de ssa_0094 tem pequeno efeito na sua atividade autolitica, mas reduz a
hidrofobicidade sob concentracdes idnicas especificas.

O SDC VicRK regula autolisinas em diferentes espécies de bactérias Gram-positivas,
incluindo-se S. mutans (Stipp et al., 2013). Uma vez que a mutante SK0094 demonstrou maior
producdo de eDNA (Camargo, 2021), de forma independente da produgdo de H>O. (Figura 4),
investigamos se a mutante SK0094 apresenta alteragcGes no padréo de autdlise induzida pelo calor.
Como mostrado na Figura 5A, a cepa SK0094 apresentou ténue redugdo na atividade autolitica

guando comparada as cepas SK36 e SK0094+. Confirmando resultados anteriores (Moraes et al.,
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2014), a cepa SK36 demonstrou baixa atividade autolitica quando comparada com a cepa de
referéncia S. mutans UA159 (Figura 5A), ressaltando as grandes diferengas das propriedades de
parede celular entre estas duas espécies de estreptococos bucais.

Investigamos ainda o efeito da inativacao de ssa_0094 na hidrofobicidade de superficie de S.
sanguinis, através da determinacdo da aderéncia a hidrocarbonetos (n-hexadecano) sob diferentes
concentragdes ibnicas, incluindo-se o tampéo original de fosfato-uréia-magnésio com concentragdo
ibnica de 348,4 mM (Rosenberg et al. 1980) e tampdo com concentracdo 10 vezes menor de
K2HPO4.3H20, para uma concentracdo ibnica intermediaria entre as saliva (aproximadamente
36mM) e sangue (aproximadamente 140 mM), 85,8 mM (Waldetoft et al, 2016). N&o observamos
diferengas significativas na hidrofobicidade de superficie entre as cepas no tampédo original em
estudos paralelos do nosso grupo de pesquisa (dados ndo mostrados). Entretanto, como mostrado na
Figura 5B, sob um concentracdo i6nica de 85,8 mM, a cepa SK0094 demonstrou uma redugédo
significativa da hidrofobicidade de superficie quando comparada a SK36, sendo este fendtipo
revertido na cepa complementada (SK0094+). Portanto, a inativagdo de ssa 0094 altera as
propriedades de parede celular, resultando em pequena influéncia na autdlise induzida a 44°C e

alterando a hidrofobicidade de superficie sob concentragdes idnicas especificas.
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Figura 5. Perfis de autdlise e hidrofobicidade de superficie das cepas S. sanguinis. (A) As
cepas SK36, SK0094 e SKO0094+ foram cultivadas em BHI até atingir Assonm 0,3 €
ressuspendidas em tampé&o de autolise (Assonm) para incubacgdo a 44°C, para monitoramento
da autolise por até 84h. (B) As porcentagens de hidrofobicidade foram determinadas em
ensaios de aderéncia ao hexadecano das cepas crescidas em BHI e re-suspendidas em tampao
de fosfato-uréia modificado (concentracdo ibnica de 85,8 mM). Os pontos ou colunas
representam médias de trés experimentos independentes; as barras indicam os desvios padréo.
Os asteriscos indicam diferencas significativas em relacdo a cepa SK36 (Andlises de variancia
ANOVA com pos-teste de Dunnet; p<0,05).

5.4 Ndo h4 alterac6es significativas da parede celular de SK0094 detectaveis por MET.

Uma vez que SK0094 demonstrou fenotipos sugerindo alteracdes nas propriedades de parede
celular, analisamos a estrutura da parede celular das cepas estudadas nas fases log e estacionaria de
crescimento (Assonm 0,3 € 1,0) crescidas sob diferentes condi¢Bes aerdbias (aerobiose sob agitagéo e
incubacgdo estdtica em ar com 10% de COy). Estas anélises ndo indicaram alteragbes Obvias na
estrutura da parece celular entre as cepas em nenhuma das fases de crescimento. A Figura 6 entretanto,
mostra imagens representativas das cepas SK0094 e SK36 em fase estacionaria, as quais sugerem que
a cepa SK0094 apresenta regides de descontinuidade de parede celular com maior frequéncia, quando
comparada a SK36. Ambas as cepas mostraram-se circundadas por material extracelular, o qual

também foi comumente detectado em regides subjacentes a membrana citoplasmatica nos polos
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celulares. Portanto, anélises de MET ndo revelaram alteracbes morfoldgicas claras na estrutura da

parede celular de SK0094.

SK0094

Figura 6. Analise de MET da estrutura da parede celular de cepas S. sanguinis. As cepas SK36
e SK0094 foram crescidas em BHI até a fase estacionaria de crescimento em atmosfera aerdbia
com 10% de CO: e processadas para MET. Ambas as cepas demonstraram aparente liberacdo de
material para 0 meio extracelular (setas pontilhadas) a partir de regides de descontinuidade da
parede celular (setas pretas continuas). O mesmo material apresenta-se acumulado em regides
subjacentes a membrana citoplasmatica (setas brancas). A identidade das cepas € indicada a
esquerda dos respectivos painéis horizontais. Os aumentos utilizados s&o indicados pelas barras
horizontais.

5.5 A inativacdo de ssa_0094 reduz a persisténcia de S. sanguinis em sangue humano.

Os diversos componentes de superficie da parede celular que potencialmente influenciam a
hidrofobicidade de superficie (incluindo-se proteinas de superficie, peptideoglicano, acidos teicdicos
e lipoproteinas) afetam as interac6es bacterianas com componentes celulares e solUveis da imunidade

inata e adaptativa (Rajagopal & Walker, 2017). Assim, investigamos o efeito da delecéo de ssa_0094
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na persisténcia de S. sanguinis em sangue humano. Como mostrado na Figura 7, SK0094 é claramente
defectiva na persisténcia em sangue humano quando comparada a SK36 e SK0094+. Redugdes no
namero de células vidveis desta mutante foram observados a partir de 2 a 4h, sendo as diferengas
consistentemente observadas a partir de 4 h de crescimento até 60h de incubagdo. Como nota, as
contagens bacterianas obtidas no tempo Oh demonstraram ndo haver alteragdes significativas de

SK0094 na agregacdo mediada pelo sangue.

