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INTRODUGAO:

A carie dental, € uma doenca biofilme-agucar-dependente, que resulta na desmineralizagao
dos tecidos dentais, e, quando ndo controlado, pode levar a perda do elemento dental,
gerando consequéncias para a saude oral e sistémica da populacéo. A bactéria Streptococcus
mutans esta presente em grande quantidade na cavidade oral, e € o principal microorganismo
associado a doenga carie. Quando ocorre a ingestdo de sacarose na dieta, esse carboidrato
atua como substrato para producdo de acidos e de substancias poliméricas extracelulares
(SPEs), especialmente glucanos, que atuardo na protegdo das bactérias e auxiliardo no
processo de adesdao a superficie dentaria. Além disso, sua viruléncia, também, esta
intimamente relacionada a produgdo de DNA (eDNA) e acidos lipoteicoicos (LTA)

extracelulares que interagem com SPEs nos biofilmes formados por S. mutans.

Portanto, o objetivo do estudo foi avaliar a expressédo de genes associados ao metabolismo da
parede celular e producédo de glucanos, em cepas com delecdo de genes associados a
remodelagem da membrana citoplasmatica (lyT, IytS), parede celular (dItA, ditD) e de sintese

de glucanos (gtfB, gtfC, gtfBC), utilizando a cepa parental UA759 como controle.
METODOLOGIA:

Cultivo das cepas

As cepas, previamente congeladas a -75°C, foram reativadas utilizando a técnica de
semeadura por esgotamento em placas de Petri com agar, e levadas para estufa (37°C, 10%
CO,, 48h). Apds, foi feito o preparo do pré-inéculo, em que cerca de 5 a 8 coldnias foram

transferidas para um tubo Falcon, contendo 10 mL do meio de triptona e extrato de levedura
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(TY), contendo glicose a 1% (37°C, 10% CO,, 16h). Esse processo foi feito para todas as
cepas, totalizando 8 tubos. Essas culturas foram diluidas 1:20 em meio TY + 1% glicose para
obtengdo do inéculo, portanto, 0,5 mL do pré-inéculo foi adicionado a 9,5 mL do meio
preparado; nessa etapa, foram feitos 2 tubos para cada uma das cepas, totalizando 16 tubos
Falcon. Foi realizada a leitura da densidade Optica para cada tubo, sendo considerado o
tempo Oh. Todos os indculos foram levados para incubadora (37°C, 10% CO,, 2 a 5h - houve
variagao no tempo de crescimento de acordo com a cepa), até alcangar a fase de crescimento
logaritmico, quando a densidade 6ptica alcangou cerca de 0,2 (D.O.s5.m). A0 alcancar esse
valor, um volume de 6,625 mL foi transferido para um novo tubo contendo 0,375 mL de glicose
ou sacarose a 20%, fazendo com que a concentragao final de cada carboidrato ficasse a 1%,
sendo considerado um “pulso” de carboidratos. Foi novamente levado para incubagao por 4

horas (37°C, 10% CO,). Quando removidas, foi feita nova leitura da D.O.550,m.

Posteriormente, foi feita centrifugacdo (5,000 xg, 10 min, 4°C), para separagéo do liquido

sobrenadante e do precipitado. O precipitado foi ressuspenso em 0,5 mL de RNAlater.

Analise de expressao génica via RT-qPCR:

A extracdo de RNA foi realizada utilizando o método fenol:cloroformio (Cury & Koo, 2007). Ao
fim da extracdo, foi realizada a quantificagdo do RNA total “bruto”, utilizando o

nanoespectrofotometro.

Apos, foi dado inicio ao processo de purificacdo desse RNA “bruto”, iniciando com o
tratamento com DNAse na coluna, utilizando o Qiagen RNeasy Micro Kit, seguindo as
instrucdes do fabricante; ao fim do protocolo, foi realizada nova leitura para quantificacdo do
RNA parcialmente purificado, utilizando o nanoespectrofotdmetro. A proxima etapa da
purificacao foi realizada com o tratamento com DNAse em solucgéao, utilizando o Ambion Turbo
DNAse Kit (37°C, 30 min.); foi realizada nova quantificagdo. A ultima etapa desse processo, foi
a limpeza final com o Qiagen RNeasy MinElute Cleanup Kit, seguindo as instru¢bes do
fabricante, sendo que ao fim desse processo, foi feita nova quantificacdo do RNA total

purificado, além do gel de agarose a 1%, para avaliar a integridade das amostras obtidas.

