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Castillo Pedraza MC. Modulacdo de genes e de seus produtos afeta a viruléncia de
Streptococcus mutans [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2019.

RESUMO

Streptococcus mutans orquestra a formacdo de biofilmes cariogénicos através da
producdo da matriz extracelular que contém exopolissacarideos (EPS), DNA
extracelular (eDNA) e acidos lipoteicéicos (LTA). EPS sdo um marcador de viruléncia
para carie, mas ndo esta claro como os genes associados com eDNA (IytS e IytT) e
LTA (dItA e ditD) afetam a viruléncia de S. mutans. Portanto, avaliou-se como os genes
IytST, dItAD e gtfB (EPS-insollveis) afetariam o desenvolvimento de lesfes cariosas
em ratos e a sobrevivéncia de larvas (Galleria mellonella) apés infeccdo sistémica e
para esclarecer sua contribuicdo na patogenicidade dessa bactéria. Ainda, avaliou-se
o efeito dos tratamentos topicos com miricetina (afeta a sintese de EPS), composto
1771 (modula o metabolismo do LTA) e flior (prevencédo da carie) sobre biofilmes in
vitro de S. mutans. Alimentou-se 0s ratos com dieta cariogénica e inoculou-se com
cepa parental UA159 e cepas com delecao de genes AlytS, AdItD e AgtfB (n=14). Apos
5 semanas, avaliou-se as populacdes microbianas (cultivavel total e S. mutans) e as
lesbes de cérie. Injetou-se a cepa parental e as cepas com dele¢cdo de genes AgtfB,
AlytS, AlytT, AdItA e AdItD na hemocele de larvas e registrou-se a sobrevivéncia das
larvas longitudinalmente (n=10). Formou-se biofiimes de S. mutans sobre discos de
hidroxiapatita revestidos com pelicula salivar e realizou-se tratamentos topicos duas
vezes ao dia: miricetina (Mir), composto 1771, flior (F) Mir+1771, Mir+F, 1771+F,
Mir+1771+F e veiculo (controle) (n=6). Determinou-se nesses biofilmes diversos
parametros: biomassa, populacdo, componentes da matriz (EPS sollveis e insollveis
em agua, eDNA e LTA), arquitetura tridimensional e expressdo génica. Ainda, avaliou-
se a citotoxicidade dos tratamentos (n=8). Na andlise da populacdo microbiana em
ratos, a proporcdo de S. mutans na microbiota total recuperada foi maior para o grupo
UA159 versus os grupos com delegédo (15, 3 e 6 vezes para AgtiB, AlytS e AdItD,
respectivamente). UA159 produziu maior numero de lesdes de carie, com maior
severidade (lesbes em dentina): no esmalte (50% mais lesdes) e na dentina (>80%
mais cavidades) de superficies lisas e superficie sulcal (x30% mais lesbes em esmalte
e >60% mais lesbes em dentina) ao ser comparada com as cepas com delecdo. A
sobrevivéncia de G. mellonellafoi menor em larvas infectadas com UA159, seguido
de AgtfB quando comparado com as outras cepas com delecéo génica. Tratamentos
com miricetina e composto 1771 isolados resultaram em biofilmes com menores
contagens de S. mutans, biomassa, EPS solliveis e insoliveis (vs. veiculo).
Entretanto, a combinagao Mir+1771+F foi mais eficaz, pois diminuiu a contagem de S.
mutans (3 logs), biomassa (60%), EPS sollveis (74%) e insollveis (87,5%) (vs.
veiculo). Ainda, essa estratégia afetou negativamente eDNA, LTA, alterou o tamanho
das microcolbnias e inibiu a expressdo dos genes gtfBC. Adicionalmente, 0s
tratamentos Mir+1771 e Mir+F (vs. controle de viabilidade) foram levemente



citotoxicos (reducdo de viabilidade celular em 13% e 25%, respectivamente). Portanto,
0s genes IytST, dItAD e gtfB contribuem para a cariogenicidade e a viruléncia de S.
mutans; a estratégia com miricetina e composto 1771 modula os produtos destes
genes, tornando-a promissora para o controle desses biofilmes.