Log (UFC/ml)

Log (ufc/ml)
Log (UFC/ml)

-

# #
*
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Numero de bactérias viaveis
Numero de bactérias viaveis
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Gh th 2n 4h 240 42 oh 1h 2h 4h 24h 42h 60h Oh 1h 2h 4h 24h 42h 6Oh
Tempo (h) Tempo (h) Tempo (h)
- SK36 - SKO094- -+ SKO0O4+ o SK36 = SKOO94. - SKOO94+ -« SK36 -m SKO094- -+ SKOD94+

Figura 7. Persisténcia ex vivo de cepas S. sanguinis em sangue humano. As cepas SK36, SK0094 e
SK0094+ em fase log de crescimento foram ressuspendidas em sangue humano e incubadas sob
agitacdo orbital leve, para monitoramento das contagens de bactérias viaveis logo ap6s a suspensao
(tempo Oh) e até 60 h de incubagdo. Os marcadores indicam médias de triplicatas das contagens de
ufc/ml; as barras indicam os desvios padrdo. Gréaficos de trés experimentos independentes realizados
com diferentes amostras de sangue de um mesmo voluntario sdo mostrados. Os asteriscos
representam diferencas estatisticamente significantes em relagdo a cepa parental SK36; Kruskal-
Wallis com pos-teste de Dunn com corregdo para medidas repetidas (* p<0,05).
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6. Discussao

Diversas razdes explicam o crescente interesse na caracterizagao de mecanismos de viruléncia
de cepas da espécie S. sanguinis. Além de sua clara abundancia na cavidade bucal desde a
infancia, esta espécie apresenta uma seérie de peculiaridades. Uma delas consiste na maior
hidrofobicidade de superficie, quando comparada a outras espécies de estreptococos, como por
exemplo, S. mutans. Esta caracteristica foi reportada ha muito tempo (Gibbons et al., 1983; Schou
et al., 1999) e provavelmente, contribui para a maior competitividade desta espécie para iniciar a
colonizagdo dos dentes através de interaces estaveis com a pelicula adquirida (Gibbons et al.,
1983), assim como a componentes da matriz extracelular dos tecidos humanos (Schou et al.,
1999). Outra particularidade de S. sanguinis é o vasto nimero de proteinas de superficie,
incluindo-se lipoproteinas (60 detectadas no genoma de SK36) e ancoradas a parede celular (33
detectadas em SK36), quando comparada a outras espécies de estreptococos da cavidade bucal e
orofaringe (Xu et al., 2007). Estas proteinas ndo somente podem contribuir para a hidrofobicidade
de superficie, mas possivelmente apresentam fungdes mdultiplas e/ou redundantes para a
colonizagdo de nichos orais e extra-orais, 0 que dificulta a investigacdo das contribuicfes
individuais de proteinas de superficie para os fenétipos de hidrofobicidade e de viruléncia de S.
sanguinis (Schou et al., 1999; Doyle et al., 2000; Franco et al., 2023). Por outro lado, a capacidade
de interagir com diversos componentes da pelicula adquirida e da matriz extracelular muito
provavelmente torna esta espécie particularmente habil a se disseminar para sitios extra-orais, 0
que explicaria seu comum envolvimento em infeccdes cardiovasculares (Nobbs & Kreth, 2019).
Além disso, estas propriedades poderiam explicar a baixa susceptibilidade a ativacdo do sistema
complemento, quando comparada a outras espécies de estreptococos bucais (Alves et al., 2019) e

consequentemente, a fraca ativacao de linfocitos T (Salam et al., 2006).
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Nosso interesse inicial em estudar as func¢des de ssa_0094 decorreu de estudos anteriores de
nosso grupo de pesquisa sobre o papel do sistema de dois componentes (SDC) VicRK na
capacidade de colonizacdo bucal e viruléncia de S. sanguinis (Moraes et al., 2014). O sistema
VicRK é muito conservado em bactérias Gram-positivas de baixo contetido genémico de bases
CG, nas quais regula a biogénese da parede celular durante os processos de divisdo, formacéo de
biofilme e competéncia, assim como a expressao de diversas proteinas de superficie relacionadas
a interacdo com a matriz extracelular de biofilmes e ao escape de fatores imunoldgicos (Vic de
virulence control) (Mattos-Graner & Duncan, 2017). Os estimulos que ativam o sistema VicRK
aparentemente incluem fatores que afetam a integridade da parede celular, como antibioticos beta-

lactdmicos e componentes imunoldgicos (Mattos-Graner & Duncan, 2017).

Em S. mutans, VicRK regula diretamente genes de proteinas contendo dominios
caracteristicos de hidrolases de mureina (por exemplo smaA, SMU.2146c¢ e gbpB), assim como
de proteinas requeridas para a formacdo de biofilmes, incluindo-se as proteinas para sintese e
interacdo com a matriz extracelular (GtfB/C, GbpB e WapE) (Senadheera et al., 2005; Duque et
al., 2011; Stipp et al., 2013). Em S. sanguinis, verificamos que VicRK induz diretamente a
transcricdo de spxB (gene ndo presente em S. mutans), gbpB (ortélogo de gpbB de S. mutans;
também designado pcsB em S. agalactiae), e ssa_0094 (Moraes et al., 2014). A inativacdo de
vicK em S. sanguinis promove a formacdo de cadeias extremamente longas de estreptococos,
como também observado em S. mutans, além de afetar a producéo de H2O> e a producdo de eDNA
(Moraes et a., 2014). Curiosamente, a inativacdo de vicK promove uma forte reducéo nos niveis
de transcritos de ssa_0094 nas fases log e estacionaria de crescimento (cerca de 10 e 19 vezes,
respectivamente), o que sugere que SSA 0094 tenha papel importante na homeostase da parede

celular e/ou na viruléncia de S. sanguinis.
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No presente estudo, mostramos que SSA_0094 contribui de forma modesta para as etapas
iniciais de formac&o de biofilmes in vitro. N&o foi possivel detectar diferencas significativas nas
fases iniciais de formacao de biofilmes sobre superficies de vidro pré-tratadas com saliva humana
em meio BHI suplementado com sacarose, através de anélises de MEV. Além disso, embora
estatisticamente significantes, as reducdes na biomassa de biofilmes de 4h formados por SK0094
sobre superficies de poliestireno foram modestas em comparagdo a SK36, além de ndo serem
restauradas na mutante complementada. Estudos do nosso grupo demonstram que a producéao de
eDNA ¢ requerida para a formacao de biofilmes nas condicGes testadas (Moraes et al., 2014). Os
ensaios para determinacédo da cinética de producao de eDNA realizados no presente estudo foram
compativeis com aumento na producdo de eDNA por SK0094 reportado em culturas com
absorbancias ajustadas (Camargo et al., 2021). Estes aumentos, aparentemente nao foram
suficientes para alterar os fendtipos de biofilmes em fase inicial de formacdo. A natureza
transitoria dos diversos fatores que promovem as fases iniciais de formacdo de biofilmes, como
as interacdes idnicas/hidrofdbicas iniciais com o substrato, exposicdo ao oxigénio e subsequente
producdo de eDNA e de outros componentes da matriz (glucanos derivados da sacarose e/ou
amiloide), possivelmente dificultou uma associacado direta entre os fenétipos de producédo de H20:
e/ou eDNA com os fenétipos de formacdo inicial de biofilmes. Estudos anteriores de
caracterizacdo de formacdo de biofilmes mais maduros (de 18h) revelaram por outro lado, que
SK0094 apresenta defeito na maturacédo de biofilmes, quando comparada a SK36 em meio BHI,
embora a suplementagdo de BHI com 10% de saliva humana tenha abolido estas diferengas

(Camargo et al., 2021).

Nossos estudos com diferentes cepas S. sanguinis ressaltam a influéncia de componentes
salivares nos fendtipos de formacdo de biofilmes de forma cepa-especifica, assim como a

diversidade de agregacdo mediada por glucanos derivados da sacarose (Alves et al., 2022). No
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presente estudo, ndo verificamos alteracdes na interacdo de SKO0094 com polissacarideos
sintetizados na presenca de sacarose, em comparagdes com a cepa parental. Estes resultados néo
sdo surpreendentes, uma vez que SK36 é naturalmente defectiva na agregacdo mediada por
glucanos, em parte porque os glucanos sintetizados por esta cepa apresentam maior solubilidade

em agua e menor estabilidade do que glucanos sintetizados por S. mutans (Alves et al., 2022).

