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SANTOS, Heitor Sales de Barros. Analise do transcriptoma de genes responsaveis
pela toleréncia acida em Streptococcus mutans presentes em superficies radiculares
higidas e com les&o de carie. Dissertacdo em Odontologia, Nivel Mestrado — Faculdade
de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2019.

RESUMO

Nas ultimas décadas inumeros estudos estdo sendo realizados para melhor
entendimento sobre os principais microrganismos envolvidos na etiopatogenia da cérie
radicular. Uma atencéo é dada ao Streptococcus mutans, pelo fato desde microrganismo
ser isolado de biofilmes associado a lesdes de carie com bastante frequéncia e apresenta
caracteristicas imprescindiveis para desenvolvimento da doenca, como a capacidade de
producdo de acidos (acidogenicidade) e de tolerancia a ambientes acidos (aciduricidade).
Evidéncias acerca dos mecanismos de tolerancia &cida utilizados pelos S. mutans foram
obtidas a partir de estudos in vitro nos quais essas bactérias foram analisadas isoladamente
e sob condicdes experimentais laboratoriais. Considerando a complexidade microbiana
dos biofilmes dentais e potenciais interagdes microbianas que ocorrem nesse ambiente
microbiologicamente diverso, torna-se necessario analisar quais 0s mecanismos de
tolerancia acida estdo sendo expressos em biofilme polimicrobiano obtidos de amostras
clinicas. Sendo assim, o objetivo desde trabalho foi de avaliar a expressao diferencial de
genes envolvidos nos mecanismos de tolerancia acida de S. mutans através da analise de
transcriptoma de biofilmes naturais de superficies radiculares higidas (n=10, SRS) e de
biofilme e dentina radicular ativa (n=9, RC). O RNA total microbiano foi extraido e o
MRNA isolado e sequenciado na plataforma Illumina Hi-Seq2500. Foram formados pool
(grupamentos) das amostras com valores inferiores a 30ng/RNA para a construcdo de
bibliotecas gendmicas. Os dados gerados pelo sequenciamento de RNA-Seq foram
compilados em uma tabela de contagem (reads) e mapeados com o genoma de referéncia
(S. mutans UA159). Para o célculo do nivel de expressdo génica os dados foram
normalizados com o algoritmo DESeq. Os genes que apresentaram expressdo diferencial
em superficies radiculares cariadas foram analisados para uma melhor compreensao da
sua importancia para adaptacdo de S. mutans a um ambiente acido. 69 genes apresentaram
expressdo diferencial em RC, e nenhum gene apresentou expresséo diferencial SRS. Os
principais mecanismos que apresentaram expressao diferencial relacionados com a
tolerancia de S. mutans ao ambiente &cido foram: genes associados ao metabolismo e

transporte de acucares, metabolismo de nucleotideos e nucleosideos, biossintese de



aminoéacidos, atividade de membrana plasmatica, genes relacionados a comunicacgéo
celular e resposta & fatores externos, genes relacionados ao controle do pH extracelular e
genes relacionados a mecanismos de reparos a macromoléculas. Estes resultados
elucidam os principais genes responsaveis pela tolerancia 4cida de S. mutans em amostras

clinicas.

Palavras-chave: RNA-seq; Streptococcus mutans; Cérie Radicular; Transcriptoma;

Expresséo génica.
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SANTOS, Heitor Sales de Barros. Transcriptome analysis of genes responsible for
acid tolerance in Streptococcus mutans present on sound root surfaces and with
carious lesions. Dissertation in Dentistry, Master Degree — Faculty of Dentistry, Federal
University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2019.

ABSTRACT

In the last decades countless studies are being carried out to better understand the
main microorganisms involved in the etiopathogenesis of root caries. Attention is given
to Streptococcus mutans, since microorganism is isolated from biofilms associated with
caries lesions quite frequently and presents essential characteristics for the development
of the disease, such as acid production capacity (acidogenicity) and tolerance to acid
environments (aciduricity). Evidence about the acid tolerance mechanisms used by S.
mutans was obtained from in vitro studies in which these bacteria were analyzed
separately and under experimental laboratory conditions. Considering the microbial
complexity of dental biofilms and potential microbial interactions that occur in this
microbiologically diverse environment, it is necessary to analyze which mechanisms of
acid tolerance are being expressed in polymicrobial biofilm obtained from clinical
samples. Thus, the objective of this work was to evaluate the differential expression of
genes involved in the mechanisms of acid tolerance of S. mutans by transcriptome
analysis of natural biofilms of sound root surfaces (n = 10, SRS) and biofilm and root
dentin active (n = 9, RC). Total microbial RNA was extracted and mRNA isolated and
sequenced on the Illumina Hi-Seq2500 platform. Pooling of samples with values below
30ng / RNA was formed for the construction of genomic libraries. Data generated by
RNA-Seq sequencing was compiled into a table of reads (reads) and mapped to the
reference genome (S. mutans UA159). For the calculation of gene expression level the
data were normalized with the DESeq algorithm. Genes that showed differential
expression on decayed root surfaces were analyzed for a better understanding of their
importance for adaptation of S. mutans to an acidic environment. 69 genes showed
differential expression in CR, and no gene showed differential expression SRS. The main
mechanisms that showed differential expression related to S. mutans tolerance to the acid
environment were: genes associated with sugar metabolism and transport, nucleotide and
nucleoside metabolism, amino acid biosynthesis, plasma membrane activity, genes
related to cellular communication and response to external factors, genes related to

extracellular pH control and genes related to macromolecule repair mechanisms. These



Vii
results elucidate the main genes responsible for acid tolerance of S. mutans in clinical
samples.

Key-words: RNA-seq; Streptococcus mutans; Root Caries; Transcriptome; Gene

Expression.
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1 INTRODUCAO

Caérie dentaria é uma doenca resultante de alteracdes fisico-quimicas no equilibrio
dindmico entre dente e fluidos orais que sdo induzidas por &cidos oriundos do
metabolismo de bactérias do biofilme dental (Wade, 2013). Sabe-se que muitas variaveis
podem modular esse equilibrio fisico-quimico, como a composi¢do salivar de cada
individuo (proteinas, enzimas, calcio, fosfato, fldor), fatores genéticos, exposicao
inadequada a fluoretos, fatores socioeconémicos, psicologicos, ambientais e estilo de
vida. Porém a presenca de um biofilme acumulado sobre as superficies dentais e uma
dieta caracterizada por uma frequente ingestdo de carboidratos fermentaveis
(principalmente agucares) sdo sempre necessarios para que o desenvolvimento da doenca
ocorra (Garcia-Godoy & Hicks, 2008), (Christensen et al., 2015), (Sheiham & James,
2015), (Pitts et al., 2017).

A cavidade oral é colonizada por diversos microrganismos, sendo constituida por
mais de 1.000 espécies de microrganismos. Alguns desses microrganismos apresentam
capacidade de produzir &cido como produto final da metabolizacdo de carboidratos
oriundos da dieta, levando assim & uma diminuicao do pH do biofilme. E nessa condig&o
que o equilibrio fisico-quimico entre o mineral do dente e o fluido do biofilme e a saliva
é rompido, resultando assim na dissolucdo do contetdo mineral dos tecidos dentais e 0
consequente surgimento de lesBes de cariosas (Wade, 2013), (Tan et al., 2017), (Cavazana
et al., 2018). Quanto mais frequentes forem esses eventos de queda de pH, mais minerais
serdo perdidos (Garcia-Godoy & Hicks, 2008), (Wade, 2013), (Pitts et al., 2017). Ao
longo do tempo, sempre que esses eventos de desmineralizacdo forem mais intensos e
mais frequentes e superarem a capacidade remineralizadora natural da saliva, a lesdo
cariosa progride (Takahashi & Nyvad, 2016), (Pitts et al., 2017). Este processo de
desmineralizacdo se ndo for controlado pode levar a um aumento da porosidade do
esmalte e a ampliacdo dos espacos intercristalinos, comprometendo a integridade
estrututal da superficie do esmalte, que pode se romper levando ao surgimento de uma
cavidade de cérie (Pitts et al., 2017).

Cérie dentaria ndo tratada em dentes permanentes aparece como a doenga mais
prevalente em todo mundo sendo que aproximadamente 35% da populagéo (cerca de 2,4
bilhGes de pessoas) foram afetadas por essa doenca no ano de 2010 (Frencken et al.,
2017). No Brasil, dados oriundos da Pesquisa Nacional de Saude Bucal (2010) (Brasil,

2012) utilizando o indice CPO que é composto por dentes cariados, perdidos ou obturados



(restaurados) em decorréncia de lesbes cariosas, demonstraram como resultado que
criancas de 12 anos e adolescentes de 15 a 19 anos apresentavam respectivamente em
torno de 2,07 e 4,25 dentes com experiéncia de carie (dentes cariados, perdidos por carie
ou obturados) na denticdo permanente; adultos de 35 a 44 anos e idosos de 65 a 74 anos
apresentaram cerca de 16,75 e 27,53 dentes com experiéncia de carie, respectivamente.
Destaca-se o fato, de que o componente perdido é responséavel por cerca de 44,7% do
indice no grupo de 35 a 44 anos e 92% no grupo de 65 a 74 anos.