Palavras chave: Carie dentaria. Streptococcus mutans. Placa dentaria.



Castillo Pedraza MC. Modulation of genes and their products affects the virulence of
Streptococcus mutans [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia
da UNESP; 20109.

ABSTRACT

Streptococcus mutans orchestrates the cariogenic biofilms formation through the
production of an extracellular matrix that contains exopolysaccharides (EPS),
extracellular DNA (eDNA), and lipoteichoic acids (LTA). EPS is a virulence marker of
dental caries, but it is unclear how genes associated with eDNA (IytS and IytT) and
LTA (dItA and dItD) affect S. mutans virulence. Therefore, this study evaluated how the
genes IytST, dItAD and gtfB (insoluble EPS) affected the development of carious
lesions in rats and the survival of larvae (Galleria mellonella) after systemic infection
to clarify its contribution to the pathogenicity of S. mutans. Also, it assessed the effect
of topical treatments with myricetin (affects EPS synthesis), compound 1771
(modulates LTA metabolism) and fluoride (caries prevention) on in vitro S. mutans
biofilms. The rats received a cariogenic diet and were inoculated with the parental
strain UA159 and its strains with deletion of genes AlytS, AdItD, and AgtfB (n=14). After
five weeks, viable microbial populations (total cultivable and S. mutans) and caries
lesions were evaluated. Larvae were inoculated by intra-hemocoel injection with the
parental strain and deletion strains AgtfB, AlytS, AlytT, AdItA, and AdItD, and larval
survival was recorded longitudinally (n=10). S. mutans in vitro biofilms were formed on
saliva-coated hydroxyapatite discs and topically treated twice-daily: Myricetin (Myr),
Compound 1771, Fluoride (F), Myr+1771, Myr+F, 1771+F, Myr+1771+F, and vehicle-
control (n=6). The biofilms were evaluated to determine biomass, viable S. mutans
counts, matrix components (water-soluble and -insoluble EPS, eDNA, and LTA),
tridimensional architecture, and gene expression. Also, the cytotoxicity of the
treatments was evaluated. In the rodent caries model, the proportion of S. mutans in
total microbiota recovered was higher for the UA159 group versus the deletion groups
(15, 3 and 6-fold for AgtfB, AlytS, and AdItD, respectively). The parental strain UA159
yielded higher number of caries lesions that were also more severe (lesions in dentin):
on enamel (50% more lesions) and dentin (>80% more cavities) of smooth surfaces,
and on enamel (=z30% more lesions) and dentin (>60% more lesions) sulcal surfaces
when compared to the deletion strains. The G. mellonellasurvival was lower in UA159-
infected larvae, followed by AgtfB-infected when compared to other gene deletion
strains. Topical treatments with either myricetin or compound 1771 alone led the
biofilms with lower amounts of S. mutans viable counts, biomass, water-soluble, and
water-insoluble EPS (vs. vehicle). However, the combination Myr+1771+F was more
efficient, as it decreased 3 logs of S. mutans counts, 260% of the biomass, 74% of %
water-soluble EPS, and 87.5% of water-insoluble EPS counts (vs. vehicle). Also, this
strategy negatively affected eDNA, LTA, altered the size of microcolonies, and
inhibited the expression of gtfBC genes. Additionally, Mir+1771 and Mir+F (25%)
treatments (vs. viability control) were mildly cytotoxic (reduction of viability by 13% and



25%, respectively). Therefore, the genes IytST, dItAD, and gtfB contribute to the
cariogenicity and virulence of S. mutans; a strategy with myricetin and compound 1771
modulates the products of these genes, making it a promissory approach to control
cariogenic biofilms.

