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INTRODUGAO:

Antimicrobianos sao fatores de estresse que podem alterar a expressao de genes
relacionados a competéncia bacteriana, isto €, um estado fisiolégico que permite a captagao
de DNA exdgeno (Blokesh, 2016). A competéncia permite que as bactérias adquiram novas
caracteristicas, como resisténcia a antibioticos.

Streptococcus mutans € um microrganismo capaz realizar transformacgao genética
naturalmente (Morrison et al., 2015), através de um mecanismo conhecido de ativacao da
competéncia bacteriana (Ricomini Filho et al., 2019). A maquinaria necessaria para ativar o
estado de competéncia depende da expressao do fator sigma sigX, que pode ser induzido
pelo peptideo estimulador de competéncia - CSP (Havarstein et al., 1997; Mashburn-Warren
et al., 2010; Khan et al., 2012).

Ademais, o estado metabdlico bacteriano esta ligado a expressao do gene da lactato
desidrogenase (/dh), crucial na producdo de ATP. Analisar a expressado de /dh revela a
viabilidade e estado metabdlico de S. mutans diante da presenca de antimicrobianos.

A clorexidina, antimicrobiano amplamente utilizado para controle do biofilme oral, é
tradicionalmente aplicada em enxaguantes a 0,12% por até duas semanas. Recentemente,
concentragdes menores (0,06%) tém sido usadas por até seis meses, o que pode ativar a
competéncia bacteriana e alterar a viabilidade das bactérias. Neste sentido, o objetivo deste

estudo foi avaliar o efeito da exposicdo continua a clorexidina (CHX) por 7 dias na
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competéncia (por meio da expressdo do gene SigX) e viabilidade (por meio da expressao

do gene Idh) de cepas de S. mutans.

METODOLOGIA:

Este estudo foi realizado em duas etapas: a primeira definiu concentragcdes
bacteriostatica e bactericida de CHX em S. mutans; a segunda avaliou a expressao dos
genes sigX e Idh usando repodrteres de luciferase acoplados as regides promotoras dos
genes alvo. A pesquisa foi feita em colaboragéo internacional com a Profa. Fernanda
Petersen (University of Oslo). A primeira etapa ocorreu no laboratério da FOP-UNICAMP, e
a segunda na UiO, durante o estagio cientifico da aluna Luiza Bittencourt de Borba
(jan-fev/2025).

Foram usados dois mutantes isogénicos da cepa UA159 de S. mutans: SM068, com
reporter de luciferase no promotor de sigX (Khan et al., 2012), e SM120, com repérter no
promotor de /dh (Dornelas-Figueira et al., 2023). As culturas foram preparadas em Tryptic
Soy Broth (TSB), congeladas, diluidas e expostas por 7 dias a concentracées de CHX de 0
a 2,857 yg/mL em placas de 96 pocos.

Os experimentos foram realizados em blocos de 7 dias: no dia 0, 100 uL das
culturas congeladas (ODswo 0,5) foram inoculados em 5 mL de TSB e incubados overnight a
37°C e 5% CO:.. No dia 1, 4 pL dessas culturas foram adicionados a cada pogo em uma

placa de 96 pocgos, conforme o layout experimental:

A | TSB TSB
(blank) | (blank)

B | 2.857 24 20 | 1.8 | 1.667 | 1.489 | 1.304 0.909 0476 | O 0

C | 2.857 24 20 | 1.8 | 1.667 | 1.489 | 1.304 0.909 0476 | O 0

D | 2.857 24 20 | 1.8 | 1.667 | 1.489 | 1.304 0.909 0476 | O 0

E | 2.857 24 20 | 1.8 | 1.667 | 1.489 | 1.304 0.909 0476 | O 0

F | 2.857 24 20 | 1.8 | 1.667 | 1.489 | 1.304 0.909 | 0476 | O 0

G | 2.857 24 20 | 1.8 | 1.667 | 1.489 | 1.304 0.909 | 0476 | O 0

Figura 1. Layout da placa de 96 pocos utilizada nos ensaios de avaliagao da expressao
génica por luminescéncia nos dias 1-7. Cada pogo contém 4 uL da cultura, 181 yL de TSB +
CHX, 10 uL de luciferina (1mM) e 5uL de CSP ou agua MilliQ (dependendo do grupo
experimental). A1-A2 (Controle TSB): Meio TSB com luciferina (1 uM) e agua MilliQ
(controle negativo, sem bactéria). B1-D11 (SM068 — sigX): Mutante contendo reporter de
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sigX; adicdo de CSP (10 uM). E1-G11 (SM120 - Idh): Mutante contendo reporter de /ldh;
sem adicédo de CSP. Colunas 1-11: Gradiente decrescente de CHX (2,857 a 0 ug/mL).