Nesse contexto, é importante mencionar que com 0 aumento da expectativa de
vida da populagéo e com uma reducdo no edentulismo em todas as idades, observa-se um
aumento na prevaléncia de cérie radicular, estimando-se que 41,5% da popula¢do mundial
é acometida por essa doenca (Beck, 1990), (Tan et al., 2017), (Pentapati et al., 2019).
Carie radicular pode ser definida como uma carie que acomete a porc¢éo radicular do dente
quando essa superficie radicular esta exposta devido ocorréncia de recessdo gengival
(RG), que por sua vez, pode ocorrer tanto devido & um fator fisioldgico (o préprio
envelhecimento, por exemplo) ou a um fator patoldgico (como consequéncia de doenca
periodontal) (Ritter et al., 2010), (Tan et al., 2017). Além disso, alguns fatores de risco
estdo relacionados com RG, como: idade avancada, tabagismo, menor frequéncia de
escovacdo dentéria, presenca de calculo dentario e trauma mecéanico gengival em
decorréncia de escovacao dental traumatica (Rios et al., 2014). A prevaléncia de recessao
gengival reportada no mundo (RG > 1 mm) € bastante variada, (de 58% a 84,6%) (Serrano
etal., 2018). No Brasil ha relatos de que RG > 1 mm pode afetar até 99,7% dos individuos
(Rios et al., 2014).

Havendo recessdo gengival, cemento e dentina tornam-se expostos na cavidade
bucal. Esses tecidos sdo menos mineralizados quando comparados ao esmalte,
apresentando aproximadamente 70% do seu conteddo total composto por minerais,
enguanto que o esmalte dental possui uma composi¢do quase que predominantemente
mineral (Takahashi et al., 2016). Esta diferenca na composi¢éo tem como consequéncia
uma desmineralizagdo aproximadamente duas vezes mais rapida na superficie radicular
do que no esmalte, pois além da desmineralizacdo do conteddo mineral, ocorre também
a degradacdo do colageno, que faz parte do material organico presente na dentina (Tan et
al., 2017). Além disso o pH necessario para desmineralizar o esmalte e a dentina
(chamado de pH critico) sdo diferentes (pH<5,5 para esmalte e pH de 6,0 a 6,9 para

dentina), o que permite que as perdas de minerais da dentina sejam mais rapidas ja que o



pH critico para desmineralizacdo desse tecido é mais frequentemente atingido. (Dawes,
2003), (Wierichs & Meyer-Lueckel, 2014), (Delgado & Olafsson, 2017). O fato da
dentina possuir mais carbonato e magnésio em sua composi¢do mineral quando
comparado ao esmalte dental, e por possuir uma estrutura tubular, contribui para que as

perdas minerais em dentina sejam mais rapidas (Takahashi et al., 2016).

Além dos fatores descritos acima, outros podem estar associados ao surgimento
de lesGes cariosas radiculares. Um deles € o uso de proteses que apresentam contato direto
com superficies radiculares, estas propiciam um maior acumulo de biofilme e
consequentemente esta regido apresenta um maior risco para o desenvolvimento de cérie
radicular (Tan & Lo, 2014). Cérie coronaria e alto nivel de acimulo de biofilme dental
sdo marcadores de risco tradicionais e sdo fatores de que devem ser considerados para
desenvolvimento de carie radicular, assim como grande quantidade de superficies
radiculares expostas que apresentam potencial para desenvolvimento de lesdes (Ritter et
al., 2010), (Hayes et al., 2016). Outros fatores que devem ser levados em conta € a alta
ingestdo de carboidratos, baixo fluxo salivar, baixa exposicdo ao fluor, baixo nivel
sociocdmico e visitas infrequentes ao dentista parecem estar associados a ocorréncia de
carie em superficie radicular (Youngs, 1994), (Christensen et al., 2015), (Pentapati et al.,
2019).

Da forma semelhante ao descrito acima, ha uma grande variabilidade na
prevaléncia de cérie radicular ao redor do mundo. Uma pesquisa realizada na Alemanha
apresenta como resultado que do ano de 1997 para o ano de 2006, a prevaléncia de lesdes
de cérie radicular passou 15,5% para 45% (Wierichs & Meyer-Lueckel, 2014). Na
Dinamarca a prevaléncia de carie radicular ativa reportada foi de apenas 4%, enquanto as
superficies radiculares restauradas apresentaram prevaléncia de 26% (Christensen et al.,
2015). Nos Estados Unidos a prevaléncia de carie radicular foi de aproximadamente 20%
(Chi et al.,, 2013). Na Australia a prevaléncia de céarie radicular em idosos
institucionalizados reportada foi de 77,4% (Silva et al., 2014). No que diz respeito a carie
radicular no Brasil, sua prevaléncia foi 16,7% em adultos (variando entre 6,0% em Porto
Alegre e 28,5% em Séo Luis) e 13,6% em idosos (variando entre 4,8% na capital Rio de
Janeiro e 26,7% em Belém) (Marques et al., 2013). Um estudo de coorte realizado em
Porto Alegre entre os anos de 2011/2012 e 2016/2017 obteve como resultado que a
incidéncia de cérie radicular na amostra estudada composta por adultos e idosos foi de
35,7% (lzquierdo, 2018). Além disso, dados do SB Brasil 2010 (Brasil, 2012)



demonstram que para populacdo nos grupos etarios de 35 a 44 anos e de 65 a 74 anos
apresentavam respectivamente, em média, indice de carie radicular de 0,32 e 0,23 (esse
indice é calculado considerando-se o nimero de raizes cariadas e obturadas divididos pelo
numero de raizes expostas). Estes valores baixos podem ser explicados pela grande perda

dentaria nessas faixas etarias.

A cavidade bucal € um ambiente com alta diversidade microbiana. Muitas vezes
esses microrganismos estdo em equilibrio com o hospedeiro fazendo com que as
superficies dentais e tecidos estejam numa condicdo clinica saudavel. Porém,
determinados fatores ambientais podem atuar diretamente sobre essa microbiota,
induzindo um desequilibrio ecoldgico que pode resultar no desenvolvimento de doencas.
Para entendermos de que forma esse desequilibrio microbiol6gico esta associado com a
transicdo de uma condicdo de saude para uma condicdo de doenca, é necessario

compreendermos a ecologia da cavidade bucal.
1.1 Ecologia da Cavidade Bucal e Microbiologia associada a Carie dental

Diversos nichos da cavidade bucal podem ser colonizados por microrganismos,
como as superficies mucosas (tais como lingua, bochecha, palatos duro e mole) e
superficies dentais, em especial a superficie oclusal em dentes em erupc¢do, a regido
cervical e a superficie proximal abaixo do ponto de contato, pois estas regides sao
relativamente protegidas do contato mecanico da lingua, bochechas e da escovacao (Kidd
& Fejerskov, 2004), (Takahashi, 2005), (Deo & Deshmukh, 2019). E importante salientar
que cada nicho ira apresentar caracteristicas Gnicas que permitird que 0s microrganismos

mais adaptados colonizem aquela regido (Takahashi, 2005).

Pelo fato da cavidade bucal ser um habitat dindmico sujeito a rapidas mudancas
ambientais, tais como disponibilidade de nutrientes, mudancas nos niveis de oxigénio,
flutuacdo rapida de pH, ou mesmo estresse osmético, € comum ocorrer interacdes
interbacterianas  envolvendo mecanismos de cooperacdo (simbiose) como
complementacdo enzimatica e formacdo de cadeias alimentares no intuito de otimizar
obtencdo de energia para fins de manutencdo da viabilidade celular. Além disso,
transferéncia de genes ou comunicacdo intercelular permitem que as bactérias sintam as
modificagdes ambientas e comuniquem-se entre si a fim de orquestrarem uma expressao
génica diferenciada e associada aos fatores ambientais. Porém, no biofilme também

ocorrem competicOes (antibiose) entre 0s microorganismos, alguns mecanismos séo a



producdo de substancias antimicrobianas, como bacteriocinas e producéo de peroxido de
hidrogénio, producdo de acidos organicos que modificam o pH do meio comprometendo
a viabilidade de microrganismos acido sensiveis, bem como a competi¢do por nutrientes
essenciais para sobrevivéncia microbiana (Lemos et al., 2005), (Gong et al., 2009), (Liu
et al., 2015), (Marsh et al., 2017). Um perfeito equilibrio entre simbiose e antibiose €
necessario para que haja homeostasia microbiana na cavidade bucal e uma condicéo de

harmonia entre microbiota e hospedeiro.

Alguns fatores, porém, podem alterar a homeostasia microbiana na cavidade
bucal, como mé higiene bucal, redugdo de fluxo salivar pelo uso de medicamentos ou
radioterapia e alteraces na dieta (um aumento no consumo de agUcares principalmente
entre as refeicdes) (Marsh, 2003). A dieta aparece como um fator importante nas
alteracdes do microbioma oral, pois acidos organicos (principalmente acido latico)
oriundos do metabolismo de carboidratos da dieta pelas bactérias do biofilme dental
causam flutuacdes no pH que perturbam a relacdo simbidtica entre o hospedeiro e 0
microbioma presente na cavidade bucal (Sheiham & James, 2015) (Pitts et al., 2017). Tal
modificacdo, dificulta o crescimento de bactérias benéficas (&cido sensiveis) e propicia o
crescimento e selecdo de bactérias com capacidade de produzir (acidogénicas) e de tolerar
ambientes acidos (aciddricas). Essa selecdo e modificacdo microbioldgica induzida por
flutuacGes no pH que estdo diretamente relacionadas a dieta e que resultam no aumento
na proporcao de bactérias potencialmente cariogénicas (acidogénicas e aciduricas) é
conhecida como “Hipotese da placa ecologica” (Takahashi & Nyvad, 2008), (Takahashi
& Nyvad, 2016), (Marsh, 2018).

Sendo assim, o microbioma da cavidade oral em salde é composto por muitas
espécies bacterianas, a superficie do esmalte saudavel é colonizada principalmente por
Actinomyces e Streptococcus, espécies como Streptococcus sanguinis, Streptococcus
oralis e Streptococcus mitis representam cerca de 95% de todos os Streptococcus
presentes no biofilme em salde, enquanto Streptococcus mutans representa apenas 2%
(Struzycka, 2014). Porém, outros géneros também sdo encontrados em biofilme dental
compativel com saude, como Veillonella, Granulicatella, Gamella, Corynebacterium,
Rothia, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella, Capnocytophaga, Nisseria,
Haemophilis, Treponema, Lactobacterium, Eikenella, Leptotrichia, Peptostreptococcus,

Staphylococcus, Eubacteria, and Propionibacterium (Zarco et al., 2011).