No presente estudo, verificamos que a delecdo de ssa_0094 em SK36 comprometeu a
producédo de H>O, 0 que pode estar associada a maior sensibilidade da cepa mutante SK0094 ao
estresse oxidativo, um ponto que precisaremos investigar em estudos futuros. Estudos
preliminares realizados neste projeto indicam que SK0094 nédo apresenta variacdes significativas
na expressdo de spxB, gtfB ou dos proprios genes VicRK (dados ndo mostrados). Embora a
producdo de eDNA seja fortemente dependente da producdo de H»O2 em S. sanguinis, ha
evidéncias de que a liberacdo de DNA genémico para o meio extracelular envolva outros
mecanismos independentes da presenca de Oz e/ou produgédo de H202 (Zheng et al., 2011; Cullin
etal., 2017). Durante as fases iniciais de formacao de biofilmes, quando ha maior disponibilidade
de O, a producdo de eDNA por S. sanguinis € claramente dependente da expressao de spxB para
a sintese de H.O5, fator que promove morte celular de cerca de 10% da populacéo e liberagéo de
eDNA (Zheng et al., 2011). Por outro lado, fatores indutores de competéncia podem também
estimular a secrecdo de uma hidrolase de mureina em S. sanguinis, LytF, capaz de promover a

lise celular bacteriana e a liberagcdo de eDNA (Cullin et al., 2017).

A proteina SSA_0094 apresenta um peptideo sinal compativel com sua secrecdo, mas a
despeito de seu dominio LysM (tipico de proteinas que se ligam ao peptideoglicano), nédo
apresenta dominios cataliticos presentes em autolisinas, como o dominio CHAP (CHAP de
cysteine, histidine-dependent amidohydrolases/peptidase domain) (Mitchell et al., 2021).

Compativel com estes dados, a inativacdo de ssa_0094 promoveu modesta reducdo na autolise de
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S. sanguinis mediada pelo calor, 0 que também esta de acordo com os dados de que a inativacdo
de vicK ndo afeta a aut6lise em SK36 (Moraes et al., 2014). Também néo verificamos alteragdes
morfoldgicas Obvias na ultra-estrutura da parede celular em SK0094 nas analises de MET, embora
estas anélises tenham revelado contornos elétron-densos mais evidentes na fase estacionaria de
crescimento de SK0094, quando comparado com SK36 e SK0094+. A menor producéo de H>O>
por SK0094 indica que a maior producgdo de eDNA por esta cepa reportada em estudos anteriores
(Camargo, 2021), pode ser decorrente de alteracbes na homeostase da parede celular
independentes da presenca de H20.. Este ponto precisaré ser explorado com mais detalhes em
estudos futuros. Interessante observar que LytF de S. sanguinis é conservada entre diversas
espécies de estreptococos bucais, e quando secretada, demonstra uma atividade hidrolitica
promiscua (espécie-inespecifica) sob diferentes espécies de estreptococos, podendo, portanto,
promover a liberacdo de eDNA de diferentes espécies, 0 que contribuiria para trocas genéticas
horizontas (Cullin et al., 2017). Entretanto, diferente de LytF, nossas analises in silico de genomas
de espécies de estreptococos revelaram que a proteina SSA_0094 é exclusiva de S. sanguinis e S.
gordonii, ndo sendo detectada em Streptococcus cristatus, a terceira espécie mais recentemente
incluida no grupo Sanguinis (Baty et al., 2022). A espécie S. mutans também ndo contém
ortologos de SSA_0094. Por outro lado, identificamos proteinas com menor grau de homologia a
SSA_0094 em estreptococos da cavidade bucal e orofaringe, incluindo-se as espécies comensais
Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus parasanguinis, Streptococcus salivarius
(com identidades de 44,2 a 46,6% para 100 a 99% de sequéncias alinhadas) e em espécies
patogénicas como Streptococcus pneumoniae (99% de alinhamento; 49,9% de identidade),
Streptococcus pyogenes (99% de alinhamento; 45,5% de identidade). Assim, a proteina

SSA_0094 esta restrita as espécies S. sanguinis e S. gordonii.
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A inativacdo de ssa_0094 em SK36 promoveu reducéo significativa da hidrofobicidade de
superficie sob concentra¢Ges ibnicas compativeis com o sangue e a saliva. Estima-se que a saliva
apresente uma concentracao de ions de cerca de 36 mM, a qual é cerca de quatro vezes inferior a
concentracdo de ions do plasma (de cerca de 140 mM), outro fluido presente no sulco gengival
(Waldetoft, et al., 2016). A influéncia das concentracdes i6nicas no fenotipo de hidrofobicidade
de SK0094 reforca nossa hipétese de que SSA_0094 module as interagdes de S. sanguinis com
componentes teciduais e/ou sollveis do hospedeiro. Uma vez que S. sanguinis coloniza sitios
bucais com diferentes proporc¢des de saliva e plasma (por exemplo, fluidos mistos das margens
gengivais e/ou epitélio com integridade comprometida), além de persistir na corrente sanguinea,
torna-se necessario investigar as intensidades de aderéncia de S. sanguinis ao n-hexadecano sob
diferentes concentracdes idnicas (Rosenberg et al., 2006). Estudos em Streptococcus pyogenes
revelam diferencas significativas nos perfis de proteinas salivares e/ou plasmaticas ligadas a
superficie bacteriana (incluindo-se proteinas salivares antimicrobianas, proteinas do sistema
complemento e glicoproteinas solGveis de matriz extracelular), quando estas bactérias sao tratados
com estes fluidos individualmente ou em que misturas com propor¢des distintas de saliva e
plasma (Happonen et al., 2019). As relagOes entre os perfis de hidrofobicidade das cepas
estudadas de S. sanguinis com a ligacdo componentes séricos do sistema complemento ou de
matriz extracelular poderdo auxiliar na investigacdo da contribuicdo de SSA 0094 para a
colonizacao dos sitios bucais e cardiovasculares por S. sanguinis. Verificamos no presente estudo
que SK0094 ¢ defectiva na sobrevivéncia em sangue humano. Os mecanismos envolvidos neste
fenotipo precisam ser explorados. Estudos preliminares do nosso grupo revelaram que SK0094
tem susceptibilidade aumentada a deposicéo de C3b do sistema complemento, quando comparada

a SK36, o que contribuiria para a baixa persisténcia em sangue humano.
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Em resumo neste estudo, mostramos que a proteina SSA_0094 de S. sanguinis tem pequena
influéncia na formacdo de biofilmes iniciais na presenga de sacarose e/ou fatores salivares,
embora altere de forma moderada a producéo de H20. e eDNA. Mostramos também que esta
proteina ndo interfere significativamente no processo de autdlise induzida pelo calor, embora afete
a hidrofobicidade de superficie de S. sanguinis sob concentracdes ibnicas especificas. As
alteracOes de superficie promovidas pela delecdo de ssa_0094 em SK36 podem estar relacionadas
com a contribuicdo significativa desta proteina para a capacidade de S. sanguinis sobreviver em
sangue humano reportada neste estudo. Estes dados ampliam o interesse no estudo das funcgdes
de SSA_0094 na biologia de S. sanguinis, considerando-se a exclusividade de expressdo desta
proteina em cepas da espécie S. sanguinis e S. gordonii. Desta forma, SSA_0094 pode ser um

alvo terapéutico importante para o controle de infec¢des cardiovasculares por S. sanguinis.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

7.1. O gene ssa_0094 tem pequena influéncia na formacédo de biofilmes por S. sanguinis nas

condigOes experimentais testadas.

