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Resumo

A cérie representa a doenca humana mais prevalente no mundo, sua etiologia €
dependente de biofilme e da dieta. Os biofilmes sdo comunidades altamente
dindmicas e estruturadas de células microbianas que se encontram embebidas em
uma matriz extracelular tridimensional (MEC). Esta estrutura age como uma barreira
que limita a difusdo e fornece estabilidade e protecdo aos microrganismos.
Streptococcus mutans tem um potencial acidogénico e aciddrico, orquestra a
construcdo do biofiilme e modula sua viruléncia, produzindo acidos lipoteicoicos
(LTA), DNA extracelular (e€DNA) e exopolissacarideos (EPS), promovendo assim a
adesao e coesao microbiana. Ao mesmo tempo a MEC produzida dificulta a difuséo
de metabdlitos no biofilme. O objetivo do estudo foi determinar por meio de RT-
gPCR a dindmica da expressao de genes de S. mutans associados ao metabolismo
de LTA (dItABCD, SMU_775c), eDNA (IytST, IrgAB, ccpA) e exopolissacarideos
(gtfBCD, gbpB, dexA), durante o desenvolvimento da MEC de biofilmes mistos em
um estudo longitudinal. Biofilmes mistos de S. mutans UA159 (cepa parental) ou
AgtfB (mutante com delecdo do gene gtfB), Actinomyces naeslundii ATCC 12104 e
Streptococcus gordonii DL-1 foram formados em discos de hidroxiapatita revestidos
de pelicula salivar, e cultivados a 37° C e 5% de CO, em caldo triptona e extrato de
levedura contendo 25% de saliva e alternando 0,1% de sacarose (escassez) e 0,5%
de sacarose + 1% de amido (abundéancia). O pH do meio de cultura manteve-se
acido durante o periodo experimental, sendo menor apés longos periodos de
incubacédo. Todos os genes foram expressos em todas as idades (29, 43, 55, 67, 79,
91, 103 e 115 horas) nos dois tipos de biofilme, apresentado niveis distintos. Os
genes associados ao LTA e EPS foram expressos de um modo semelhante, tendo
maiores niveis de expressao duas horas apés o fornecimento de carboidratos o
mesmo comportamento foi registrado para as duas cepas, com maiores niveis de
expressao para UA159 parental. Os genes associados a eDNA apresentaram uma
dindmica de expresséao diferente entre a cepa parental e a cepa AgtfB. Para UA159
0s genes IrgAB foram altamente expressos em 29h, e ndo demostram ter uma

relacdo com os genes IytST, enquanto que no biofilme AgtfB observou-se uma



relacdo inversa entre IytS e IrgAB nos horarios em que o meio estava “fresco” (duas
horas apds a troca). Para os dois biofilmes o gene IytT apresentou os niveis de
expressdo mais baixos sem ter diferencas entre os horarios. O produto do gene
CCpA ativa ou reprime a expressdo de determinados genes como resposta a
disponibilidade de carboidratos, e esta relacdo com carboidratos foi evidente para
UA159. Portanto, a delecdo de gtfB influéncia a dinamica de expressdo dos genes
avaliados, diminuindo a magnitude de expressdo principalmente dos genes
associados com EPS, e alternando o perfil de expressao de genes associados com a

presenca de eDNA na matriz extracelular.

Palavras-chave: Biofilmes. Céarie dentaria. Expressdo génica. Matriz extracelular.

Streptococcus mutans.
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Abstract

Dental caries represents the most prevalent human disease worldwide, its etiology is
biofilm-diet dependent. Biofilms are highly dynamic and structured communities of
microbial cells that are enmeshed in a three-dimensional extracellular matrix (ECM).
This structure acts as a diffusion-limiting barrier providing stability and protection to
the microorganisms. Streptococcus mutans is acidogenic, aciduric, and orchestrates
the biofilm build-up process. It modulates the biofilm’s virulence by producing
lipoteichoic acids (LTA), extracellular DNA (eDNA) and exopolysaccharides (EPS),
thereby promoting microbial adhesion and cohesion. The resulting ECM hinders
diffusion in the biofilm. The aim of the study was to determine via RT-gPCR the
dynamics of expression of S. mutans genes associated with LTA (dItABCD,
SMU_775c), eDNA (IytST, IrgAB, ccpA) and exopolysaccharides (gtfBCD, gbpB,
dexA) metabolism, during ECM development in mixed-species biofilm by time-lapse
studies. Mixed-species biofiims of S. mutans UA159 (parental strain) or AgtfB
(mutant with deletion of the gene gtfB), Actinomyces naeslundii ATCC 12104 and
Streptocsoccus gordonii DL-1 were formed onto saliva-coated hydroxyapatite discs.
These biofilms were cultivated at 37°C and 5% CO; in triptone with yeast extract
containing saliva 25% and alternating 0.1% sucrose (scarcity) and 0.5% sucrose +
1% starch (abundance). The pH of the spent media remained acid during the
experimental periods, and was lower after prolonged incubation periods. All genes
were expressed at distinct levels in both biofilm types at all ages (29, 43, 55, 67, 79,
91, 103 and 115 hours). Genes associated with LTA and EPS were expressed in a
similar way, having higher expression levels two hours after providing carbohydrates.
Both strains presented similar expression profile, with higher expression levels in
UA159 biofilm. Genes associated with eDNA presented a different expression
dynamic between the parental strain and AgtfB strain. In UA159 biofilms IrgAB genes
were highly expressed at 29h, and did not appear to be related with IytST genes,
while in AgtfB biofilms an inverse relationship between IytS and IrgAB was detect at