Entretanto, em condi¢Ges de doenca o biofilme associado as lesdes cariosas
coronéarias € composto por microrganismos que apresentam caracteristicas de
acidogenicidade e aciduricidade, ou seja, aqueles que foram selecionados em decorréncia
das frequentes quedas de pH, entre eles podemos citar: Streptococcus mutans,
Streptococcus sobrinus, Lactobacillus spp., Actinomyces spp., Bifidobactérias spp. e
leveduras (Struzycka, 2014). Ainda neste contexto, os primeiros colonizadores das
superficies radiculares ndo diferem aos do esmalte, entre eles temos Actinomyces spp. e
Streptococcus spp. (S. sanguinis, S. oralis, S. mitis) que sdo encontrados em abundancia
em um biofilme associado a salde, porem o biofilme associado a lesdes cariosas
radiculares ativas sofre mudancas em decorréncia ao ambiente acido, logo, bactérias que
apresentam uma maior capacidade de sobreviver em ambientes com baixo pH séo
selecionadas, entre elas: Streptococcus mutans, Bifidobacterias spp., Actinomyces spp.,
Bifidobacterium spp., Enterococcus faecalis e Lactobacillus spp. (Takahashi et al., 2016),
(Damé-Teixeira et al., 2017), (Do et al., 2017). E importante que o biofilme nas
superficies radiculares apresenta uma maior quantidade de proteinas oriundas do fluido
crevicular, esta caracteristica auxilia a colonizacdo de espécies proteoliticas como
Prevotella, Fusobacterium, Capnocytophaga, Campylobacter e Selenomonas spp. (Do et
al., 2017).

Apesar de sabermos que a carie dental é mediada por um biofilme polimicrobiano,
0 S. mutans ainda tem sido considerado como microrganismo-modelo do processo
cariogénico por possuir caracteristicas de viruléncia e mecanismos envolvidos com o
desenvolvimento de um biofilme cariogénico. O S.mutans perfaz um terco da microbiota
total de lesdes cavitadas em dentina (Do et al., 2017). A presenca de S. mutans em grande
quantidade em lesdes de carie ou mesmo em biofilmes associados a les6es cariosas deve-
se ao fato dessas bactérias, além de serem acidogénicas e acidUricas, serem capazes de
sintetizar polimeros extracelulares no biofilme dental, que sdo capazes de aumentar a
porosidade desses biofilmes e tornéd-los mais aderidos & superficie dental. As alteragdes
estruturais induzidas por esses polimeros na matriz do biofilme dental estdo intimamente
associadas ao potencial cariogénico desempenhado por esses biofilmes (Takahashi &
Nyvad, 2008), (Bowen et al., 2018).

Com o objetivo de verificar como alteragbes no pH em decorréncia da
metabolizacdo de carboidratos afetam a composi¢do microbiana, Bradshaw et al. (1989)

desenvolveram um estudo utilizando 9 bactérias orais que num primeiro momento foram



cultivadas na presenca de glicose em um pH constante (7,0) por todo periodo de 10 dias.
Posteriormente, essas bactérias foram cultivadas numa condic¢éo em que o controle do pH
era interrompido por seis horas apds cada fornecimento de glicose, permitindo que o pH
reduzisse. Os resultados obtidos demonstraram que quando as quedas no pH séo evitadas,
pouca modificacdo ocorre na composicdo microbiota, apenas as proporcOes de
Actinomyces viscosus e Veillonella dispar aumentaram; Lactobacillus casei e S. mutans
permaneceram em niveis baixos (0,2% e 1,0%, respectivamente), os produtos finais
predominantes do metabolismo da cultura polimicrobiana foi acetato e o propionato.
Porém, quando as quedas de pH foram permitidas, a composicdo da microbiota se
modificou, havendo aumento na propor¢do de Lactobacillus casei e S. mutans
aumentaram tanto na proporcdo da contagem total quanto em numeros absolutos, e
Veillonella dispar, Bacteroides intermedius, Fusobacterium nucleatum e Neisseria
subflava e Streptococcus sanguis foram consideravelmente reduzidos. O produto final
predominante do metabolismo da cultura polimicrobiana lactato. Sendo assim, este estudo
pode evidenciar que as frequentes quedas de pH modificam a composi¢do microbiana e

elucida o potencial cariogénico tanto do S. mutans quanto do L. casei.

Ainda neste contexto, Horiuchi et al., 2009 desenvolveram um estudo utilizando
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Streptococcus sanguinis, Streptococcus
oralis, Lactobacillus paracasei e Actinomyces naeslundii e tinham como objetivo
investigar quais bactérias eram capazes de sobreviver a acidificacdes fisioldgicas (como
as que ocorrem em um biofilme cariogénico, pH=4). Obtiveram como resultado que o0s S.
mutans e L. paracasei cresceram em pH 4,0, mas o crescimento de S. sanguinis e S. oralis
foi interrompido quando pH ficou abaixo de 4,2 e entre 4,2 e 4,4, respectivamente. A
acidificacdo do meio para um pH de 4,0 por 1 h reduziu a viabilidade de 43 a 89% de S.
sanguinis, 45% de S. oralis e de 35 a 76% de Actinomyces naeslundii. A acidificacdo ndo
prejudicou o crescimento de S. mutans nem de L. paracasei, 0 que mostra que a toleréncia

a ambientes acidos é um importante caracteristica desses microrganismos.
1.2 -Mecanismos de tolerancia acida

Logo apo6s a ingestdo de alimentos altamente agucarados, os niveis de agucar na
saliva e no biofilme podem aumentar em até 1000x, e a concentracdo de carboidratos na
cavidade oral passa 10 M para mais de 10 mM, causando uma diminui¢do dramatica no
pH do biofilme para valores ao redor de 4,0 ou até mesmo niveis abaixo de valor (Lemos
et al., 2005), (Gong et al., 2009).



Para sobreviver em biofilmes dentais frequentemente acidificados, as bacterias
devem possuir mecanismos para sentir, responder e se adaptar as condicBes de
acidificacdo (Gong et al., 2009), (Liu et al., 2015). Muitas bactérias apresentam um
conjunto de respostas conhecido como “Mecanismo de Tolerancia Acida” ou “Acid
Tolerance Response” (ATR), onde em uma breve exposicdo a um pH sub-letal as
bactérias respondem com alteracgdes fisiol6gicas para que possam sobreviver a exposi¢des
subsequentes a pH &cidos, caracterizando um aumento da resisténcia aos acidos (Lemos
et al., 2005), (Broadbent et al., 2010).

Estudos descrevem os mecanismos utilizados por S. mutans para sobreviver em
ambientes acidificados como aqueles encontrados no biofilme cariogénico (Len et al.,
2004), (Gong et al., 2009), (Liu et al., 2015), (Baker et al., 2017). Dentre eles, destaca-
se a extrusdo de prétons H+ para o exterior da célula, que é conseguido pela atuacao de
uma bomba de prétons F1Fo-ATPase que desempenha um papel importante na regulagédo
do pH citoplasmatico mantendo-o mais alcalino em relacdo ao meio extracelular (Gong
et al., 2009). Em S. mutans a bomba F1Fo-ATPase tem seu funcionamento 6timo em um
pH mais baixo que o de muitos outros microrganismos, o que contribui significativamente
para aciduricidade desde microorganismo (Baker et al., 2017). A atividade da bomba é
desempenhada por proteinas que sdo codificadas pelos genes atpA, atpB, atpC, atpD,
atpE, atpG e atpH (Gong et al., 2009) (Baker et al., 2015) (Figura 1 ilustrada a proteina

responsavel pela F-ATPase).

Alteragdes na membrana celular também é um outro mecanismo de tolerancia &cida
utilizado por bactérias orais (Fozo et al., 2004). Em S. mutans ocorrem modificacGes na
proporcdo de acidos graxos de cadeia longa monoinsaturados (Cis:1 € Coo:1). Esta
modificacdo ocorre tanto pela incorporagdo de &cidos graxos exdgenos, quando pela
sintese de novos; e uma diminuicdo de acidos graxos saturados (Ci4:0 € C16:0) (Gong et
al., 2009), (Fozo et al., 2004), (Lemos et al., 2017). Sabe-se que estas alteracfes sdo
importantes para que S. mutans sobreviva em ambiente &cido, mas sua verdadeira fungéo
e como essas modifica¢fes contribuem para aciduricidade ainda nédo estad bem reportada.
Acredita-se que ocorre alteragdes na permeabilidade da membrana para protons (Baker
et al. 2017). Os genes accA, accD, fabZ, fabG, fabD, fabH, fabM, fabF, acp, fabk2, cls
estéo envolvidos nesse processo (Baker et al., 2015) (Figura 1 ilustra as modificagdes que

ocorrem na parede celular bacteriana).



Proteinas de reparo e degradacdo de DNA sdo de extrema importancia para
sobrevivéncia de bactérias em ambientes &cidos, pois a acidificacdo intracelular pode
resultar em uma perda de purinas e pirimidinas do DNA além de induzirem alteracdes
estruturais nessas macromoléculas e comprometerem a viabilidade microbiana. Em S.
mutans genes que codificam proteinas responsaveis por desenvolverem essas funcoes
foram mais expressos quando este microrganismo cresce em pH acido em comparagéo ao
crescimento em um ambiente com pH neutro (Baker et al., 2017). Os genes associados a

este mecanismo sdo: uvrA, smn (end3), mutY (Hanna et al., 2001), (Baker et al., 2015).