As placas dos dias 1 a 7 foram incubadas a 37°C por 20 horas em um leitor de
microplacas, com medigdes a cada 30 minutos do crescimento (ODsw) € expressdo génica
por luminescéncia (RLU) de sigX ou Idh. Para manter a exposi¢cao continua a CHX, a cada
dia os 4 uL de cultura eram transferidos para a nova placa a partir do pogo correspondente
da placa anterior.

No 8° dia, apds a pré-exposicdo a CHX, as culturas com crescimento nas maiores
concentragdes (1,4 e 1,6 uyg/mL para sigX; 1,8 e 2,0 ug/mL para Idh) e o controle sem CHX
(O pg/mL) foram transferidas para novas placas para comparar o perfil de expressao génica

entre os grupos com e sem exposi¢cao prévia a CHX, uma vez que essa exposicao fosse

cessada.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Al s | TsB
Bl o 0 0 0 0 0

Figura 2. Layout da placa de 96 pocos utilizada no experimento do 8° dia. A1-A2 (Controle
TSB): Meio TSB com luciferina (1 uM) e agua MilliQ (controle negativo, sem bactéria).
B1-B2: SM068 exposto a 0 CHX (experimento 1) ou SM120 exposto a 0 CHX (experimento
2). B3-B4: SM068 exposto 7 dias a 1.4 ug/mL CHX (experimento 1) ou SM120 exposto 7
dias a 2.0 yg/mL (experimento 2). B5-B6: SM068 exposto 7 dias a 1.6 pg/mL CHX
(experimento 1) ou SM120 exposto 7 dias a 1.8 pg/mL CHX (experimento 2).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os dados de RLU foram normalizados pelos valores de ODsow, € a area sob a curva
(AUC) foi calculada. Os dados de AUC foram analisados por ANOVA de uma via e teste de
Tukey (a=5%). Ambas as cepas de S. mutans, SM068 e SM120, previamente expostas a
clorexidina, tenderam a apresentar crescimento bacteriano facilitado em comparagao com
as cepas nao expostas (Figuras 1 e 2).

A expressao de sigX (AUC) foi aumentada com o aumento das concentragdes de
CHX, com valores de 23.147 + 1.616, 90.784 + 2.085 e 124.552 £+ 1.872 RLU/ODs¢ow X h nas

concentragdes de 0, 1,4 e 1,6 ug/mL, respectivamente (Figura 3).
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A expressao de Idh (AUC) aumentou quando exposta a 1,8 e 2,0 yg/mL de CHX,
com valores de 756.544 1+ 97.130 e 792.332 + 69.170 RLU/ODs0wo X h, respectivamente, em

comparagdo com a auséncia de exposicao, cujo valor foi de 600.171 £ 17.514 RLU/ODeo0 X

h (Figura 4).
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Figura 1.
(RLU/OD600;

crescimento bacteriano (OD600;

Expressdo de sigX
linha continua) e
linha
tracejada) da cepa SMO068, previamente
exposta por 7 dias a concentragdes de

CHX de 0, 1,4 ou 1,6 pg/mL.
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Figura 3. Area sob a curva da
expressao de sigX (RLU/ODG600; linha
continua) ao longo do tempo da cepa
SMO068, previamente exposta por 7 dias a
concentragdes de CHX de 0, 1,4 ou 1,6
pMg/mL. Asteriscos indicam diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05)

entre os grupos.
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Figura 2.
(RLU/OD600;

crescimento bacteriano (ODG600;

Expressdo de Idh
linha continua) e
linha
tracejada) da cepa SM120, previamente
exposta por 7 dias a concentragdes de

CHX de 0, 1,8 ou 2,0 pg/mL.
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Figura 4. Area sob a curva da
expressao de Idh (RLU/ODG60O;

continua) ao longo do tempo da cepa

linha

SM120, previamente exposta por 7 dias a
concentragdes de CHX de 0, 1,8 ou 2,0
pg/mL. Asteriscos indicam diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05)

entre os grupos.
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CONCLUSOES:

Os resultados demonstraram que a exposigao continua a CHX por 7 dias pode

aumentar a expresséo do gene relacionado a competéncia em S. mutans (sigX),

potencialmente favorecendo a aquisicdo de DNA extracelular, além de induzir a expressao

do gene Idh, associado ao metabolismo, aumentando sua capacidade de viruléncia.
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