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Resumo

Streptococcus mutans (SM) é um patégeno oral da carie dentaria e
endocardite infecciosa. Para se estabelecer no hospedeiro, SM precisa se adaptar
as condicbes biofisicas e aos fatores de defesa do hospedeiro. Para isto, SM
utiliza sistemas reguladores de transcricdo de dois componentes (SDC). Dois
SDCs, VicRK e CovR, sado associados a viruléncia de SM. O objetivo deste
trabalho foi investigar a participacédo dos reguladores de transcricao génica VicRK
e CovR na evasao de SM ao sistema complemento e fagocitose. Dessa forma, a
marcacao pelo complemento foi comparada entre os mutantes vicK- e covR-
obtidos da cepa SM UA159 (UAvic e UAcov, respectivamente) e UA159, através
da incubagdo com soro humano a 20% ou soro humano livre de C1qg (30 min,
37TC, 10% COy). A deposicao de C3b sobre a superficie de SM foi analisada
também nas cepas cultivadas em meio com 0,1% de sacarose. A quantidade de
C3b nas superficies bacterianas foi determinada através de reagbes com
anticorpos IgG de cabra anti-C3 humano conjugado com FITC e analise de
citometria. Bactérias incubadas com PBS foram usadas como controle negativo.
O reconhecimento das cepas de SM por anticorpos séricos opsonizantes foi
realizado com anticorpos anti-lgG humano conjugado com FITC e anti-IgM
humano conjugado com APC. Para analise da fagocitose, as mesmas cepas
coradas com FITC foram incubadas com neutréfilos (PMN) por 5 e 30 min. na
presenga ou auséncia de soro humano a 20%; o numero de PMN com bactérias
fagocitadas foi determinado por citometria de fluxo. A deposicao de C3b foi menor
em UAcov (10,86%) e em UAvic (7,6%), comparado a UA159 (23,5%). Na
presenca de sacarose, a marcagao por C3b caiu para 10,86% em UA159, e para
os mutantes UAcov e UAvic foi reduzida a 6,6 e 3,96%, respectivamente (ANOVA
p<0,001). Os mutantes UAcov e UAvic foram menos reativos contra anticorpos
lgG e IgM. A fagocitose por PMN foi reduzida em UAcov e UAvic em cerca de 50
a 60% em relacdo a UA159 nos tempos de 5 e 30 min. (ANOVA p< 0,005). Assim,

a inativacao dos sistemas VicRK e CovR reduz significativamente a deposicao de
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C3b do complemento e a frequéncia de fagocitose de SM, indicando que estes
SDC regulam genes envolvidos no escape a opsonizacao pelo complemento.
Palavras-chave: Streptococcus mutans, Fatores de viruléncia, Ativacao do

Complemento.
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Abstract

Streptococcus mutans (SM) is an oral pathogen of dental caries and infective
endocarditis. To get established in host sites, SM needs to adapt to biophysical
conditions and host defense factors. To this purpose, SM applies transcriptional
regulatory systems of two components (SDC). Two SDCs, VicRK and CovR, have been
implicated in SM virulence. The aim of this study was to investigate the role of VicRK
and CovR on SM evasion from complement system and phagocytosis by neutrophils
(PMN). Thus, complement deposition was compared between vicK- and covR- mutants
obtained strain UA159 (UAvic and UAcov, respectively) and the parent UA159 exposed
to 20% human serum or human serum depleted of C1q (30 min, 37°C, 10% CO.,).
Deposition of C3b on SM surfaces was also analyzed in strains cultivates in the
presence of 0.1% sucrose. The amount of C3b on the bacterial surface was determined
by reactivity with goat IgG antibody anti-C3 conjugated FITC and flow cytometry
analysis. Bacteria incubated with PBS were used as negative control. The reactiveness
of SM strains with human serum antibodies was quantified by flow citometry with anti-
human IgG- FITC and anti- human IgM-APC antibodies. For analysis of phagocytosis,
the strains stained with FITC were incubated with PMN during 5 and 30 min. in the
presence or absence of 20% human serum; the number of internalized bacteria by PMN
was determined by flow cytometry. The deposition of C3b on UAcov (10.86 %) and
UAvic (7.6%) was lower, compared to UA159 (23.5%) (ANOVA p<0,001). In the
presence of sucrose, C3b deposition decreased to 10.86 % in UA159, and to 6.6 and
3.96% in UAcov and UAvic , respectively (ANOVA p < 0.001). The UAcov and UAvic
mutants were less reactive with IgG and IgM antibodies. The phagocytosis by PMN was
50 to 60% reduced in UAcov and UAvic compared to UA159, respectively at times 5
and 30 min. (ANOVA p < 0.005). Thus, inactivation of CovR and VicRK TCS systems
significantly reduces deposition of complement C3b and phagocytosis by PMN in a
serum-dependent way, indicating that these SDC regulate genes involved in the

evasion of complement to opsonization.