Sistemas regulatorios como o Sistema de Dois-Componentes (Two-component
system) sdo importantes para sobrevivéncia de bactérias, pois este permite que elas
tenham a capacidade de sentir modificacGes no ambiente e assim regularem a expressao
génica em resposta a esses estimulos, permitindo sua sobrevivéncia (Baker et al., 2017).
O sistema de dois componentes apresenta um sensor de quinase na membrana que permite
as bactérias sentirem as modificacbes no ambiente e uma proteina que se liga a0 DNA
gue modula a expressdo génica. Este mecanismo estd presente e bem reportado em S.
mutans (Lemos et al., 2008), (Baker et al., 2017), (Lemos et al., 2017). Por exemplo o
liaS que é um gene que faz parte do sistema regulatério de dois-componentes presente em
S. mutans que ira regular a expressdo de genes essenciais para formacao de biofilme e
participa na regulacdo da secrecdo de mutacina, uma que é bacteriocina produzida por
esse microorganismo para suprimir o crescimento de outras bactérias concorrentes
presentes na placa dentaria. Sabe-se também que mutagdes no liaS em S. mutans resultou
na formacdo de biofilmes defeituoso e em um fendtipo sensivel ao &cido, além de da sua
capacidade acidogénica ser diminuida (Zhang & Biswas 2009), (Gong et al., 2009). Os
genes ciaR, ciaH, comD, comE, lisS, liaR, levR, levS e covS sdo alguns genes responsaveis

por esse mecanismo em S. mutans (Gong et al., 2009).

Outro mecanismo conhecido para sobrevivéncia de bactérias em ambientes acidos
é através da expressdo da via agmatina deiminase, este mecanismo cataboliza a agmatina,
uma forma descarboxilada de arginina, e gera putrescina, CO2, amonia e ATP, que irdo
contribuir para a regulacédo do pH citoplasmatico (Baker et al., 2017). Além disso, 0 ATP
gerado neste mecanismo ainda contribui para a extrusdo de protons pela bomba F1Fo-
ATPase, que como descrito anteriormente, auxilia na manutencao de um pH mais alcalino
em relacdo ao pH do meio (Liu et al., 2015), (Lemos et al., 2008), (Baker et al., 2017).
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Em S. mutans 0s genes responsaveis por esse mecanismo sao: otcA e aguA (Grisworld et
al., 2004), (Grisworld et al., 2006) (Figura 1).

Estudo prévio realizado pelo nosso grupo de pesquisa demonstrou que superficies
radiculares que apresentam lesdo cariosa possuem um aumento da abundancia de
microrganismos que se desenvolvem em condic¢des de baixo pH (Damé-Teixeira et al.,
2018). Como ja conhecido, variagdes ambientais sdo capazes de influenciar na expressdo
génica de bactérias (Gong et al., 2009). Nesse sentido, as evidéncias acerca dos
mecanismos de tolerdncia acida utilizados pelos S. mutans foram obtidas a partir de
estudos in vitro nos quais essas bactérias foram analisadas isoladamente e sob condi¢es
experimentais laboratoriais. Considerando a complexidade microbiana dos biofilmes
dentais e potenciais interacbes microbianas que ocorrem nesse ambiente
microbiologicamente diverso, torna-se necessario analisar quais 0s mecanismos de
tolerdncia acida estdo sendo expressos em biofilme polimicrobianos e sob condicGes

clinicamente relevantes em cérie radicular.

Dietary carbohydrates
(e.g. sucrose)

-

F1Fo-ATPase Q/ - ‘A[‘)P’
'\

’
’

ADP f Glycolysis AP

AP l ;
e T =
> co; ™ NH, e, __, Ladticadd

Agmatine ‘ i
. B 0 v v

AGDS : pH homeostasis

Acidic pH

..................

URA > SRA
Adaptada de Lemos et al., 2019

Figura 1. llustragdo dos mecanismos de tolerancia acida: bomba de prétons F1Fo-
ATPase; sistema Agmatina Deiminase; alteracdes na membrana celular UFA (&cidos

graxos de cadeia longa monoinsaturados) > SFA (acidos graxos saturados).
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2 OBJETIVO

Dessa forma, a presente pesquisa teve por objetivo avaliar a expressédo diferencial
de genes envolvidos nos mecanismos de tolerancia acida de S. mutans em biofilme
coletado da porcéo radicular em pacientes livres de carie e cérie ativos. A hipotese desse
trabalho é de que os mecanismos de tolerancia acida séo diferencialmente expressos entre

biofilmes associados ou ndo-associados a lesdes cariosas ativas.
Os objetivos especificos sdo:

e Verificar a quantidade de reads de genes de tolerancia acida e compara-la
entre pacientes livres de carie x carie ativos;

e Verificar qual(is) gene(s) apresenta(m) maior expressdo diferencial em
pacientes livres de carie X carie ativos;

e Verificar qual(is) mecanismo(s) responsavel(is) pela tolerancia acida
apresenta(m) maior expressao em pacientes livres de carie X carie ativos;

e Descrever as principais vias metabdlicas associadas aos genes que

apresentam expressdo diferencial.
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3 MATERIAL E METODOS

Nesse estudo foram utilizados dados de biblioteca genémica (dominio publico),
depositada no Centro Nacional de Informacao Biotecnoldgica (NCBI), criada a partir de
um estudo prévio denominado “Metatranscriptoma de carie radicular” que foi
desenvolvido em colaboracdo entre a Universidade Federal do Rio Grande do Sul e a

Universidade de Leeds (Reino Unido).

Selecdo dos pacientes, coleta e preparo das amostras

A selecdo dos pacientes, coleta e preparo das amostras foram realizados e
descritos por (Damé-Teixeira et al., (2016). Aquele estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(processo n ° 427.168) e pelo Comité de Etica do Comité Nacional de Servico de Etica
em Pesquisa Yorkshire & The Humber - Leeds West (protocolo n ° 2012002DD). Os
participantes do estudo foram pacientes que compareceram as clinicas odontoldgicas para
tratamento odontoldgico em dois centros: Faculdade de Odontologia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil; e Faculdade de Odontologia,
Universidade de Leeds, Leeds, Reino Unido. Todos os voluntarios assinaram um Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido antes do inicio do estudo.

Resumidamente, foram selecionados participantes que apresentassem pelo menos
uma superficie radicular exposta sem lesfes de carie dentaria (grupo superficie radicular
higida - SRS) (n=10). Os participantes selecionados para o grupo cérie radicular (RC)
(n=30) apresentavam pelo menos uma lesdo primaria cativada que necessitava de
tratamento restaurador. Todas as lesdes mostraram caracteristicas de carie ativa (dentina
mole e amarela), seguindo os critérios de diagnostico de RC por meio de exame visual-
tatil (Nyvad e Fejerskov, 1982). Biofilmes dentais (do grupo SRS) e biofilme/dentina (do
grupo RC) foram coletados de todas as superficies radiculares expostas disponiveis.

Todas as amostras foram coletadas dos participantes durante o tratamento da doenca cérie.

Apbs a coleta clinica, as amostras de biofilme e biofilme/dentina foram
imediatamente colocadas em um microtubo livre de nuclease contendo 1 mL do reagente

RNAprotect (QIAGEN, Inc., Venlo, Holanda). Esses tubos foram levados para o
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laboratdrio para serem centrifugado a 10.000x g por 30 s. As amostras foram armazenadas
a -80°C até o processamento. O RNA total foi extraido de todas as amostras usando um
kit de isolamento de RNA microbiano UltraClean 1 (Mo-BIO Laboratories, Inc.,
SanDiego, CA), em coluna para degradacdo com DNAse (QIAGEN, Inc., Venlo,
Holanda). O RNA extraido das amostras foi quantificado usando Kit de Ensaio Quant-
iT™ RiboGreen® RNA (Invitrogen, Inc., Waltham, Massachusetts, USA) e amostras
com concentracdo total de RNA <30 ng/RNA foram agrupadas. Esse processo resultou

em 10 do grupo SRS e 9 amostras do grupo RC.

Utilizou-se o kit Meta-Bactérias Ribo-Zero ™ (Epicentro, Illumina) para o
enriquecimento de RNAm e utilizaram-se protocolos de preparagdo da biblioteca
[Numina®TruSeq ™ (Illumina, San Diego, CA) para preparagdo e sequenciamento da
biblioteca com Illumina HiSeq2500. Os dados de sequenciamento de RNA-seq das
amostras descritas acima estdo disponiveis no arquivo de leitura de sequéncias do Centro
Nacional de Informacéo Biotecnoldgica (NCBI), sob 0os nimeros de acesso SRS779973
e SRS796739. Os arquivos FASTQ foram obtidos para cada amostra e importados para o
software CLC Genomics Workbench 7.5.1 (CLC Bio, Qiagen) para mapeamento contra
162 genomas microbianos orais, para a lista de genomas, verificar (Damé-Teixeira et al.,
2016). O numero de leituras de sequéncia que foram atribuidas a cada gene é considerado
como a data da contagem de leitura (reads).