Keywords: Dental caries. Streptococcus mutans. Dental biofilm.
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1 INTRODUCAO

A carie dentaria acontece pela constante producdo de metabdlitos microbianos
(acido organicos), que acidificam o biofilme e afetam os cristais de hidroxiapatita
(desmineralizacédo)?, que é o principal componente no esmalte. A desmineralizacéo é
considerada “normal” quando € alternada com a remineralizacdo (ions de calcio e
fosfato na saliva ajudam a evitar a perda de tecido mineralizado) com o objetivo de
neutralizar os processos degenerativos da céarie?34. Quando a desmineralizacdo
supera este processo dinamico, aparecem lesdes cariosas irreversiveis que, se nao

tratadas adequadamente, podem levar ao detrimento dentario.

Interacbes entre substrato (dente), dieta rica em carboidratos e biofilme
microbiano!*6.” sdo necessarias para a ocorréncia da carie. Além disso, outros fatores
podem interagir e contribuir com a doenca, como os fatores ambientais dentro da
cavidade bucal (higiene, fluxo salivar, pH, proteinas, Ca?* PO4%) e fatores pessoais
do individuo (renda, perfil sécio - demogréafico, acesso a salde dental, atitudes)8. A
carie pode afetar criancas e adultos sem distin¢cdo de sexo ou cultura, tornando-se um

problema de salde publica mundial®19,

A céarie pode ndo apresentar sintomas, mas na maioria dos eventos avangados
(com presenca de cavidades), o individuo sente desconforto e dor intensa,
acompanhado de inflamacdo na polpa e/ou abcesso dentario, tornando a pessoa
incapaz para exercer atividades diarias'l. Neste caso, o tratamento pode ser
endoddntico ou exodontia. A perda dentaria pode gerar baixa autoestima, problemas

na fonética, dificuldade no processamento dos alimentos e na interacao social.

Estratégias de prevencdo da carie incluem a escovacdo diaria com dentifricio
contendo fllior (minimo trés vez ao dia)'?, a utilizagdo do fio dental (minimo uma vez
ao dia), restricdo de acucares na dieta e consultas com o cirurgido-dentista para
profilaxia dentaria (cada 6 meses), aplicacédo de fllor e selantes!l. Entretanto, com
todas essas estratégias, a carie continua sendo considerada a doenca mais
prevalente no mundo. Segundo Global Burden of Disease Study (GBD) 1990 - 2016,
as doencas na cavidade bucal afetam a metade da populacédo mundial (3580 milhdes),
sendo a carie a mais prevalente entre elas3. Estima-se que, no mundo, 2400 milhdes
de pessoas apresentam carie em dentes permanentes e 489 milhdes de criancas

sofrem de caries nos dentes deciduos?s.
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Existem aproximadamente 700 espécies de microrganismos que habitam a
cavidade bucal'*, onde Streptococcus mutans desempenha um papel importante na
etapa de transicdo da forma ndo-patogénica para biofilmes altamente cariogénicos?®.
Embora existam outros microrganismos que apresentem a capacidade de produzir
acido e viver no acido, S. mutans destaca-se pela sua capacidade de produzir uma
matriz extracelular rica em exopolissacarideos®. S. mutans sdo cocos Gram positivos,
anaerobios facultativos; e tem sido estudado por meio de diversas técnicas

bioquimicas, sorolégicas e genéticas.

Os carboidratos disponiveis na dieta diaria favorecem a formacédo de um biofilme
altamente coesivo. Os microrganismos utilizam a sacarose para modular a construcao
da matriz extracelular mediante as frutosiltransferases (Ftfs) e glicosiltransferases
(Gtfs), que sintetizam exopolissacarideos (EPS)*>17-20 Ainda, a presenca de amido
aumenta o poder cariogénico da sacarose?2?3, A ingestdo frequente desses
carboidratos intercalados aumenta a aderéncia de S. mutans e demais
microrganismos sobre a superficie de hidroxiapatita?4, favorecem a producdo acida
dentro do biofilme?°25 e proporciona estabilidade e integridade a matriz