Keywords: Streptococcus mutans, Virulence factors, Complement Activation.
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1 INTRODUCAO

Streptococcus mutans (SM) é uma espécie comum da cavidade bucal
de humanos. Além de seu importante papel na etiologia da carie dentaria, SM é
comumente envolvido na etiologia de endocardite bacteriana, outra doenca
biofilme-dependente, que ocorre em individuos susceptiveis que sofrem
bacteremia de origem oral (Chia et al., 2001; Lockhart et al., 2008; Nakano et al.,
2009).

Diversas espécies bacterianas tém desenvolvido propriedades
especificas para colonizar os diferentes locais da cavidade oral, os quais séo
submetidos a constantes mudancas ambientais (Nicolas & Lavoie, 2011). A alta
frequéncia de SM na microbiota bucal de humanos indica a capacidade desta
espécie em se adaptar e sobreviver aos estresses ambientais os quais incluem os
diversos fatores de defesa presentes na cavidade bucal (Kreth et al., 2009). A
viruléncia de SM em doencas bucais e sistémicas também é dependente da
capacidade destes microrganismos se adaptarem as condigdes de estresse
durante o processo de infeccdo do hospedeiro, como ocorre com diversos
patdgenos (Stephenson & Hoch, 2002).

Os SDCs (Sistemas de Dois Componentes) sdo sistemas reguladores
de transcricdo génica fundamentais para a resposta bacteriana a diversos
estimulos ambientais (Stephenson & Hoch, 2002; Raghavan & Groisman, 2010).
Um SDC tipico € composto por um receptor de membrana, normalmente uma
histidina-quinase (HK) que se auto-fosforila em resposta a um estimulo especifico,
e uma proteina reguladora intracelular denominada regulador de resposta (RR), o
qual é ativado por fosforilacdo pelo receptor cognato para se ligar as sequéncias
reguladoras dos genes alvo, reprimindo ou induzindo a transcricdo dos mesmos.
SM possui 0 SDC VicRK e o RR 6rfao CovR, cujo receptor de membrana cognato
(CovS) nao foi identificado. Esses SDCs regulam de forma antagdnica diversos
fatores de viruléncia, entre eles, fatores associados a formacao de biofilmes (Stipp
et al., 2013). VicRK induz a expressao dos genes gtfB/C/D e gbpB (Senadheera



et al., 2005; Duque et al., 2011), enquanto CovR reprime estes mesmos genes de
viruléncia (Biswas et al., 2007; Stipp et al., 2013). A inativacdo de covR em
UA159, aumenta a expressao de diversas proteinas envolvidas na biogénese da
parede celular. A inativacao de vicK também promove forte aumento na expressao
da hidrolase de mureina smaA (Stipp et al., 2013).

Além dos fatores de defesa presentes na saliva, os fatores séricos
também sdo importantes no controle dos biofilmes dentarios, atingindo a cavidade
bucal através do exsudato gengival, também chamado fluido crevicular (Rudney et
al., 2005). Dentre os componentes séricos, 0 sistema complemento é um
componente essencial do sistema imune inato de humanos, sendo composto por
diversas proteinas soluveis do soro, além de receptores e proteinas de membrana
reguladoras (Abbas & Lichtman, 2007). As proteinas soluveis, ao reagir com a
superficie bacteriana sdo ativadas e reagem em cascata, o que leva a deposicao
irreversivel da proteina C3b nas superficies bacterianas. C3b/iC3b sao fragmentos
de clivagem do componente C3, sendo o iC3b o seu fragmento inativo, ambos
funcionam entdo como opsoninas, facilitando o reconhecimento (através de seus
receptores para C3b/iC3b) e fagocitose pelos macréfagos e neutréfilos (PMN) do
hospedeiro (Ricklin & Lambris, 2007).