Genoma e andlise de Streptococcus mutans

O Streptococcus mutans UA159 foi o genoma selecionado para este estudo. Essa
cepa foi escolhida uma vez que seu genoma ja esta totalmente sequenciado e, sendo assim,
hd uma grande quantidade de informacdes disponivel na literatura sobre genes e suas
respectivas funcbes. Primeiramente, informacdes associadas aos 162 genomas
microbianos orais foram obtidas a partir do Banco de Dados de DNA do Jap&o, NCBI,
Instituto Broad e HOMD (Banco de Dados de Microbiomas Humanos Humanos —
dominio puablico). O genoma de referéncia do S. mutans UA 159 foi descrito
anteriormente e obtido para realizar as analises. Esse genoma contém 1958 genes (Ajdi¢
et al., 2002). Os genes pertencentes ao genoma do S. mutans UA159 foram entdo

manualmente extraidos dos 162 genomas presentes nas amostras analisadas.
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Em seguida, foi realizada uma busca na literatura (utilizando os descritores: “S.
mutans ”, “acid tolerance”, “acid tolerance genes”, “acid-adaptive response”; “bacterial
pathogenesis”; “dental caries”; “oral streptococci”; “stress response”; “transcriptome”;
“genomic characterization”) para identificar quais genes presentes em S. mutans estdo
associados aos mecanismos de tolerancia acida. Essa busca identificou 225 genes (Tabela

1). Esses genes, foram entdo utilizados como alvo para realizacdo das analises a seguir.

Analise dos dados

Inicialmente foi realizada uma andlise exploratoria a fim de verificar o numero
total, média, mediana, quartis e amplitude dos reads referentes ao total de 225 genes de
tolerancia acida. As medianas dos grupos SRS e RC foram comparadas estatisticamente
pelo teste de Mann-Whitney ao nivel de significancia de 5%. A analise estatistica para
inferir a expressao diferencial de genes entre os grupos SRS e RC foi realizada usando o
pacote R DESeq2 (Love et al., 2014). O ponto de corte para considerar um gene como
sendo expresso diferencialmente foi uma alteracdo nos niveis de transcricdo de pelo
menos 1 log2fold change (valores negativos = super-expresso em SRS, valores positivos
= super-expressos RC) e Benjamini-Hochberg — onde o valor de p ajustado (padj) foi
considerado menor que 0,001. Esse alto ponto de corte foi escolhido para evitar resultados
falso-positivos e identificar com maior precisao apenas as diferencas entre os grupos. O
namero total, média, mediana, quartis e amplitude dos reads referentes aos genes
diferencialmente expressos foram calculados e as medianas dos grupos SRS e RC foram
comparadas estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney ao nivel de significancia de 5%.
As vias metabdlicas foram obtidas através da plataforma KEGG (Kyoto enciclopédia de
genes e genomas) e informacdes génicas foram obtidas da plataforma UniProt com intuito
de uma melhor compreensdo da funcdo de cada gene que apresentou expressao
diferencial.

Tabela 1. Genes identificados na literatura como possivelmente responsaveis pela

tolerancia acida em S. mutans.
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Gene Referéncia

ciaH, ciaR, levR, comD, comE, lias, scnR, scnkK, levs, liaR. Gong et al., 2009

pnpA, ssb, recA, greA, ropA, grokEL, dnakK, gatA, gatB, syfA, Len et al., 2004
sytl.

SMU_1914c (NImC), SMU_1906c, SMU_423 (NImD), Bakeretal., 2015
mutY, end3, rs1, rsl11, rs13, rs5, rs8, rl1, rl14, rll16, rl24,
ri29, ri5, rl6, rsl4, fabZ, accA, accD, fabD, fabG, fabH,
fabK, dnal, holB, recJ, rpoA, ftsH, ftsw, ftsX, SMU.1261c,
glnA, proC, hisA, hisB, ilvE, ilvB, nifS, cysK, spaP, mreC,
mreD, ditC, dItD, murC2, pbp2a, pbp2x, pgm, fth, thiD,
SMU_1039¢, SMU_117¢, SMU_196c, SMU 91lc,
SMU_929¢, SMU_1560, SMU_1646¢c, SMU_1701c,
SMU_1706, SMU_1807c, sod, ahpC, dpr, tpx, gshR,
SMU.1828, SMU.765, pfk, gapN, adhA, adhB, adhC, adhD,
alsS, aldB, naoX, glk, eno, pfkB, adhE, ackA, scrB, treA,
glgD, glgC, glgB, glgP, bglA, dexA, SMU.125, trxB, IguL,
SMU.275, clpE, thdF, grpE, pepA, SMU_132, SMU_1940c,
IplA, SMU_143c, SMU_2043c, sys, purL, purF, purM,
purN, pyrA, pyrAB, pyrB, pyrD, pyrDB, pyrE, pyrF, pyrK,
ftsH, purH, SMU_991, SMU_2071, nrdD, SMU_29, gInR,
copY, furR, malR, ccpA, brpA, fruR, pyrR, cpsY, fabT,
SMU_124, SMU_161, SMU_168, SMU_953c, SMU_1647c,
SMU_1097c, El, ptsH, bglP, scrA, pttB, ptnA, ptnC, ptcC,
ptsG, ptxA, SMU.1958c, SMU_1037c, SMU_1038c, covs,
copZ, sloC, malF, malX, malG, SMU.653c, opuBa,
SMU_652c (SsuB), glpF, SMU_995, SMU_996, nrgA,
SMU_857, SMU_706c, SMU_1881c, SMU_1897,
SMU_459, SMU_524, SMU_525, SMU_602, SMU_651c,
SMU_746¢c, SMU_747¢c, SMU_923, SMU_1938c,
SMU_1939c, trK, trkA, trkB, pacL, copA, copY, atpA, atpB,
atpC, atpD, atpE, atpF, atpG, atpH.

uvrA Hanna et al., 2001
rgpF Kovacs et al., 2017
luxS, dagK, clpP, hrcA. Lemos et al., 2005
aguA Griswold et al., 2006

otcA Griswold et al., 2004
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4 RESULTADOS
Distribuicdo das amostras

De acordo com a quantidade minima de RNA em cada amostra para realizar as
analises (<30ng / RNA), o grupo de biofilmes SRS resultou em 10 bibliotecas gendmicas

e 0 grupo RC resultou em 9 biblioteca genémicas (Figura 2).

10 voluntarios com 30 voluntarios com
superficie de raiz lesdo cariosa radicular
exposta sem cérie (SRS) ativa (RC)

Conjunto de
amostras com
<30ng / RNA

9 bibliotecas

10 bibliotecas

gendmicas gendmicas

Figura 2. Fluxograma das bibliotecas gendmicas em relacdo a cada grupo.

Analise exploratoria e de expressao diferencial

Considerando o total de 225 genes potencialmente relacionados a tolerancia acida,
a Tabela 2 abaixo mostra que a mediana de reads no grupo RC é superior aquela
encontrada nas amostras SRS. Esses genes estéo relacionados com as seguintes fungdes:
degradacdo de RNA, formacédo de biofilme, sistema arginina deiminase, producdo ou
resisténcia & toxinas, reparacdo de DNA, codificacdo de subunidades ribossomais,
biossintese de acidos graxos, replicacdo e divisao celular, biossintese de aminoacidos,
atividade de membrana, estresse oxidativo, energia e metabolismo central, reparo de
proteinas e degradacdo, sintese de nucleotideos e nucleosideos, traducéo, codificacdo de
fatores de transcrigdo, sistema fosfotransferase do agucar, sistema de dois componentes,

transporte e ligagdo, transporte de potassio e cobre e extrusdo de prétons.
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Tabela 2. Numero total, média, mediana, quartis e amplitude (minimo — maximo) de

reads de todos os genes de tolerancia &cida (n=225 genes) em cada grupo analisado:

Grupo Total de Mediana Quartis (25/  Minimo -
reads de reads 75) Maximo

SRS 7,6 x 10* 0,02 0,0-3,0 0-3.858
RC  300,0x10* 484,0° 129 -1.470  0-93.327

Medianas seguidas por letras sobrescritas distintas diferem estatisticamente entre pelo teste de Mann-
Whitney (p<0,001)

Dos 225 genes analisados (e potencialmente relacionados a toleréncia acida), 69
(30% em relacdo ao total) apresentaram expresséo diferencial no grupo RC e nenhum
gene apresentou expressao diferencial no grupo SRS (seguindo os critérios descritos
anteriormente: alteracdo nos niveis de transcricdo de pelo menos 1log2fold change e valor
de P ajustado menor que 0,001) (Tabela 3). De todas as func¢des associadas aos genes de
toléncia &cida, apenas duas delas (degradacdo de RNA e transporte de potéssio e cobre)

ndo apresentaram seus respectivos genes com expressao diferencial.

Tabela 3. Genes que apresentaram expressao diferencial em biofilmes radiculares

com carie.
n° genes (% em relagdo
Funcéo ao total de genes da Genes log2Fold p. ajustado
funcéo®)
Formacdo de Biofilme
e metabolismo de 1 (100%) luxS 6,56 4 79E-12
cisteina
. - 0 OtcA 6,74 1,58E-10
Agmatina Deiminase 2 (100%) aguA 6.07 3.38E-09
SMU_1914c
< = 8,12 2,29E-11
_Producdo ou 3 (100%) e 7,70 8,89E-16
resisténcia a toxinas SMU_1906c¢ 795 5 00E-13
SMU_423 (NImD) ’ ’
Reparagdo de DNA 1 (33,3%) end3 (smn) 4,82 0,000937768
Biossintese de acidos 1 (14,28%) fabH 718 2 40E-11
graxos
Replicagdo e divisdo 1 (100%) greA 708 9,87E-12

celular

*Genes identificados pela busca da literatura
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Tabela 3 (cont). Genes que apresentaram expressdo diferencial em biofilmes

radiculares com carie.