7.2. A delecdo de ssa_0094 promove modesto aumento na producdo de eDNA de forma

independente da producéo de H2Oo,

7.3. A delecdo de ssa_0094 ndo promove alteracdes significativas na estrutura da parede celular

de S. sanguinis.

7.4. O gene ssa 0094 influencia na hidrofobicidade de superficie de S. sanguinis sob
concentragOes ibnicas especificas, mas tem pequena influéncia na atividade autolitica

induzida pelo calor.

7.5. O gene ssa_0094 € requerido para a persisténcia de S. sanguinis em sangue humano.
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a fase log de crescimento. Para a manutencdo das cepas mutantes, os meios serdo suplementados com
eritromicina (5 g/ml).

Para utilizacdo das cepas mutantes (Organismos Geneticamente Modificados — OMG) sera submetido
formulario a Comissao Interna de Biosseguranca da FOP (CIBio — FOP), para autorizacao de atividades em
contencdo com OMG de acordo com as Resolu¢c8es Normativas da Comiss@o Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBio).

Construcao das cepas mutantes isogénica dos genes srpA, gtfP, spxB, ssa_0094 e iga: Mutantes isogénicos
de srpA, spxB, gtfP, ssa_0094 e iga serdo obtidos a partir da cepa referéncia SK36, utilizando-se de
recominacao homologa com alelo mutado construido através de estratégia de PCR e ligagdo, como descrito
em nossos estudos anteriores (Moraes et al., 2014; Camargo et al., 2018), com algumas modifica¢cdes. Nos
alelos de DNA recombinante, as sequéncias codificadoras dos genes a serem removidos serao substituidas
pelo gene de resisténcia a eritromicina obtido do plasmideo pVA838 (erm r ). Para a confeccao dos alelos
mutados, o DNA gendmico de SK36 sera purificado a partir de 15 ml de cultura em BHI. O DNA plasmidial
sera purificado de culturas de E. coli contendo pVA838, através de extracdo alcalina e tratamento com fenol-
cloroférmio. As reacdes de PCR seréo realizadas com TagDNA polimerase de alta fidelidade com atividade
proof reading (Taq DNA Polymerase High Fidelity, Thermo Fisher Scientific, EUA). A qualidade das reac¢fes
e tamanhos de fragmentos esperados serdo monitorados em géis de agarose corados com brometo de
etidio. Os produtos de PCR serao purificados utilizando-se StrataPrep PCR Purification
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Kit (Stratagene, E.U.A.), segundo as recomendages do fabricante.

Resumidamente, as regides que flanqueiam os genes a serem removidos do genoma de SK36 (srpA, gtfP,
spxB, ssa_0094, gtfP) serdo amplificadas com pares de primers especificos (designados P1-P2 e P3-P4).
Os primers P2 e P3 deverdo conter na sua extremidade 5’, as sequéncias dos sitios de restricao das
endonucleases Ascl e Xhol (New England BioLabs, EUA) , respectivamente. Amplicons com o gene erm r
serao obtidos a partir de pVA838 em reacdes de PCR com primers E1 e E2, 0s quais conterdo nas
extremidades 5’, os sitios de restricdo de Ascl e Xhol, repectivamente. Os amplicons obtidos com os pares
de primers P1/P2, P3/P4 e E1/E2 seréo purificados, digeridos com as endonucleases Ascl e Xhol e a seguir
purificados e ligados utilizando-se a enzima DNA ligase T4 (Thermo Fisher Scientific), segundo as
recomendacdes do fabricante. Os produtos das reacdes de ligacdo serdo entdo utilizados como DNA molde
de reacdes de PCR com os primers P1 e P4 de cada gene, para gerar multiplas cOpias dos fragmentos
recombinantes P1-erm r -P4. A estrutura dos alelos sera checada através de reacdes de PCR com
combinacdes dos primers P1/E2, E1/P4, P1/P2, P3/P4 e E1/E2).

Para obtencéo das cepas mutantes, o total de 10 g dos fragmentos recombinantes purificados sera utilizado
para transformacdo natural da cepa SK36, como descrito anteriormente (Moraes et al., 2014). Os
transformantes recuperados de culturas em BHA acrescido de eritromicina serdo entéo isolados e a correta
recombinacao homéloga com os alelos mutados confirmada através de reac6es de PCR com os pares de
primers para cada gene (P1/E2, E1/P3, P1/P4, P1/P2, P3/P4 e E1/E2). Para cada gene, um transformante
com correta insergdo do respectivo alelo mutado terd entdo seu DNA cromossémico purificado e o locus
mutado analisado através de sequenciamento. Os mutantes obtidos serdo estocados a -70 °C e a -20 °C em
Skim milk (Difco). Para gerar os mutantes complementados, cada mutante isogénico sera transformados
com plasmideo pDL278 contendo cdpia intacta do respectivo gene removido do cromossomo (Moraes et al.,
2014). O plasmideo pDL278 tem origem de replicagdo para estreptococos e contém gene de resisténcia a
espectinomicina, antibiético que sera utilizado como marcador. As cepas complementadas serdo utilizadas
como controles em todas as analises fenotipicas dos respectivos mutantes,para nos certificarmos de que a
remocgédo dos genes estudados ndao promoveu modificacdes secundarias no genoma ou na transcricao de
outros genes que possam alterar as caracteristicas fenotipicas analisadas.

Selecéo dos voluntarios para coleta da saliva: Serdo selecionados seis voluntarios sadios, adultos, com
idade entre 25 e 35 anos, e com boa saude bucal, incluindo-se auséncia de lesdes de carie e de doencga
periodontal, entre as pessoas atuando na pds-graduacao da FOP-UNICAMP, trés de
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cada género. A selecéo dos voluntarios para estudo sera realizada apés a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba conforme definido na Resolugéo n°® 466/12, relativo a
pesquisa com seres humanos.