Patbgenos do género  Streptococcus apresentam  diversos
componentes de escape ao sistema complemento (Mitchell, 2003). Estes incluem
as capsulas polissacaridicas que impedem a deposicdo de C3b/iC3b na
superficie bacteriana (Mitchell, 2003; Hyams et al., 2010). Além disso, proteinas
da superficie de estreptococos que se ligam aos componentes do sangue do
hospedeiro (por exemplo, fibrinogénio, albumina e proteinas reguladoras soluveis
do complemento) favorecem o escape ao sistema complemento (Mitchell, 2003).
A inativacdo de covR compromete a capacidade de SM de sobreviver e/ou
crescer em saliva (Vizoto, 2011). Além disto, a inativagdo de covR promove
resisténcia a fagocitose por PMNs em sangue humano (Negrini et al., 2012).
Diversas proteinas de superficie de SM reguladas por CovR e consideradas como

importantes para a capacidade de formacao de biofilmes, como a GtfB e GbpC,



parecem influenciar na susceptibilidade de SM a fagocitose e na capacidade de
causar bacteremia e endocardite bacteriana, por mecanismos nado compreendidos
(Nakano et al., 2002; Nakano et al., 2004; Nomura et al., 2004; Nakano et al.,
2006; Nakano et al., 2009). Por outro lado, CovR regula diversas proteinas
envolvidas na biogénese de parede celular e na sintese de polissacarideos
extracelulares (Stipp et al., 2013), cujas fungdes no escape de SM ao sistema
imune precisa ser investigada (Negrini et al., 2012). E possivel que SM também
apresente proteinas de superficie, importantes no escape a marcagao pelo
complemento e a fagocitose, uma vez que estes microrganismos sobrevivem pelo
menos 4 dias na corrente sanguinea em experimentos de bacteremia em modelo
animal (Nakano et al., 2004). Como os sistemas VicRK e CovR regulam diversas
proteinas de superficie associadas a viruléncia e biogénese da parede celular e a
inativagao destes sistemas em SM reduz drasticamente a fagocitose por PMN na
presenca de sangue (Negrini et al., 2012), é provavel que VicRK/CovR regulem
fatores de escape ao sistema complemento. Sendo assim, o objetivo geral deste
trabalho foi investigar a participacdo dos reguladores de transcricdo génica VicRK
e CovR na susceptibilidade de Streptococcus mutans a opsonizagao pelo sistema

complemento.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Importancia de Streptococcus mutans na microbiota dos biofilmes
dentarios cariogénicos

A cavidade oral representa uma das superficies humanas com maior
carga e diversidade de microrganismos (Marsh, 2005; Jenkinson & Lamont, 2005;
Kuramitsu et al., 2007). As superficies dentarias sdo as principais responsaveis
por estas caracteristicas, pois albergam os biofilmes dentarios (ou placa dental),
0s quais consistem de bilhbes de microrganismos organizados em uma matriz
extracelular composta principalmente de produtos microbianos, incluindo-se
principalmente polissacarideos extracelulares (Marsh, 2005; Bowen & Koo, 2011).
Estima-se que 20% das bactérias orais cultivaveis sdo estreptococos (Schachtele
et al., 2007).

Os estagios iniciais da formacao de biofilme dental envolvem interacdes
especificas entre adesinas bacterianas com componentes salivares ou produzidos
por microrganismos adsorvidos a superficie dos dentes (por exemplo,
polissacarideos extracelulares) (Bowen & Koo, 2011). Estreptococos
correspondem entre 60 a 80% do biofilme dental formado durante as primeiras 8 h
apds a limpeza dos dentes (Diaz et al., 2006) e continuam predominando nos
biofilmes dentérios durante as 24 horas de formacéo de biofilme (Nyvad & Kilian,
1987; Aas et al., 2005). Estes organismos pioneiros fornecem novos receptores de
superficie e mudam as condicbes ecolégicas através de suas atividades
metabdlicas, permitindo a colonizacao por sucessivas espécies (Marsh, 2005; Diaz
et al, 2006). A sintese bacteriana de matriz extracelular, especialmente
polissacarideos insolluveis, permite o acumulo de mais microrganismos e pode
desempenhar fungdes para aderéncia, reserva de substratos e escape de fatores
de defesa do hospedeiro (Banas & Vikerman, 2003; Smith & Mattos-Graner, 2008;
Bowen & Koo, 2011). SM tem papel fundamental neste processo, pois secreta
enzimas que sintetizam glucanos insollveis a partir da sacarose, 0s quais também

interagem com a superficie de outras espécies (Bowen & Koo, 2011). Estas



enzimas sao denominadas glucosiltranferases B, C (GifB e GtfC,
respectivamente). Além disto, SM produz proteinas associadas a parede celular
que se ligam com afinidade aos glucanos, sendo denominadas proteinas ligadoras
de glucano (Gbps, de glucan-binding proteins) (Banas & Vickerman, 2003).