n° genes (% em relacdo

Funcéo ao total de genes da Genes log2Fold  p. ajustado
funcao®*)
SMU_1261c (hisE) 673  »o/E-Ll
Biossintese de hisA 4,77 2=l
S 4 (44,44%) C ’ 0,000147324
aminoacidos ilvE 4,64 0.001025519
hisB 4,63 ’
spaP 4,71 0,000136354
mreC 7,20 1,46E-08
mreD 8,45 2,08E-14
murC2 4,56 0,000890623
pbp2a 4,87 0,000804216
dagK 6,66 4,32E-09
Parede Celular 12 (50%) SMU_911c 9.25 4.02E-16
SMU_929c 8,03 2,97E-19
SMU_1560 7,37 4,32E-13
SMU_1646¢ 8,13 1,68E-13
SMU_1701c 8,12 1,25E-15
SMU_1807c 7,31 1,21E-11
Estresse oxidativo 1 (14,28%) Tpx 8,30 7,98E-17
pfk 4,65 0,000760736
adhE 4,63 0,000580787
Energia e eno 4,50 0,000272191
metabolismo central 6 (22.22%) ofkB 465 0000760736
glgC 4,15 0,000877011
bglA 4,80 0,000983863
Pmtfj'”a SRR 1 (6,66%) SMU_143c 7,86 1,26E-15
egradacdo
purL 4,77 0,000137132
purM 4,28 8,66E-05
pyrD 7,42 1,26E-13
Sintese de pyrDB 7,23 3,96E-14
nucleotideos e 9 (50%) pyrK 7,31 2,12E-10
nucleosideos purH 419 0,000534169
SMU_991 8,02 6,52E-15
SMU_2071 7,79 6,23E-12
SMU 29 7,18 2,11E-14

*Genes identificados pela busca da literatura
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Tabela 3 (cont). Genes que apresentaram expressdo diferencial em biofilmes

radiculares com carie.

n° genes (% em relagdo

Funcéo ao total de genes da Genes IogéFoI p. ajustado
funcéo™)
Cenesenvolvidos na 1 (25%) syfA 772 9,08E-14
traducao
gInR 4,67 0,00076976
2,34E-11
furR 7,23
e 4,08E-12
Genes que codificam fabT 6,81 7' 56E-16
reguladores de fatores 7 (41,17%) pyrR 7,61 4,51E-14
de transcrig&o. SMU_161 7,96 !
1,14E-10
SMU_168 8,67 5 15E-14
SMU_1647c 8,02 ’
Sistema de ScrA 457 8888222%%
fosfotransferase de 3 (27,27%) ptnA 4,50 ’
. . 0,00106175
acucar bacteriano ptnC 4,02
comD 4,28 0,001023453
1,44E-10
comE 6,92
Sistema de dois 6 (46,15%) liaS 7,65 0 802()%%;??41
componentes 970 liaR 464
1,44E-10
levR 7,63 714E-14
levS 8,18 '
SMU_653c 8,06 2,44E-12
SMU_652c (SsuB) 7,90 1,57E-13
glpF 8,45 3,18E-12
nrgA 8,64 6,63E-14
Transporte e ligacéo 9 (34,61%) SMU_706c 6,99 4,07E-13
SMU_1897 7,94 4,71E-07
SMU_459 7,68 2,68E-14
SMU_602 8,65 4,29E-18
SMU_651c 7,09 2,08E-10
Extrusdo de protons 1 (12,5%) atpH 6,80 5,88E-10

*Genes identificados pela busca da literatura

Considerando o total de 69 genes que apresentaram expressdo diferencial, a

Tabela 4 abaixo mostra que a mediana de reads no grupo RC é superior aquela encontrada

nas amostras SRS. Do ponto de vista funcional, e em termos percentuais, cerca de 17,4%

dos genes diferencialmente expressos estdo associados com funcgbes de membrana,

enguanto que 13% desses estdo relacionados com sintese de nucleotideos/nucleosideos

ou transporte e ligacéo; e 10,1% dos genes estdo associados com codificacdo de fatores
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de transcricdo (Figura 2). Além disso, com excecdo das funcdes formacédo de biofilme,
sistema agmatina deiminase, producdo ou resisténcia & toxinas, e replicacdo e divisdo
celular, onde todos os genes identificados e associados a tais fungBes foram
diferencialmente expressos, é importante mencionar que uma expressdo diferencial foi
parcialmente encontrada nos genes associados as demais funcdes, variando de 6% a 50%

dos genes identificados (Figura 3).

Tabela 4. Numero total, média, mediana, quartis e amplitude (minimo — maximo) de

reads dos genes que apresentaram expressao diferencial (n=69 genes)

Grupo Total de Mediana Quartis (25/ Minimo -

reads de reads 75) Maximo
SRS 1,2 x 10* 0,0? 0,0-2,0 0-2.090
RC 57,0 x 10* 167,0° 58,0-613,75  0-40.546

Medianas seguidas por letras sobrescritas distintas diferem estatisticamente entre pelo teste de Mann-
Whitney (p<0,001)
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Resultados das analises das rotas metabdlicas

Dos 69 genes diferencialmente expressos, as rotas metabdlicas de apenas 37 genes

estavam disponiveis na plataforma KEGG (descritas a seguir).

O gene luxs esté relacionado com a formacao de biofilme e com a analise da sua
rota metabolica foi possivel inferir que 0 mesmo esta relacionado com o metabolismo de
cisteina (Figura 4). O gene aguA estéa ligado ao sistema agmatina deminase que leva a
producdo de putrescina que esta associada a producdo de compostos alcalinos e também
atuar como intermediaria do metabolismo de alanina, aspartato, butanoato e glutamato
(Figura 5). Os genes comD/comE sdo estdo ligados ao mecanismo do Sistema de Dois-
Componentes e 0s genes SMU_1914c/SMU_423 estdo relacionados com a producédo de
bacteriocinas (Figura 6). O gene end3 (smn) esta relacionado com o reparo de DNA
(Figura 7). O gene fabH participa da biossintese de acidos graxos e esta fungdo esta
associada as modificacGes de lipidios da membrana plasmatica (Figura 8). Os genes
SMU_1961c, hisA, hisB estdo associados a via de pentose-fosfato, podendo progredir para
metabolismo de purina ou de histidina, que por sua vez poderd estar associado ao
metabolismo de aspartato, glutamato e alanina (Figura 9.1) (como também verificado na
Figura 5). O gene ilvE esta ligado a producdo de aminoacidos de cadeias ramificadas que
sdo: valina, leucina e isoleucina (Figura 9.2). Os genes dagK, murC2, pbp2a participam
da biossintese de peptidoglicanos (Figura 10). O gene eno realiza a conversao de 2-
fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato que é um precursor da sintese de piruvato, que
posteriormente pode ser convertido em acido latico. O gene adhE realiza a conversdo do
2-hidroxietil-ThPP (produzido a partir do piruvato) em acetaldeido que sera convertido
posteriormente em etanol (Figura 11.1). O gene bglA realiza o transporte de carboidratos
de fontes vegetais e o gene glgC esté relacionado com a sintese de glicogénio (Figura
11.2). O gene pfk converte a frutose-6P em frutose-1,6 bifosfato, enquanto gene pfkB
converte a frutose-1-fosfato em frutose-1,6-bifosfato, portanto estes genes estdo
relacionados com a producéo de energia (glicélise) (Figura 11.3). Os genes purL, purM,
SMU_29 estdo relacionados a producdo de nucleotideos (adenina e guanina) (Figura
12.1). Os genes pyrD, pyrDB, pyrK participam do metabolismo de cistosina e timina; e a
timina pode ser convertida em valina, leucina e isoleucina (como também descrito na
Figura 9.2) enquanto o gene pyrR é um fator de transcricdo (Figura 12.2). O gene syfA
estd envolvido com a sintese de tRNA e proteinas (Figura 13). O gene scrA converte a
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sacarose em sacarose-6P e 0 gene ptnA/ptnC convertem a manose em manose-6P (Figura
14). Os genes liaS e liaR fazem parte do mecanismo de Sistema de Dois-Componentes,
sendo que o gene liaS esta ligado as respostas relacionadas a secrecdo de mutacinas e pela
formacéo de biofilme, enquanto o gene liaR esta relacionado com a formacao do envelope
celular (Figura 15). O gene SMU_652c estéa relacionado ao transporte de nitratos (Figura

16). E o gene atpH que € a subunidade C(gama) da F1Fo-ATPase (Figura 17)
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Figura 10. Rota metabdlica dos genes dagK, murC2, pbp2a obtida a partir da plataforma

KEGG.
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Figura 11.1. Rota metabdlica dos genes eno e adhE obtida a partir da plataforma KEGG.
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Figura 11.3. Rota metabolica dos genes pfk e pfkB obtida a partir da plataforma KEGG.
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Figura 13. Rota metabolica do gene syfA obtida a partir da plataforma KEGG.
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Rota metabolica dos genes scrA, ptnC e ptnA obtida a partir da plataforma
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Figura 15. Rota metabdlica dos genes liaS e liaR obtida a partir da plataforma KEGG.
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Figura 16. Rota metabdlica do gene SMU_652c obtida a partir da plataforma KEGG.
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5 DISCUSSAO

Estudos in vitro que apresentavam como objetivo avaliar a expressao de genes
relacionados a tolerancia acida em Streptococcus mutans obtiveram como resultado que
h& uma maior expressdo génica dos genes relacionados a este mecanismo quando esta
célula bacteriana cresce em um pH é&cido. O pH baixo utilizado nestes estudos mimetiza
0 processo carioso ativo, neste estagio da doenca ocorre com bastante frequéncia quedas
de pH em decorréncia da excrecdo de acidos oriundos do metabolismo do biofilme
composto, em sua maioria, por microrganismos aciddricos e acidogénicos (Len et al.,
2004), (Gong et al., 2009), (Baker et al., 2015). No nosso estudo é possivel inferir a partir
da anélise estatistica que comparou a mediana do nimero de reads (dos 225 genes que
estdo relacionados aos mecanismos de tolerancia acida) do grupo superficie radiculares
higidas (SRS) e superficie radiculares cariadas (RC) que a mediana do grupo RC
apresentou-se estatisticamente maior (p<0,001). Este resultado apenas quantifica o
namero de reads de cada gene, mas ja indica que ha uma maior expressao génica no grupo
RC em relacdo ao grupo SRS, o que foi confirmado pela analise de expressao diferencial
(Dseq).