extracelularl®.26-28,

A capacidade de S. mutans para formar biofilmes com uma matriz extracelular
rica em EPS é significativa para a ocorréncia da céarie?®, mas também existe relacdo
com casos de bacteremia e de endocardite infecciosa (EI) com o desenvolvimento de
biofilme formado por esse microrganismo3%31, ElI é uma infeccdo no endocardio
normalmente acontece quando uma bactéria de outra parte do corpo, como as
encontradas na cavidade bucal, se dissemina pela corrente sanguinea alojando-se
nas areas danificadas do revestimento interno do coracdo (endocéardio). As bactérias
aproveitam as condi¢cdes favoraveis de crescimento para deposicdo e formacdo de
biofilme32. Independentemente do lugar da formacgéo do biofilme, todo biofilme tem
pelo menos uma propriedade em comum, a presenga de uma matriz derivada de

microrganismosss.

7

Matriz extracelular é considerada como uma barreira de protecdo contra
substancias nocivas que impedem o desenvolvimento do biofilme33. Matriz
extracelular de biofilmes cariogénicos tem os EPS como componentes indispensaveis
para a sua construcdo e estruturacdo tridimensional (3D)193334, S, mutans é um

grande produtor de substancias poliméricas extracelulares incluindo EPS, DNA
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extracelular (eDNA) e &cido lipoteicdicos (LTA)16243334 Esses componentes
encontrados na matriz, sdo importantes para sua construgdo?*. Ainda, sdo
identificados dentro da matriz de biofilmes orais outros componentes: proteinas,

lipidios e lipopolissacarideos (derivados de espécies Gram negativas)3>-37,

O eDNA fornece integridade estrutural e estabilidade nos biofilmes de S.
mutans?3. Este componente da matriz pode ser liberado durante o processo de lise
celular e morte celular ou em algum momento pode também ser secretado por
microvesiculas ligadas a membrana38. A expressdo dos genes IytST, IrgAB e cidAB
de S. mutans estdo relacionados com a presenca de eDNA na matriz, quando 0s
carboidratos da dieta e as condi¢des ambientais sédo favoraveis?33°. O sistema IrgAB
/ cidAB é importante na formac&o do biofilme, na tolerancia ao estresse oxidativo e
na regulacdo da autdlise; estas funcdes sdo reguladas pelo sistema de dois
componente IytST através da disponibilidade de carboidrato via a proteina ccpA (do
inglés catabolite control protein A)39:40,

O LTA esta associado a aderéncia de estreptococos orais*42 e desempenha um
papel significativo na colonizacdo de bactérias Gram positivas, contribuindo com a
formacéo e a patogenicidade do biofilme#142, LTA encontra-se ligado na membrana
celular por uma lipoproteina e podem ser liberados para o ambiente extracelular3-4°,
especialmente durante a remodelagem da parede celular. O metabolismo deste
componente encontra-se associado a expressao dos genes do operon dItABCD e
SMU.775 de S. mutans?44546, Os genes de operon dItABCD adicionam os residuos
de D-alanina que favorecem a aderéncia das bactérias e a construcdo do
biofilme*4748, O gene SMU.775 (proteina hipotética) pode estar realizando a fungéo
do gene LtaS de Staphylococcus aureus e sintetizar o acido lipoteicdico poliglicerol-

fosfato a partir de fosfatidilglicerol>4°.

Assim, uma pesquisa in vitro com S. mutans cepa parental UA159 e cepas com
delecbdes de genes especfficos utilizados para modular eDNA (AlytS e AlytT), LTA
(AdItA e AdItD) e EPS insoluvel (AgtfB), avaliou a composicéo bioquimica da matriz?4.
Esse estudo detectou a presenca de eDNA, LTA, EPS sollveis e insollveis em agua
e proteinas solluveis na matriz de biofilmes monoespécie de S. mutans (cepa parental
UA159 e cepas com delecéo dos genes gtfB, IytS, IytT, dItA e dItD) e mistos (S. mutans
—cepa parental UA159 ou mutante, Streptococcus gordonii e Actinomyces naeslundii),