Coleta de saliva humana: Amostras de saliva total humana estimulada serédo coletadas de cada voluntério,
conforme protocolo descrito por (Henson et al., 2010), com algumas modificacdes. As coletas serdo
realizadas pelo periodo da manha (9 — 9,5 h), devendo o voluntario nao ter ingerido alimentos,
medicamentos ou realizado procedimentos de higiene bucal por 2 h antes da coleta. Apés enxague bucal
com agua destilada durante 1 min, serdo aguardados 5 min. para a estimulacédo da salivagcdo através da
mastigacdo um pedaco padronizado de Parafilm®, e coleta de um total de 10 ml de saliva em tubo de vidro
esterilizado, o qual sera mantido em banho de gelo. As amostras de saliva serdo processadas
imediatamente ap0s a coleta, sendo primeiramente acrescidas de ditiotreitol (DTT) a 2,5 mM (para permitir a
filtrag&o) (Camargo et al., 2018), clarificadas por centrifugagdo (17.000 x g, 15 min., 40C) e esterilizadas por
filtracdo sob vacuo, em filtros de baixa adsorcéo de proteinas com poros de 0,22 um de diametro (Nalgene).
Aliquotas das amostras serdo entdo mantidas em tubos de vidro a -700C até o momento do uso. Estas
amostras serao identificadas por niameros arbitrarios anotados no caderno de experimento de um dos
pesquisadores deste projeto (GNCS).

Andlises da formacao inicial de biofilmes através de microscopia eletrdnica de varredura (MEV): As fases
iniciais de formacéo de biofilmes pelas cepas estudadas serdo analizadas através de MEV, como descrito
anteriormente (Moraes et al., 2014), com minimas modificagfes. Resumidamente, laminulas de vidro serédo
tratadas com saliva humana estéril por 18h (40C) e transferidas horizontalmente para poc¢os de placas de 24
pocos contendo diluigBes 1:10 de culturas de S. sanguinis em BHI ou MQD (A550nm 0,3), em meio fresco
acrescido de 10% de saliva e suplementado ou ndo de 1% de sacarose. As placas seréo incubadas por 4h a
370C, sob atmosfera de 10% CO2, para a formacéo de biofilmes. As seguir, as laminulas serdo gentilmente
lavadas com PBS (pH 7,4) e processadas para microscopia eletrénica da varredura. Imagens digitais dos
biofilmes serdo obtidas em microscépio eletrénico de varredura (JSM 5600LV; JEOL, Japao) disponivel no
Centro de Microscopia e Imagens (CMI) da FOP-UNICAMP. As absorbéncias (A550nm) das culturas
bacterianas de cada poco também serdo determinadas, para o monitoramento do crescimento planctdnico.
Serao realizados pelos menos trés experimentos independentes

Analises de biofilmes maduros em placas de poliestireno: Para comparar a maturagéo de biofilmes entre a
cepa parental e as mutantes isogénicas, sera quantificada a biomassa de biofilmes formados por estas
cepas em placas de poliestireno durante 18h, como descrito em estudo
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anterior (Camargo et al., 2018). Para isto, seréo realizadas diluigBes (1:10) de culturas das cepas em BHI ou
MQD (com A550nm 0,3) em meio fresco contendo 10% de saliva estéril, suplementado ou ndo com 10% de
saliva. Volumes de 200 pl destas dilui¢cBes serdo transferidos em sextuplicata para placas de poliestireno de
96 pocos (Cral Plast, Cotia, SP). Pogos com o mesmo meio de cultura sem o indculo bacteriano seréo
utilizadas como controle negativo. As placas serdo entdo incubadas a 370C, sob atmosfera de 10% CO2,
durante 18h. A seguir, aliquotas das suspens8es serdo transferidas para outra placa de 96 pocos, para o
monitoramento do crescimento planctdnico através da leitura das absorbancias. Os biofilmes serdo entéo
lavados com agua destilada por trés vezes, para remoc¢éo das células pobremente aderidas, e a seguir,
corados com violeta cristal a 1% durante incubacéo a temperatura ambiente (30 min.). Apds nova série de
lavagens, os biofilmes serdo secos sob temperatura ambiente, durante 1 a 2 h. O corante dos biofilmes sera
entdo solubilizado em volumes de 200 pl de etanol durante incubacg&o por 30 min. a temperatura ambiente.
Volumes de 100 ul do corante eluido serédo transferidos para novas placas para leitura da A575nm, como
medida indireta de biomassa dos biofilmes. Pelo menos trés experimentos independentes serdo realizados.
Analises de biofilmes de 4 a 18 h através de microscopia confocal. Os biofilmes para as analises de
microscopia confocal serédo realizados como descrito por (Liu et al., 2017), com algumas modificacdes.
Culturas de 16 h das cepas SK36 e respectivos mutantes isogénicos em BHI ou MQD seréo diluidas (1:10)
em meio fresco suplementado com 10% de saliva estéril e contendo ou ndo 1% de sacarose. Estas diluicdes
serdo transferidas para placas de 24 pocos e incubadas a 370C (sob atmosfera de 10% de COZ2) durante 4,
18* e 24h. A seguir, os fluidos de cultura serao transferidos para outras placas, para monitoramento do
crescimento planctdnico, através da determinacdo das medidas de A550nm. Os biofilmes ser&o entéo
gentilmente lavados com PBS (pH 7,4) e corados com 1,5 uM Syto 9 (ThermoFisher Scientifc, E.U.A.)
durante 25 min. Apés remocgédo do corante, os biofilmes serdo gentilmente lavados com PBS e visualizados
em microscopio confocal TCS SP5 (Leica), disponivel no CMI da FOP-UNICAMP. Células coradas por Syto
9 serdo visualizadas através da excitacao a 488 nm, utilizando-se filtros para comprimentos de onda de 493
a 559 nm. As imagens obtidas em diferentes sec¢des Z serdo capturadas e analisadas utilizando-se o
software Image J. Serdo analisados biofilmes formados em trés experimentos independentes.

Andlise dos dados: Os biofilmes formados durante 4h sobre laminulas de vidro, serdo analisados a partir de
imagens digitais obtidas em aumento de 1.300 vezes, as quais seréo obtidas em 32 areas pré-determinadas
(96 x 63 um) igualmente distribuidas sobre as laminulas de vidro. Estas
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imagens serdo analisadas com auxilio do programa ImageJ Image Processing and Analysis software in Java
(NIH, http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html), para determina¢é@o do tamanho das areas das laminulas recobertas
por biofilmes obtidas de dois experimentos representativos (total de 64 imagens). O mesmo programa sera
utilizado, para comparacdo das medidas de profundidade (um) e coeficientes de rugosidade obtidos por
microscopia confocal. Os valores de area e biomassa obtidos nas analises de MEV e confocal e as medidas
de absorbancia dos biofilmes obtidas em placas de microtitulacdo serdo comparados entre as cepas,
utilizando-se teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn, ou através de analises de
Mann-Whitney, nas quais cada cepa mutante sera comparada individualmente a cepa parental SK36. As
diferencas serdo consideradas estatisticamente significantes, quando valores de p forem inferiores a 0,05.
Resultados esperados: Espera-se com este estudo, elucidar o papel dos genes srpA, spxB, gtfP, ssa_0094
e iga nos diferentes estagios de formacgdo do biofilme de S.sanguinis. E possivel que os produtos
codificados por esses genes sejam importantes para a dindmica de formacao de biofilme de S.sanguinis
desde a adesdo inicial até a maturagdo, uma vez que essas enzimas estéo relacionadas com a degradacao
de componente do sistema imune presente na pelicula adquirida e com o aumento da biomassa. Portanto,
compreender as fungbes destes genes no processo de formagédo de biofilme S.sanguinis € importante para
o desenvolvimento de estratégias de controle de biofilmes dentarios.