Além de interagir com receptores de superficie e com a matriz
extracelular, as espécies microbianas devem lidar com varios estresses no
biofilme, por exemplo, mudancgas drasticas na temperatura, pH, pressao osmética,
exposicdo a agentes oxidantes e fatores imunes do hospedeiro (Smith &
Spatafora, 2012). Membros do biofilme oral com capacidade de sentir e responder
a uma condicdo de estresse em particular tem uma vantagem competitiva e
aumentam em propor¢do dentro de seu nicho ecolégico. SM tem uma maior
capacidade de responder eficientemente aos estresses dos biofilmes dentarios, o
gue os torna predominantes em biofilmes cariogénicos. Por exemplo, SM mantém
um metabolismo fermentativo com produgdo de acidos em pH baixos (=5,0) e
tolera pHs extremamente baixos (=3,0), os quais ndo sao suportados por espécies
comensais de Streptococcus (Smith & Spatafora, 2012). Assim, SM ¢é
predominante nos biofilmes dentarios de pessoas que consomem sacarose com
alta frequéncia (Marsh, 2005). O baixo pH mantido por longos periodos em
biofilmes ricos em SM causam a desmineralizagdao progressiva dos dentes, com
desenvolvimento das lesbées de carie. Em condicoes menos extremas, as espécies
comensais podem predominar, sendo os biofilmes dentarios compativeis com a
saude (Marsh, 2005; Diaz et al., 2006).

2.2 Participacao de Streptococcus mutans em doencas bucais e/ou
sistémicas

Ha evidéncias que as espécies bucais do género Streptococcus, podem
estar envolvidas em doencas sistémicas em pessoas sadias e pessoas
imunocomprometidas (Hohwy et al., 2001). Embora os dentes sejam o principal
nicho ecolégico de SM, estes microrganismos podem também colonizar a mucosa
bucal (Caufield et al., 1993; Caufield, 2000; Milgrom et al., 2000; Alves et al.,



2009). Para colonizar e se estabelecer nos biofilmes dentarios SM precisa
sintetizar e interagir com uma matriz extracelular, cujo principal componente sao
polissacarideos. Esta matriz influencia na ecologia dos biofilmes, alterando
caracteristicas ecoldgicas importantes, como a densidade das populacdes
microbianas, a disponibilidade de nutrientes, a difusdo de metabdlitos e o escape
microbiano a fatores de defesa do hospedeiro (Duque et al., 2011). A formacgao e
maturacéo de biofilmes é, entretanto, precedida por estagios em que bactérias
livres na saliva sejam capazes de sobreviver a diversos fatores de defesa da
saliva do hospedeiro, de se aderir aos dentes e adaptarem-se fisiologicamente as
novas condicdes locais para se multiplicar e iniciar a formacao dos biofilmes (Kreth
et al, 2009). A alta freqiéncia de SM na microbiota de humanos indica
capacidade desta espécie em se adaptar e sobreviver a diversos fatores de defesa
presentes na cavidade bucal (Kreth et al., 2009; Negrini et al., 2012).

Além do papel importante na etiologia da carie dentaria, SM &
comumente envolvido na etiologia de endocardite bacteriana, outra doenca
biofilme-dependente, que ocorre em individuos susceptiveis que sofrem
bacteremia de origem oral (Chia et al., 2001; Lockhart et al., 2008; Nakano et al.,
2009). A viruléncia de SM em doencas bucais e sistémicas também é dependente
da capacidade destes microrganismos de detectar e se adaptar a condicbes de
estresse durante o processo de infeccdo do hospedeiro, como ocorre com
diversos patdgenos (Stephenson & Hoch, 2002). Além dos fatores de defesa
presentes na saliva, os fatores séricos também séo importantes no controle dos
biofilmes dentarios associados a gengiva. Estes componentes atingem a cavidade
bucal através do epitélio do sulco gengival, como parte de um fluido gengival
denominado fluido crevicular (Rudney et al., 2005). O fluido crevicular é
importante para o controle do biofilme dentario subgengival, no qual Streptococcus
também se apresentam em proporcoes relativamente altas (Marsh, 2005).