avaliados em dois momentos 67 e 115 horas. A delecédo de genes especificos afetou
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ndo sO a composicao da matriz, mas também a dinamica de populacdes bacterianas
e a arquitetura 3D de biofilmes. O desenho experimental de biofilme in vitro utilizado,
também mostrou que a auséncia dos genes |ytS e IytT induziram maior liberacdo de
eDNA; 0 mesmo ocorreu para os genes dItA e dItD quanto a presenca de LTA. Ainda,
esses biofilmes mostraram aumento de EPS sollveis e insoliveis, que se
incrementam ainda mais durante a maturagdo. Portanto, alteracées nos processos de
liberacdo de eDNA, LTA e EPS podem modificar a composicdo da matriz e interferir

na formacéo do biofilme?4.

S. mutans possivelmente apresenta outros sistemas que sdo ativados para
compensar a auséncia de atividades dos sistemas IytST e dItABCD que também
mantém as propriedades estruturais e funcionais da matriz do biofilme, pois era
esperado que a delecao de IytS e IytT diminuisse a quantidade de eDNA e que a
delecdo de dItA e dItD reduzisse a quantidade de LTA na matriz (versus a cepa
parental). No entanto, os dados mostraram mais eDNA e LTA em biofilmes com as
respectivas cepas de dele¢éo e a estrutura 3D foi distinta quando comparada a cepa
parental?®>. Essas caracteristicas poderiam ser por causa de alteracbes na
remodelacdo e composicdo da parede celular (e carga)324047.5051  pPorém, é
imprescindivel esclarecer minuciosamente as funcdes desses componentes, para
compreender a fisiologia do biofilme e assim direcionar terapias para prevenir e/ou

remover biofilmes cariogénicos.

Assim, essa pesquisa forneceu subsidios para a proposicao de estudos mais
detalhados do potencial de eDNA e LTA em conjunto com EPS na viruléncia de S.
mutans. Além disso, este estudo avaliou agentes (com acdo antimicrobiana) para
reduzir o desenvolvimento de biofilme de S. mutans, interferindo nas funcbes da
matriz. Investigar como esses genes influenciam na ocorréncia e severidade de carie
ajudardo a entender melhor a biologia de S. mutans e a inibicdo das funcdes e ou
composicdo da matriz pela aplicacdo de agentes especificos poderiam interferir nos

processos de estruturacdo de biofilmes cariogénicos.
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5 CONCLUSAO

Auséncia funcional dos genes gtfB, lyST e dItAD de S. mutans diminui a
cariogenicidade de biofilmes formados sobre a superficie dentaria e a viruléncia em
infeccBes sistémicas; ainda estratégia com miricetina e composto 1771 modula os
produtos destes genes, tornando-a uma terapia antibiofilme promissora. Portanto, as

conclusbes especificas desta pesquisa sao:

e Ainativacdo do gene gtfB, IytS e dItD desencadeia menor quantidade de lesbes
cariosas em modelo animal em superficies lisas e sulcos, pela auséncia dos seus
produtos que favorecem a formacéo do biofilme cariogénico.

e A auséncia dos genes gtfB, IytST e dItAD de S. mutans diminui a viruléncia desta
espécie em infec¢ao sistémica in vivo (modelo incipiente - Galleria mellonella). A
reducdo na infeccao sistémica pode serem parte porque a auséncia desses genes
tornou as cepas com delegdo (exceto AgtflB) mais suscetiveis ao estresse
oxidativo, que faz parte do sistema imune inato de G. mellonella.

e A aplicacdo topica do composto 1771 e da miricetina isoladamente impediu o
acumulo de biofilme de S. mutans (in vitro). No entanto, o efeito € mais
pronunciado quando foi combinado o composto 1771, a miricetina e o flior. A
estratégia combinada afeta a quantidade dos componentes na matriz, a
arquitetura 3D dos biofilmes e a expressdo dos genes que codificam exoenzimas
que sintetizam EPS.
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