Local de realizacdo da pesquisa: A pesquisa sera realizada na Faculdade de Odontologia de Piracicaba —
FOP na Area de Microbiologia e Imunologia do Departamento de Diagnéstico Oral. Os ensaios seréo
realizados no Laboratorio de Biologia Molecular e no Laboratoério de Cultura de Células, ambos localizados
na Area de Microbiologia e Imunologia. Adicionalmente sera utilizado o Centro de Microscopia e Imagem da
FOPUNICAMP. Os exames clinicos serao realizados na area de Bioquimica da FOP-UNICAMP.

O cronograma proposto para a pesquisa no projeto informa o inicio em 2019, o término em 2021 e prevé
cerca de 36 meses para conclusdo do estudo. O cronograma descrito na PB indica que a pesquisa sera
iniciada em 01/06/2019 e ser& concluida em 17/12/2021, em cerca de 31 meses.

A LISTA DE PESQUISADORES CITADA na capa do projeto de pesquisa inclui Victor Aragdo Abreu de
Freitas (Cirurgido-Dentista, Doutorando no PPG em Biologia Bucodental, Area de Microbiologia e
Imunologia, da FOP/UNICAMP, Pesquisador responsavel), Johnny Naoki Soares (Graduando no curso de
Odontologia da FOP/UNICAMP, Pesquisador participante), Isabela Camargo Graduanda no curso de
Odontologia da FOP/UNICAMP, Pesquisadora participante), Eduardo Martinelli Franco (Bidlogo, Mestrando
no PPG em Biologia Bucodental, Area de Microbiologia e Imunologia, da
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FOP/UNICAMP, Pesquisador participante), Geovanny Nilton Cuya Salvatierra (Cirurgido-Dentista,
Mestrando no PPG em Biologia Bucodental, Area de Microbiologia e Imunologia, da FOP/UNICAMP,
Pesquisador participante), Livia Araujo Alves (Cirurgia-dentista, Pés-doutoranda no Departamento de
Diagnéstico Oral da FOP/UNICAMP, Pesquisadora participante) e Renata de Oliveira Mattos-Graner
(Cirurgia-dentista, Docente do Departamento de Diagnéstico Oral da FOP/UNICAMP, Pesquisadora
participante), o que é confirmado na declaracdo dos pesquisadores e na PB.

Objetivo da Pesquisa:

HIPOTESE: Estudos prévios do nosso grupo revelaram dois sistemas reguladores de transcricdo de dois
componentes (SDC) que modulam a formac¢éo de biofilmes por S. sanguinis, os SDCs VicRK e SptRS
(Moraes et al., 2014;Camargo et al., 2018). Como SDCs tipicos, ambos estes sistemas sdo formados por
uma proteina sensora de membrana histidina quinase, a qual ao detectar sinais ambientais especificos, se
auto-fosforila no residuo de histidina especifico e transfere o grupo fosfato para a segunda proteina do
sistema, o regulador de resposta cognato intra-citoplasmatico. Ao ser fosforilado, este regulador de resposta
assume uma conformacédo capaz de se ligar as sequéncias reguladoras dos genes alvo, 0s quais tem sua
transcricdo ativada ou reprimida (Mattos-Graner and Duncan, 2017). A inativa¢do de ambos os SDC VicRK
e SptRS na cepa S. sanguinis SK36 altera significativamente a formacgéo de biofilmes. A inativacdo de
VicRK reduz a formacao de biofilmes associada a inibicdo da transcricdo dos genes spxB e gtfP, ssa_0094,
enquanto que a inativacdo de SptRS promove o aumento da formacdo de biofilmes associada ao aumento
significativo da transcricdo dos genes spxB e iga. Portanto, andlises destes dois SDCs reforcam a hipétese
de que os genes spxB, gtfP, ssa_0094 e iga participam de forma coordenada na formag&o de biofilmes por
S. sanguinis. Analises da participacdo destes genes na formacao e maturacao de biofilmes de S. sanguinis
podera portanto gerar informagfes importantes para a compreensdo dos mecanismos moleculares de
formacao de biofilmes por esta espécie.

OBJETIVO PRIMARIO: Investigar a influéncia dos genes de S.sanguinis potencialmente envolvidos na
producdo de eDNA e de expolissacarideos (srpA, spxB, gtfP, ssa_0094 e iga) na capacidade de S.sanguinis
formar biofilmes.

OBJETIVOS SECUNDARIOS: 1) Avaliar o efeito da inativacio dos genes srpA, spxB, gtfP, SSA_0094 e iga
na capacidade da cepa S. sanguinis SK36 de iniciar biofilmes in vitro sobre superficies recobertas com
saliva humana em meio de cultura complexo (BHI) e meio quimicamente definido (MQD) suplementado ou
ndo com 0,1% de sacarose.2) Avaliar o efeito da inativacdo dos genes srpA, spxB, gtfP, SSA_ 0094 e iga, na
maturacéo de biofilmes formados in vitro pela cepa SK36 durante 18 h, na presenca de saliva humana, sob
as mesmas condi¢cdes nutricionais indicadas no
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objetivo especifico 1. 3) Avaliar o efeito da inativagdo dos genes srpA, spxB, gtfP, SSA_0094 e iga em SK36
na quantidade de biomassa e na estrutura tridimensional de biofilmes formados in vitro na presenca de
saliva humana sob as condi¢8es nutricionais indicadas no objetivo 1.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Quanto aos riscos e desconfortos previstos para os participantes, os pesquisadores informaram que “N&do ha
riscos previsiveis, exceto a possivel fatiga muscular para estimulo da mastigagéo. Isto sera minimizado,
porque a saliva seré coletada durante tempo maximo de 10 min. O pesquisador envolvido na coleta de
saliva devera ser previamente treinado para aplicar os procedimentos de coleta salivar. Os laboratérios da
area de Microbiologia e Imunologia da FOP/UNICAMP possuem estrutura de seguranca adequada para esta
pesquisa”.

Quanto aos beneficios diretos previstos para os participantes, os pesquisadores informaram que “As
pessoas que apresentarem interesse em participar da pesquisa passarao por uma triagem para obedecer ao
critério de inclusao relacionado a condigdo de saude bucal. Para isso, sera realizado um exame clinico
odontolégico geral acompanhando de instrucdes de higiene oral, o exame pode levar ao diagnéstico de
condi¢Bes patoldgicas desconhecidas pelo voluntario. O voluntério sera informado sobre a sua situacéo de
saude oral no momento do exame e, quando necessario, sera orientado a procurar assisténcia odontolégica
especializada”.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Quanto ao modo de abordagem dos participantes da pesquisa para a obtenc¢édo do TCLE os pesquisadores
informaram que “Estudantes de Pds-Graduacédo da FOP com idades entre 25 e 35 anos, saudaveis serédo
abordados e convidados a participar da pesquisa, apds ter-lhes sido explicado os objetivos da pesquisa e 0s
detalhes de como sera feita a coleta de sangue e sua utilizacdo na pesquisa. As pessoas que se
interessarem em participar deverdao entdo ler o TCLE e esclarecer todas as dlvidas, para que sua
participacao seja registrada. O aceite em participar ou ndo da pesquisa ndo envolvera o recebimento de
beneficios financeiros ou de servico, deixando claro que ndo havera obrigatoriedade na participagéo e que
os voluntarios ndo devem possuir nenhum tipo de dependéncia com os pesquisadores envolvidos neste
projeto”.