A alta proporcdo de SM nos biofilmes dentarios cariogénicos permite
com que estes microrganismos atinjam a corrente sanguinea. Estas bacteremias

transitérias podem permitir a aderéncia de SM as valvulas cardiacas danificadas,



ao interagir com estruturas denominadas “vegetagao”, formadas pelo acumulo de
fibrina, plaquetas, e células inflamatérias sobre as células endoteliais lesadas
(Parsek et al., 2003; Paik et al., 2005). Bacteremias transitérias podem ocorrer
como consequéncia de qualquer fator que promova o sangramento gengival, como
a escovagao dentaria, ou através de procedimentos odontolédgicos (Lockhart et al.,
2008; Jung et al., 2009). Embora a profilaxia antibidtica seja recomendada antes
de procedimentos odontologicos invasivos, os antibidticos ndo podem
realisticamente ser usados para prevenir bacteremias em pacientes de risco,
sendo evidentes endocardites causadas por microrganismos bucais sem histérico
de procedimentos odontolégicos (Moirellon & Que, 2004; Paik et al., 2005). Apds o
acesso a corrente sanguinea, bactérias bucais podem ainda participar como
agentes desencadeadores ou complicadores de doencgas sistémicas como a
ateromatose, diabetes e doencas auto-imunes (Stinson et al., 2003; Herzberg et
al., 2005; Lockhart et al., 2008; Parahitiyawa et al., 2009). SM sédo detectados em
amostras de sangue e de tecido cardiovascular, tais como das valvulas do coracéo
e placas ateromatosas, em individuos acometidos por endocardite bacteriana
(Nakano et al., 2007; Lockhart et al., 2008). Alguns sorotipos de SM sdo ainda
capazes de invadir e promover a morte de células endoteliais in vitro, o que pode
contribuir para o envolvimento destes microrganismos na patogenia da

endocardite e aterosclerose (Stinson et al., 2003; Abranches et al., 2008).

2.3 Papel das proteinas reguladoras VicRK e CovR na viruléncia de bactérias
do género Streptococcus

Os SDCs sao sistemas basicos fundamentais para a resposta
bacteriana a diversos estimulos ambientais (Stephenson & Hoch, 2002; Raghavan
& Groisman, 2010). Um SDC tipico € composto por um receptor de membrana,
normalmente uma histidina-quinase (HK), e uma proteina reguladora intracelular
denominada regulador de resposta (RR). A porcdo externa do receptor HK é
ativada por um estimulo ambiental especifico, sofrendo fosforilagdo na sua porcéo

intracelular (Raghavan & Groisman, 2010). O grupo fosfato é entdo transferido



para o RR cognato, o qual sofre modificacdo da sua conformacéao para se ligar as
sequéncias reguladoras dos genes alvo, o que pode reprimir ou induzir a
transcricdo dos mesmos. Os genes que codificam os SDC sdo mais
frequentemente organizados em operons, mas ha HK ou RR designados “6rfaos”,
quando codificados por genes isolados, isto €, sem seu respectivo par. O genoma
da cepa de SM UA159 contém pelo menos 14 SDC completos (Biswas et al.,
2008b; Chong et al., 2008). Alguns destes sistemas tem sido investigados em
maior detalhe, como o SDC VicRK, CiaHR, ComCDE, envolvidos respectivamente,
na regulacao positiva de genes importantes para a formacgao de biofilmes e divisdo
celular, biossintese de bacteriocinas e competéncia (Li et al., 2002; Qi et al., 2004;
Senadheera et al., 2005; Duque et al., 2011). Além disto, o regulador érfao CovR,
também conhecido como GcrR (de Glucan binding protein Cregulator), regula a
producédo de fatores de viruléncia como as GtfB/C, GbpC e GbpB (ldone et al.,
2003; Sato et al., 2005; Biswas & Biswas 2006; Biswas et al., 2007; Stipp, 2010).
Os SDC VicRK e CovR regulam de forma antagbnica diversos fatores de
viruléncia, entre eles fatores associados a formacao de biofilmes. VicRK induz a
expressao dos genes gtfB/C/D e gbpB (Senadheera et al., 2005), enquanto CovR
reprime estes mesmos genes de viruléncia (Biswas et al., 2007; Stipp et al., 2008).
O papel da maioria dos SDC ainda nao é conhecido, embora 11 deles sejam
conservados em diversas cepas da espécie SM (Biswas et al., 2008).