times when the medium was “fresh” (two hours after medim change). For both



biofilms, the IytT gene presented the lowest expression levels, without having
differences between the periods. The product of ccpA gene activates or represses
the expression of certain genes as a response to the carbohydrates availability, this
phenomenon more evident in UA159 biofilm. Therefore, the deletion of gtfB
influences the expression dynamics of the evaluated genes, decreasing both the
magnitude of the expression of genes associated with EPS, and changing the

expression profile of associated genes with the presence of eDNA in the matrix.

Key words: Biofilms. Dental caries. Extracellular matrix. Gene expression.

Streptococcus mutans.
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1 INTRODUCAO

Os biofilmes s&o considerados uma das formas de vida mais bem-
sucedidas, pois sdo comunidades de células microbianas que se organizam
dentro de um microambiente fornecido pela matriz extracelular *°. Essa matriz
extracelular (MEC) é fundamental para a existéncia dos biofilmes, pois a mesma
fornece uma estrutura tridimensional que gera estabilidade, além de afetar a
distribuicdo e difusdo de produtos metabdlicos dos microrganismos dessas
comunidades (tanto nos ambientes internos do biofilme, quanto no externo que
circunda o biofilme) deixando-os disponiveis para serem utilizados por outros
organismos que habitam o biofilme *.

Streptococcus mutans é considerado um dos principais microrganismos
associados ao desenvolvimento da carie dentaria. Ele produz exoenzimas
glucosiltransferases (Gtfs) e frutosiltransferases (Ftf) para a formacdo da MEC
rica em exopolissacarideos quando sacarose e amido estdo disponiveis *°.
Ainda, DNA extracelular (eDNA) e &cidos lipoteicoicos (LTA do inglés lipoteichoic
acids) extracelulares sdo detectados em elevadas quantidades em biofilmes
cariogénicos 2 1% 137,

Os acucares da dieta que sao fermentados por S. mutans e outros
organismos acidogénicos facilitam a formacdo de microambientes altamente
acidicos (pH 4,5 — 5,5) dentro do biofilme e na interface do biofilme - superficie

76 A medida que &cidos sdo produzidos e mantidos dentro do

de hidroxiapatita
biofilme (sem neutralizacdo pela saliva), o estresse acido aumenta, a diversidade
microbiana € reduzida, o que favorece a proliferacdo de uma microbiota

acidogénica e altamente tolerante ao é&cido **'.

Consequentemente, a acidez
local assegura o crescimento do biofilme e a dissolugcédo do tecido mineralizado.

O entendimento dos mecanismos bioldgicos responsaveis pela construcao
da MEC de biofilmes cariogénicos € necessario para o desenvolvimento de
estratégias preventivas e terapéuticas, tornando-se importante esclarecer a
influéncia dos componentes da MEC na expressao génica de S. mutans e de sua
viruléncia. Portanto, no presente estudo foi avaliado a expressdo dos

genes associados com metabolismo de eDNA (IytST, IrgAB, ccpA) e
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de LTA (ditABCD, SMU_775c), bem como de genes relacionados a producéo de
exopolissacarideos da MEC (gtfBCD, gbpB, dexA) usando biofilmes mistos in

vitro com cepa parental e cepa mutante com delecdo do gene gtfB.
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7 CONCLUSAO

Todos os genes de S. mutans avaliados no estudo foram expressos durante

as diferentes idades do biofilme, tendo diversos niveis e diferentes comportamentos:

e Os genes relacionados com o metabolismo do LTA foram fortemente
influenciados pela disponibilidade de recursos, apresentando um
comportamento e valores semelhantes entre os biofilmes crecidos pelas duas
cepas UA159 e AgtfB (exceto o gene ditB).

e Os genes associados a eDNA apresentam a maior variabilidade entre as duas
cepas. O operon IrgAB apresentou um pico de expressao as 29h para biofilme
UA159. No caso dos biofilmes crescido com AgtfB se observou uma relacao
inversa entre o gene IytS e IrgAB.

e A expressdo dos genes associados a EPS estava diretamente relacionada
com uma maior disponivilidade de carboidratos. O comportamento das duas
cepas foi bem semelhante, porém, a magnitude de expressao foi menor para
AgtfB.

O gene gtfB demostrou sua importancia na construcao do biofilme, pois foi
afetada a expresséo (e consequente acumulo) de alguns constituentes principais da
MEC (i.e., EPS e LTA).
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