Quanto a justificativa para participacao de grupos vulneraveis os pesquisadores informaram que “Estudantes
de Pés-graduacao sdo considerados grupo vulneravel. As razdes pelas quais pessoas deste grupo serédo
selecionadas incluem: 1) facilidade para padronizacdo da faixa etaria, uma vez que geralmente os pos-
graduandos estao dentro da faixa etaria ideal para este estudo; 2) maior capacidade de compreenséo dos
objetivos da pesquisa e dos seus beneficios cientificos; 3) facilidade para o recrutamento e agendamento
das coletas de amostra, pois 0s pés-graduandos
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frequentam a FOP-UNICAMP com regularidade e apresentam horarios flexiveis; 4) conveniéncia aos
voluntarios para comparecer para a coleta de saliva, uma vez que estas podem ser realizadas nos horarios
em que os pés-graduandos e encontra na FOP; 5) diminuicdo de problemas decorrentes do néo
cumprimento do agendamento para coleta das amostras; pés-graduandos conhecem as rotinas de pesquisa
laboratorial e por isto demonstram maior comprometimento com pesquisas cientificas”.

Quanto as medidas para protecao ou minimizacao dos desconfortos e riscos previsiveis os pesquisadores
informaram que “N&o ha riscos previsiveis, exceto a possivel fatiga muscular para estimulo da mastigacgéo.
Isto serd minimizado, porque a saliva sera coletada durante tempo maximo de 10 min. O pesquisador
envolvido na coleta de saliva devera ser previamente treinado para aplicar os procedimentos de coleta
salivar. Os laboratérios da area de Microbiologia e Imunologia da FOP/UNICAMP possuem estrutura de
seguranca adequada para esta pesquisa”.

Quanto as medidas de protecdo a confidencialidade os pesquisadores informaram que “Todos aos tubos
com as amostras de saliva de cada voluntario serdo codificados pelo pesquisador envolvido na coleta. Os
voluntarios ndo serdo identificados nas publica¢cdes e outras formas de divulgacdo dos resultados
cientificos”.

Quanto a previsao de ressarcimento de gastos os pesquisadores informaram que “Os voluntarios néo terdo
gastos com a participacdo desta pesquisa, uma vez que 0os mesmos estardo na Faculdade de Odontologia
de Piracicaba por outros motivos, sendo que os horéarios de coleta de sangue serdo agendados para 0s
horarios mais convenientes para os mesmos”.

Quanto a previsédo de indenizacdo e/ou reparacdo de danos os pesquisadores informaram que “Como
mencionado, os riscos associados a participagéo voluntéria de coleta de saliva séo minimos, ndo havendo
previsdo de indenizacdo ou reparacdo de danos”.

Quanto aos critérios para suspender ou encerrar a pesquisa os pesquisadores informaram que “Por nédo
envolver procedimentos que causem possiveis danos ou efeitos colaterais aos voluntarios desta, o presente
projeto de pesquisa s sera encerrado ao final do periodo experimental”.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

A FR foi apresentada preenchida (6 participantes, sendo a FAPESP o patrocinador principal) e assinada
pelo pesquisador responsavel (Dr Victor Aragdo Abreu de Freitas) e pelo Diretor da FOP-UNICAMP (Dr.
Francisco Haiter Neto).

A capa do projeto cita os dados solicitados pelo CEP-FOP.

Foi apresentada a declaracédo dos pesquisadores, adequadamente preenchida e assinada.

Foi apresentada a declaragéo da instituicdo, adequadamente preenchida e assinada.
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Foi apresentada a autorizacdo de acesso e uso do Consultério de pesquisa clinica da area de Bioquimica da
FOP-UNICAMP, assinada pela Profa. Dra. Cinthia Pereira Machado Tabchoury.

Comentéario — Os pesquisadores devem obter e manter em arquivo até o final do estudo a autorizagéo para
acesso e uso dos Microscopios Eletronicos de Varredura e Confocal.

O modelo de TCLE foi apresentado e esta adequado.

Havera retencdo de amostras para armazenamento em banco? Sim Justificativa: As amostras de saliva
coletadas dos voluntarios serdo esterilizadas por filtragdo e entdo armazenadas a -70 °C, somente para uso
em experimentos de formacéo de biofilmes de S. sanguinis na presenca de saliva humana esterilizada por
filtragdo em membranas com poros de 0,22 um de didmetro. Com o biorrepositério, estes experimentos
poderdo ser realizados em dias diferentes da coleta de saliva dos voluntarios. Assim, eliminaremos a
necessidade de realizar as coletas de saliva nos mesmos dias da realiza¢do dos ensaios laboratoriais, o que
oferecera maior flexibilidade e conforto aos voluntarios para agendamento das coletas e facilitara a
programacao dos experimentos pelos pesquisadores. Os componentes salivares sdo estaveis, quando
armazenadas a -70 °C. As amostras serdo armazenadas durante a duracéo deste projeto, o suficiente para
cumprirmos o cronograma de realizacdo da pesquisa. Apds este periodo, as amostras serdo inativadas e
descartadas segundo protocolos de biosseguranca adequados.

Foi apresentado o regulamento de Biorrepositorio relativo as amostras que seréo coletadas neste protocolo.
O orcamento descrito na PB informa que a pesquisa tera custo de R$ 18.000,00, para aquisi¢cdo de material
de consumo e que sera bancada pela FAPESP.

A pesquisa foi classificada na Grande Area 4 (Ciéncias da Satde) e tem como titulo pablico “Analises da
participacdo dos genes envolvidos na producdo de DNA extracelular e exopolissacarideos na formagéo de
biofilmes por S. sanguinis®.

A pesquisa néo foi classificada nas areas tematicas especiais. A Instituicdo proponente da pesquisa € a
Faculdade de Odontologia de Piracicaba — Unicamp e nao foi listada Instituicdo Coparticipante.

Recomendagdes:

As recomendac¢des a seguir ndo sao pendéncias e podem ou ndo ser aplicaveis ao protocolo em tela. Nao
ha necessidade de resposta as mesmas. RECOMENDAGCAO 1- E obrigacdo do pesquisador desenvolver o
projeto de pesquisa em completa conformidade com a proposta apresentada ao CEP. Mudancas que
venham a ser necessarias apés a aprovacao pelo CEP devem ser comunicadas na forma de emendas ao
protocolo por meio da PB. RECOMENDACAO 2- Apds a aprovacdo do protocolo de pesquisa os
pesquisadores devem atentar para a necessidade de envio de relatoérios
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parciais de atividade (no minimo um a cada 12 meses) e do relatorio final de atividade (ao término da
pesquisa). Os pesquisadores devem informar e justificar ao CEP a eventual necessidade de interrup¢éo ou
interrupcg&o total ou parcial da pesquisa. RECOMENDAGCAO 3- Reforca-se a necessidade do registro de
Biorrepositérios para as amostras bioldgicas coletadas e que ndo sejam de uso imediato. A intencéo deve
ser registrada no projeto, no Regulamento do Biorrepositério e no TCLE que sera assinado pelo participante.
RECOMENDACAO 4- Os pesquisadores devem atentar para a necessidade de aplicacdo de TCLE para
coleta de amostras a serem estocadas em Biobancos e Biorrepositorios e para a necessidade de aplicacéo
de novo TCLE quando da realiza¢do de novas pesquisas com o material estocado. RECOMENDACAO 5-
Pesquisas com dentes doados por profissionais de salde ainda séo toleradas em hipétese pelo CEP-FOP,
mas o0s pesquisadores devem estar cientes de que esta solucao dista do ideal ético de consulta direta ao
participante por meio de TCLE especifico da pesquisa ou da obtencao dos dentes a partir de um Biobanco
de dentes e que estas Ultimas situagGes deveriam ser escolhidas em substituicdo a primeira.
RECOMENDAGCAO 6- Os pesquisadores devem manter os arquivos de fichas, termos, dados e amostras
sob sua guarda por pelo menos 5 anos ap6s o término da pesquisa. RECOMENDAGCAO 7- Destaca-se que
0 parecer consubstanciado é o documento oficial de aprovacao do sistema CEP/CONEP e os certificados
emitidos pela secretaria do CEP-FOP, a pedido, apos a aprovacao final do protocolo, s6 tém valor simbolico
e devem ser evitados. RECOMENDAGCAO 8- Intercorréncias e eventos adversos devem ser relatados ao
CEP-FOP por meio da PB. RECOMENDAGCAO 9- Os pesquisadores devem encaminhar os resultados da
pesquisa para publicacao e divulgacdo, com devido crédito a todos que tenham colaborado com a
realizagdo da pesquisa. RECOMENDAGCAO 10- O parecer do CEP-FOP ¢ fortemente baseado nos textos do
protocolo encaminhado pelos pesquisadores e pode conter inclusive trechos transcritos literalmente do
projeto ou de outras partes do protocolo. Trata-se, ainda assim, de uma interpretacdo do protocolo. Caso
algum trecho do parecer ndo corresponda ao que efetivamente foi proposto no protocolo, os pesquisadores
devem se manifestar sobre esta discrepéncia. A ndo manifestacdo dos pesquisadores sera interpretada
como concordancia com a fidedignidade do texto do parecer no tocante a proposta do protocolo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
N&o ha pendéncias por resolver (vide texto acima).

Consideracdes Finais a critério do CEP:
Parecer de aprovacgédo de Protocolo emitido "ad referendum" conforme autorizagdo do Colegiado na reuniao
de 08/05/2019. Sera submetido para homologagédo na reunido de 12/06/2019.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Qoo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo

Outros CEPCompleto.pdf 07/05/2019 |jacks jorge junior Aceito
08:59:11

Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 06/05/2019 Aceito

do Projeto ROJETO 1332708.pdf 16:43:34

Projeto Detalhado / | 2Projeto.pdf 06/05/2019 |VICTOR ARAGAO Aceito

Brochura 16:42:32 |ABREU DE FREITAS

Investigador

Declaracéo de Regulamento_biorrepositorio.pdf 12/04/2019 [VICTOR ARAGAO Aceito

Manuseio Material 08:23:36 |ABREU DE FREITAS

Bioldgico /

Biorepositorio /

Biobanco

Declaracéo de 54AltInfra.pdf 12/04/2019 |[VICTOR ARAGAO Aceito

Instituicdo e 08:23:22 |ABREU DE FREITAS

Infraestrutura

Declaracéo de 52Declnst.pdf 12/04/2019 |VICTOR ARAGAO Aceito

Instituicdo e 08:22:36 |ABREU DE FREITAS

Infraestrutura

Declaracéo de 51DecPesq.pdf 12/04/2019 [VICTOR ARAGAO Aceito

Pesquisadores 08:20:48 | ABREU DE FREITAS

TCLE/ Termos de |4TCLE.pdf 12/04/2019 |VICTOR ARAGAO Aceito

Assentimento / 08:20:13 |ABREU DE FREITAS

Justificativa de

Auséncia

Brochura Pesquisa |4Comentarios.pdf 12/04/2019 |VICTOR ARAGAO Aceito
08:19:57 [ABREU DE FREITAS

Folha de Rosto 1Folhaderosto.pdf 10/04/2019 |VICTOR ARAGAO Aceito
22:11:09 | ABREU DE FREITAS

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro: Areido
UF: SP

Telefone:  (19)2106-5349

Municipio:

PIRACICABA, 03 de Junho de 2019

Assinado por:

jacks jorge junior
(Coordenador(a))

Av.Limeira 901 Caixa Postal 52

CEP: 13.414-903

PIRACICABA
Fax:

(19)2106-5349

E-mail:

cep@fop.unicamp.br
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Piracicaba, 07 de fevereiro de 2020.

A Comissio Interna de Biosseguranga
Faculdade de Odontologia de Piracicaba - UNICAMP

Ref. Requerimento no. 003/2019

Solicito junto & Comisséio Interna de Biosseguran¢a da Faculdade
de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP (CIBio-FOP), solicito alteragdes no
projeto intitulado “Anélises da participagdo dos genes envolvidos na producdo de
DNA extracelular e exopolissacarideos na formagdo de biofilmes por Streptococcus
sanguinis”, referente ao requerimento n°. 003/2019. Estas sdo encaminhadas como
a versdo 2 do referido requerimento e envolvem a inclusdo de novos mutantes
isogénicos obtidos ou a serem construidos a partir das cepa S. sanguinis SK36, os
quais serdo defectivos nos seguintes genes: nox, swan, srtd, pepO, cppA, covR, vicK,
sptR ou sptR. Esclarego que alguns destes mutantes foram obtidos em projeto
anterior autorizado pela CIBio-FOP (requerimento A001/2018), cuja vigéncia
terminou em 31 de dezembro de 2019. Solicito também a inclusdo de nova cepa
parental S. sanguinis (SK330), para obten¢do de mutantes dos mesmos genes
utilizando-se as mesmas estratégias descritas para a cepa SK36. Novos ensaios para
determinagio da deposi¢gio de proteinas do sistema complemento e
opsonofagocitose, através de andlises in vitro de citometria de fluxo também foram
incluidas nas alteragdes. Além disto, solicito a inclusdo do aluno de doutorado,
Hassan Naveed, do Programa de Biologia Buco-Dental da Area de Microbiologia e
Imunologia, como membro da equipe técnica, o qual obteve capacitagio em
Biosseguranga com aprovagdo da CIBio-FOP no segundo semestre de 2019. Para
isto, encaminho respeitosamente para a analise da CIBio-FOP, a versdo 2 do

Requerimento n°. 003/2019, com todas as alteragSes acima descritas.

Atenciosamente,
i / |

Pes sadora re ponsavel

Profa. Dra. Renata de Olivgira Mattos Graner
Depto. de Diagnostico Oral Area de Mlcroblologla e Imunologia
Matricula n°. 296098; tel. 19 2106 5379

Profa. Dra. Renata de Oliveira Matios Granner
Prof. Associado | - Maty. 29.609-8

Area de Microbioiogia e Imunologia
5 FOP/UNICAMP
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