Em seguida, foi feita a sintese de cDNA, com o iScript DNA Synthesis Kit. Para isso, foi
preparado o Master Mix sendo um kit para +RT (contendo a enzima transcriptase reversa), e
outro, para -RT (sem a enzima). As amostras foram incubadas no equipamento de PCR até o
fim do ciclo. As amostras de cDNA +RT foram diluidas 1:5 (misturando 10 uL de cDNA + 40
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ML de agua molecular) para os genes alvo especificos e 1:1000 (misturando 5 uL de cDNA

diluido 1:5 + 995 uL de agua de grau molecular) para o gene normalizador (16s rRNA).

Apos, foi feita a diluicdo dos primers, seguindo as orientagbes do fabricante, e também a
quantificacdo no nanoespectrofotdbmetro, para avaliar se a concentracdo esta proxima da
estimada. Os primers foram testados em PCR convencional e foi verificado se estavam

adequados em gel de agarose.

Apos garantir que os primers estavam apropriados, foi dado inicio as reagdes quantitativas de
PCR, onde foram avaliados 2 genes especificos (gitfB e murA) e o gene normalizador 716s
rRNA. Para isso, foi utilizada uma placa de 96 pogos, para cada um dos genes, contendo os 6
pontos da curva padrdo, o non template control (NTC) e os genes +RT especificos. Os

resultados das corridas estdo demonstrados abaixo:

RESULTADOS E DISCUSSAO:
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Figura 1. Graficos de amplificagao (Amplification), de curva padrao (standard curve; com 6 pontos) e de
dissociacdo (melt peak) de corrida de qPCR com primer para o gene 76S rRNA de S. mutans. Os
parametros de eficiéncia de reagao, de inclinagdo da reta (slope) e de correlagdo estdo adequados, e, portanto,
os dados obtidos para as amostras de cDNA também estdo adequados. Os dados na cor vermelha representam
as amostras e os dados na cor azul representam os pontos da curva padrao.
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Figura 2: Graficos de amplificagdo (Amplification), de curva padrao (standard curve; com 6 pontos) e de
dissociacdo (melt peak) de corrida de qPCR com primer para o gene murA de S. mutans. Os parametros de
eficiéncia de reagédo, de inclinagéo da reta e de correlagdo estdo adequados, e, portanto, os dados obtidos para
as amostras de cDNA também estdo adequados. Os dados na cor vermelha representam as amostras e os
dados na cor azul representam os pontos da curva padrao.
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Figura 3: Graficos de amplificagao (Amplification), de curva padrao (standard curve; com 6 pontos) e de
dissociacdo (melt peak) de corrida de qPCR com primer para o gene gtfB de S. mutans. Os parametros de
eficiéncia de reacao, de inclinagdo da reta e de correlacdo estdao adequados, e, portanto, os dados obtidos para
as amostras de cDNA também estao adequados. Os dados na cor vermelha representam as amostras e os
dados na cor azul representam os pontos da curva padrao.

Os dados das corridas foram tabulados e analisados, como consta na Figura 4
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Figura 4. Dados de expressdo génica. Estdo representados nos graficos os dados para cada gene (média e
desvio padrao).

CONCLUSOES:

Observa-se nos graficos que, para o gene normalizador 16s rRNA, houve maior expressao do
gene nas cepas AdltA - glicose e AdItD - sacarose, além da cepa AgtfC - sacarose. Ja em
relagédo aos genes gitfB e murA, em ambos nota-se maior expressao dos genes na cepa AgtfC

- sacarose.
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Portanto, a cepa AgtfC com o pulso de sacarose foi a que mais expressou os trés genes
supracitados, porém, nao foi possivel identificar o motivo disso e serdo necessarias mais

analises para elucidar esse comportamento da bactéria.

Comité de ética: CIBIO-FOP n° 01/2022.
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