Genes relacionados a via glicolitica e transporte de nutrientes:

Em relacdo as funcdes de Energia e metabolismo central, 6 genes apresentaram
expressao diferencial (8,69% em relacdo em relacdo ao total). Analisando a rota
metabdlica é possivel inferir que os genes pfk e pfkB participam da metabolizacdo de
acucares e fazem parte do processo de glicolise (Sztajer et al., 2008). O gene eno realiza
a conversdo de 2-fosfo-glicerato em fosfoenolpiruvato que é um precursor da sintese de
piruvato que posteriormente pode ser convertido em &cido latico. Porém, observamos que
0 gene adhE apresentou expressao diferencial realizando a conversdo do 2-hidroxietil-
ThPP (produzido a partir do piruvato) em acetaldeido que posteriormente pode ser
convertido em etanol. Nossa hipGtese é que essa conversdo tenha sido ativada como forma
de se controlar a producdo de &cidos pelo S. mutans num esforgo para evitar uma intensa
acidificacdo ambiental que pudesse comprometer sua viabilidade. Ainda, o gene glgC esta
associado a produgdo de uma enzima-chave que sintetiza glicogénio, que é um
polissacarideo intracelular (PIC) que tem papel importante na cariogenicidade do S

mutans. O PIC é uma reserva de carboidratos que pode ser utilizado para obtencdo de
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energia em periodos de jejum do hospedeiro que sao caracterizados pelo periodo entre as
refeicdes (Diez et al., 2013), (Marsh et al., 2018). A degradacgéo do PIC também resultara
em producéo de &cidos que potencialmente podem desmineralizar as superficies dentais.
Além disso, observou-se que o gene bglA, que participa do transporte e subsequente
utilizacdo de carboidratos derivados de fontes vegetais, tais como salicina, arbutina,
celobiose e aesculin (Cote et al., 2003) também apresentou expressdo diferencial, apesar
de desconhecermos a contribuicdo da ativacéo desse transporte numa condicao de estresse

acido compativel & um biofilme cariogénico.

Nesse sentido, € importante ressaltar que 3 genes relacionados ao sistema de
fosfotransferase do acglcar bacteriano (PTS) apresentaram expressdo diferencial (4,34%
em relacdo ao total). O sistema PTS estd envolvido no transporte de acgUcares para o
interior celular que serdo utilizados para o metabolismo bacteriano (Lemos et al., 2019).
O gene scrA realiza a fosforilagdo dos substratos de aclcar recebidos e
concomitantemente faz sua translocagdo dos compostos fosforilados através da
membrana celular, estando principalmente envolvido no transporte de sacarose,
convertendo a sacarose em sacarose-6-fosfato (Lemos et al., 2019). Os genes ptnA e ptnC,
estdo relacionados ao metabolismo de agucares, em especifico, a manose, convertendo a

manose em manose-6-fostato (Sztajer et al., 2008), (Binepal et al., 2017).

Genes relacionados a sintese de nucleotideos e nucleosideos:

A sintese de nucleotideos e nucleosideos apresentou 9 genes com expressao
diferencial, perfazendo 13% em relacdo ao total (69 genes). De forma geral, a expressdo
diferencial desses genes indica a ocorréncia de processos metabolicos basicos necessarios
para manutencdo da viabilidade celular. Os genes purL, purM, purH e SMU_29
participam do metabolismo de purinas. Hipotetiza-se que a sintese de adenina, um tipo de
purina, esta relacionada a geracdo de ATP que seria utilizado para extrusdo de protons
(via mecanismo F-ATPase que sera discutido mais adiante) (Baker et al., 2017). Néo foi
encontrada a rota metabdlica dos genes SMU_991 e SMU_2071, mas acredita-se que eles
participem deste mecanismo ja que também apresentaram expressdo diferencial. pyrR,
apos analisar sua rota metabolica, esse gene controla o operon pyr que participa da
biossintese de pirimidinas. Os genes pyrD, pyrDB e pyrK estdo associados ao

metabolismo de pirimidinas. Analisando a rota metabdlica em que se encontra esses
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genes, € possivel inferir que os precursores para iniciar a rota metabolica deste grupo de
nucleotideos é a alanina, aspartato e glutamato, que sd&o aminoacidos também
relacionados a rota metabdlica do gene aguA (presente no mecanismo de agmatina
deiminase, que serd discutido mais adiante) e aos genes hisA, hisB e SMU_1961c

(relacionados a biossintese de aminoacidos).

Genes relacionados a biosintese de aminoéacidos:

Ainda sobre o mecanismo de biossintese de aminoacidos citado anteriormente,
além dos genes hisA, hisB e SMU_1961c, o gene ilvE pertence a esta funcdo e também
apresentou expressao diferencial. Este gene especifico participa da sintese de valina,
leucina e isoleucina que sao aminoacidos de cadeias ramificadas, este tipo de aminoacido
leva a um redirecionamento do carbono que deixa de ser convertido em piruvato. Além
disso, a reacao realizada pelo ilvE produz aménia, que é uma molécula alcalina. (Baker
et al., 2017). A célula mutante para o gene ilvE apresenta crescimento deficiente, defeito
na FiFo-ATpase (serd discutida mais adiante) e ainda apresentava-se significativamente

mais sensivel a acidos (Santiago et al., 2012).

Esses mecanismos descritos acima (glicolise, biossintese de aminoacidos e
possiveis compostos alcalinos produzidos, bem como aumento na atividade do sistema
PTS) podem sugerir que em ambientes acidificados, como nos biofilmes associados as
lesBes de cérie radicular, os microrganismos necessitam otimizar a captura de nutrientes
para 0 meio intracelular e aproveita-los com maior eficiéncia, o que pode ser observado
pela maior expressdo de genes da via glicolitica (como pfk e pfkB) e também pela maior
atividade de genes relacionados a biossintese de aminoacidos que por sua vez atuardo
como precursores de moléculas maiores como polipeptideos e proteinas. Ainda, €
possivel que em condicbes de baixa disponibilidade de nutrientes nos periodos de jejum
do hospedeiro, é possivel que os aminoacidos podem serem utilizados como substrato
para sintese de glicose e consequente producdo de energia. Compostos alcalinos que
podem ser sintetizados a partir dos aminoécidos assim como producdo de etanol e
alteracOes da rota de produgdo do piruvato na via glicolitica podem atuar modulando a

acidificacdo extracelular de forma a ndo comprometer a viabilidade microbiana.
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Genes relacionados a funcéo/biossintese de peptidoglicano:

Dentre 0s 69 genes que apresentaram expressdo diferencial, 17,4% (12 genes) estdo
relacionados com funcGes na membrana plasmatica, os 12 genes deste mecanismo sao:
spaP, mreC, mreD, murC2, pbp2a, dagk, SMU_911lc, SMU_929c, SMU_1560,
SMU_1646¢, SMU_1701c e SMU_1807c. O gene spaP produz uma adesina associada a
parede celular que apresenta um importante papel na colonizacdo quando a sacarose nao
estd presente, ou seja, mesmo sem a presenca de sacarose é possivel produzir polimeros
extracelulares que sdo imprescindiveis para adesdo de bactérias a superficie do dente.
Ainda neste contexto, pesquisas in vitro demonstraram que cepas mutantes do gene spaP
néo se aderiam ao esmalte dental (Crowley et al., 1999). Os genes mreC, mreD, murC2,
pbp2a, dagK, SMU 911c, SMU_929c¢, SMU_1560, SMU_1646¢c e SMU_1807c
participam da regulacdo da forma celular e codificando componentes da parede celular.
Esta funcdo juntamente com gene fabH, que esta relacionado ao mecanismo de
biossintese de &cidos graxos podem estar atuando concomitantemente para que alteracdes
na membrana ocorram, possivelmente na tentativa de reduzir sua permeabilidade aos
prétons e controlar/evitar a acidificacdo do citoplasma (Chattoraj et al., 2010), (Park et
al., 2015), (Galvao et al., 2015), (Uniprot). O gene fabT regula o operon fab que é
responsavel pela biossintese de &cidos graxos insaturados de cadeia mais longa
(Faustoferri et al., 2015), O gene SMU_1701c codifica uma proteina associada a
membrana que participa de mecanismos como autdlise e lise celular em resposta as
modifica¢Oes que ocorrem no ambiente, como no caso de acidificagdo do pH do biofilme.
Sabe-se que a morte celular programada é importante para eliminar células bacterianas
danificadas pelo ambiente. A autolise de uma pequena subpopulacdo também libera DNA
das bactérias danificadas que se liga a matriz extracelular, aumentando o biofilme (Kim
etal., 2019).

A bomba F1-FoATPase que é composta por 8 genes (atpA, atpB, atpC, atpD, atpE,
atpF, atpG, atpH) é descrita na literatura como um dos principais mecanismos para
tolerancia acida em varios microrganismos, esta atua realizando a extruséo do proton H+
do interior celular e, como consequéncia positiva, ocorre uma alcalinizag¢ao do citoplasma
(Lenetal., 2004). Analisando o estudo de Baker et al., 2015 onde em um dos seus grupos
células foram cultivadas em um pH estacionario de 5,0, os achados deste grupo
demonstram que 7 genes desta bomba apresentaram maior expresséo nesta condi¢do. Em

nosso estudo apenas um gene que compde essa bomba apresentou expresséo diferencial,
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0 atpH. Este gene é a subunidade ¢ (y) da F-ATPase. O fato de termos encontrado
expressao diferencial em apenas um deles reflete 0 momento da coleta da amostra, mas
entende-se que todo o conjunto de genes relacionados & essa funcdo pode estar sendo
diferencialmente expresso, tanto é que todos os demais genes apresentaram reads nas

condicdes avaliadas.

Os genes responsaveis pelo mecanismo de transporte e ligacdo representam 13% da
amostra (9 genes de 69). Estes genes, como proprio nome sugere, atuam transportando as
mais diversas moléculas para o interior ou para o exterior da celula bacteriana. O gene
SMU_653c participa do transporte de proteinas atraves da membrana, o gene SMU_652c
auxilia o transporte de nitratos, o gene glpF que codifica um transportador de glicerol,
nrgA que codifica um transportador de aménia, SMU_706¢ que codifica uma proteina
com atividade transportadora de tiamina, gene SMU_459 que €é responsavel pelo
responsavel pelo transporte de aminoécidos, gene SMU_602 responsavel pelo transporte
de sodio, gene SMU_651c responsavel pelo transporte de nitrato/sulfonato/taurina e o
gene SMU_1897 que é responsavel pela excrecdo de toxinas para meio extracelular.
Entende-se, portanto, que codificacdo de proteinas de membrana que visam aumentar a
adesdo bacteriana &s superficies, bem como viabilizar a formacdo de biofilmes,
modificacdo na composicao de lipideos na membrana, aumento na atividade F-ATPase e
de proteinas de membrana que controlam o influxo/efluxo de nutrientes e toxinas

desempenham um importante papel no desenvolvimento dos biofilmes cariogénicos.

Genes relacionados a comunicacdo celular e resposta a fatores externos:

O Sistema de dois-componentes possui ao total 6 genes que apresentaram expressao
diferencial (8,69% em relacdo ao total) (comD/comE, liaS, liaR, levR e LevS)
apresentaram expressdo diferencial. Este mecanismo permite que o S. mutans sinta as
modificagdes que ocorrem no ambiente, e assim regule os fatores de transcricdo para
adaptar-se as novas condi¢des ambientais (Gong et al., 2009). Em relagdo a producéo de
toxinas, analisando a rota metabolica dos genes SMU_1914c e SMU_423 que estdo
relacionados a este mecanismo, foi possivel inferir pela analise da rota que para producao
ocorrer era necessario a ativacao dos genes comD/comE que participam do mecanismo
do sistema de dois-componentes, onde o gene comD funciona como um sensor que

permite a bactéria sentir as modificagdes que estdo ocorrendo no ambiente e 0 gene comE
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estimulara a atividade de fatores de transcrigédo para producdo de toxinas (mutacinas) (Xie
et al., 2010). As mutacinas secretadas por S. mutans sdo antibiéticos usados na defesa
contra outros micrébios orais, fornecendo assim uma vantagem para S. mutans, pois estas
suprimem o crescimento de outras bactérias concorrentes presentes no biofilme dental
(Zhang et al., 2009), (Lemos et al., 2019). Além disso, O gene liaS parece regular a
expressdo e secrecdo de mutacina. Os genes liaS e liaR estdo envolvidos com formagéo
de biofilme, uma vez que bactérias deficientes nesse gene apresentaram capacidade
reduzida de formarem biofilmes (Suntharalingam et al., 2009), (Zhang et al., 2009). O
gene liaS esta também associado & aciduricidade ja que mutacGes nesse gene resultam em

reduzida tolerancia acida (Zhang et al., 2009).

O gene luxS é responsavel por sintetizar um sinal celular (quorum sensing)
universalmente reconhecido como autoindutor-2 (Al-2), este sinal pode ser um fator
importante na regulagdo da expressdo génica relacionada ao biofilme, podendo modular
a utilizacdo de energia para o crescimento em um ambiente competitivo. As bactérias que
apresenta mutacdo nesse gene apresentam deficiéncia na formacéao de biofilme (Merritt
et al., 2003), (Wen e Burne, 2004). Analisando a rota metabolica desse gene foi possivel
inferir que ele estava ligado ao metabolismo da cisteina, transformando um intermediario
toxico S-D-Ribosil-L-homocisteina em homocisteina, esta reacdo fornece grupos metila
para RNA, DNA e proteinas (Sztajer et al., 2008). Portanto, em resposta ao ambiente
acidificado dos biofilmes, os S. mutans desencadeam respostas que viabilizam formacéo

de biofilme e sintese de mutacinas.

Genes relacionados ao controle do pH intracelular:

O sistema agmatina deiminase possui 2 genes que apresentaram expressao
diferencial (2,89% em relacdo ao total). Os genes otcA e aguA convertem agmatina em
amonia, CO», putrescina e ATP, a amonia gerada pode contribuir para a neutraliza¢éo do
pH citoplasmatico, enquanto o ATP gerado pode ser usado para alimentar a extrusdo de
prétons atraves da bomba F1-Fo-ATPase que ja foi discutida anteriormente (Lemos et al.,
2019). Como ja descrito acima, e apesar dos S. mutans serem altamente acido-tolerantes,
entende-se que esse mecanismo é um importante fator de controle de acidificacdo que
impede que o pH no meio intracelular seja reduzido a valores que inviabilizem o

crescimento dos S. mutans.
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Genes relacionados a mecanismos de reparos a macromoléculas:

O gene end3 (smn) foi o Unico que apresentou expressao diferencial em relacdo ao
mecanismo de reparacdo de DNA (1,44% em relacdo ao total). A literatura relata que o
reparo de DNA € um mecanismo importante para protecdo contra flutuacdes de pH, este
reparo ocorre por meio da excisdo de base de DNA e tem um papel importante na
manutencdo do genoma, impedindo o acimulo de mutagdes e protegendo a célula contra
efeitos de lesbes altamente mutagénicas. Cepas mutantes para 0 gene smn apresentam

frequéncias de mutacdo espontanea elevadas (Gonzalez et al., 2012).

Genes relacionados a demais funcoes:

Outros mecanismos que apresentaram somente um gene cOm exXpressao
diferencial foram: replicacéo e divisao celular com gene greA (1,44% em relacdo ao total),
estresse oxidativo com gene tpx (1,44% em relacdo ao total), reparo de proteinas e
degradacdo com gene SMU_143c (1,44% em relacdo ao total) e genes envolvidos na

traducdo (1,44% em relacéo ao total).

Apo6s a discussdo da importancia de determinados genes para fisiologia e
adaptacdo dos S. mutans em biofilme cariogénicos, cabe ressaltar que a maioria dos
estudos realizados com intuito de descrever as modificaces génicas em S. mutans quando
em um ambiente &cido sdo estudos in vitro (Len et al., 2004), (Gong et al., 2009), (Baker
et al., 2015). Porém, estes estudos sdo realizados em um ambiente controlado e com
bactéria na sua forma planctdnica, o que de alguma forma limita os achados, pois o
biofilme da cavidade oral possui uma variedade enorme de microrganismos em constate
interacdo, 0 que pode modular a expressao génica. Apesar das rotas descritas acima
possuirem genes mais expressos em condicdo de doenca (cérie radicular), ainda existem
duvidas sobre a real contribuicdo de determinados genes na patogénese da carie radicular.
Baker et al. (2017) discutem que ainda ndo se pode afirmar se sistema agmatina deiminase
é importante clinicamente (Baker et al., 2017). O fato dos nossos resultados mostrarem
uma maior expressao de genes desse sistema sugerem que em condic¢des clinicas de
biofilmes polimicrobianos a atuacdo desse sistema é fundamental para manuentacdo da
viabilidade celular. Em acréscimo, os mesmos autores (Baker et al., 2017) questionam
como a produgdo de &cidos graxos é iniciada para modificar a permeabilidade da

membrana. Em nosso estudo, o gene fabH apresentou expressao diferencial e este catalisa
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a primeira reacdo de condensacdo que inicia a sintese de &cidos graxos, elucidando em
partes as davidas do autor. Ainda, questionou-se qual seria a real contribuicdo do gene
iVIE em ambientes &cidos. Nossos resultados também sugerem a importancia da rota

regulada por esse gene na tolerancia acida.

Ressaltamos que os resultados do presente estudo sédo provenientes de RNA de
amostras clinicas. Esses resultados confirmam alguns achados in vitro anteriormente
relatados, porém trazem novas evidéncias sobre genes que potencialmente estdo
envolvidos nos mecanismos de tolerancia acida. Além disso, as amostras correspondem
a biofilme polimicrobiano, de forma que a expressao diferencial encontrada pode ser
resultado da interagdo microbiana existente nesse ambiente microbiologicamente
complexo. Dessa forma, o nivel de evidéncia dos resultados apresentados é elevado por
se tratar de um estudo clinico realizado sob condic¢des reais utilizando ferramentas de

biologia molecular para esclarecimento do processo saude-doenca.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que existe expressao diferencial de
genes envolvidos nos mecanismos de tolerdncia acida de S. mutans em biofilme
cariogénico. Genes diferencialmente expressos em condicdo de cérie radicular estdo
associados & rotas metabdlicas e fungdes de formacdo de biofilme, sistema agmatina
deiminase, producédo ou resisténcia & toxinas, reparacdo de DNA, biossintese de acidos
graxos, replicacdo e divisao celular, biossintese de aminoacidos, atividade de membrana,
estresse oxidativo, energia e metabolismo central, proteina de reparo e degradacéo, sintese
de nucleotideos e nucleosideos, codificacdo de fatores de transcrigdo, sistema
fosfotransferase do agucar, sistema de dois componentes, transporte e ligagdo e extrusdo
de protons. Hipotetizamos que esses genes diferencialmente expresssos podem

futuramente ser utilizados como marcadores de viruléncia de biofilme cariogénico.
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