Em S. pneunoniae, os sistema VicRK regula o ortélogo de GbpB
(denominado PcsB), e diversos fatores de viruléncia, inclusive a produgédo de
proteina de superficie PspA envolvida no escape ao sistema complemento (Ng et
al., 2005). Recentemente, demonstramos que a inativacdo de VicRK na cepa SM
UA159 reduz drasticamente a fagocitose destes microrganismos por neutréfilos
no sangue humano (Negrini et al., 2012). Estudos realizados em S. pyogenes e S.
agalactiae sugerem que fatores do hospedeiro presentes no fluido tecidual, saliva
e sangue compreendam estimulos para o sistema CovRS (Gryllos et al., 2001;
Shelburne, Il et al., 2005b; Gryllos et al., 2007; Gryllos et al., 2008). O sistema

CovRS é um dos sistemas mais estudados em S. pyogenes porque regula



diversas funcdes de viruléncia durante os processos de infecgdo, as quais
também incluem fatores antifagociticos e genes metabdlicos (Graham et al., 2002;
Graham et al., 2005; Mereghetti et al., 2008). Em SM, CovR regula os genes de
viruléncia que codificam GtfB/C/D, GbpB e GbpC (Idone et al., 2003; Biswas &
Biswas 2006; Biswas et al., 2007; Stipp, 2010). Entretanto em SM, o locus de
covR nao contém o gene que codifica o receptor cognato CovS. Uma vez que
CovR é um repressor de GtfB/C, GbpC (Biswas & Biswas, 2006; Biswas, Drake,
Biswas, 2007) e GbpB (Stipp, 2010), a inativacdo covR em SM aumenta
significativamente a formacgao de biofimes de SM na presenca de sacarose
(Stipp, 2010). Recentemente, verificamos que a inativacdo de covR compromete
drasticamente a capacidade de SM de sobreviver e/ou crescer em saliva (Vizoto,
2011). Além disto, a inativacdo de CovR promove resisténcia a fagocitose por
PMN do sangue humano (Negrini et al., 2012). Diversas proteinas de superficie
de SM reguladas por CovR e consideradas como importantes para a capacidade
de formagédo de biofilmes, como a GtfD e GbpC, parecem influenciar na
susceptibilidade de SM a fagocitose e na capacidade de causar bacteremia e
endocardite bacteriana (Nakano et al., 2002; Nakano et al., 2004; Nomura et al.,
2004; Nakano et al., 2006; Nakano et al., 2009). Outros componentes ainda néao
identificados do regulon de CovR com participacdo no escape a fagocitose
precisam ser identificados (Negrini et al., 2012).

2.4 Fatores de Sitreptococcus que influenciam a marcacao pelo sistema
complemento e escape a fagocitose

O complemento é um componente essencial do sistema imune inato de
humanos, sendo composto por diversas proteinas solUveis do soro, além de
receptores e proteinas de membrana reguladoras (Abbas & Lichtman, 2007). As
proteinas sollveis, ao reagir com a superficie bacteriana sdo ativadas e reagem
em cascata, o que leva a deposicao irreversivel da proteina C3b nas superficies
bacterianas. O sistema complemento pode ser ativado de forma dependente (via

classica) ou independente de anticorpos (vias da lectina e alternativa), mas todas



elas resultam na ligagdo covalente de C3b ou iC3b (forma resultante da via
alternativa) as paredes celulares das bactérias Gram-positivas. C3b/iC3b
funcionam entdo como opsoninas, facilitando o reconhecimento e fagocitose pelos
macréfagos e neutréfilos (PMN) do hospedeiro (Abbas & Lichtman, 2007).
Ativagdo do complemento também gera mediadores inflamatérios, como os
componentes C5a, C3a e C4a, os quais atuam como agentes quimiotaticos e
ativadores de fagécitos entre outras funcdes inflamatoérias. Portanto, a acdo de
fagocitos (macrofagos, células dendriticas e PMN) é altamente dependente da
atividade do complemento (Haas et al., 2002; Ricklin & Lambris, 2007; Yuste et al.,
2008). Outros componentes do complemento ainda melhoram a resposta imune
adaptativa mediada por anticorpos e a acao dos linfocitos T (Ricklin & Lambris,
2007).

Dentre as vias ativacdo do sistema complemento, a via classica é
iniciada por alguns isotipos de anticorpos, os quais incluem IgM e IgG (subclasses
lgG1 e IgG3 em humanos). Ao se ligarem aos antigenos da superficie bacteriana,
as regides Fc dos anticorpos IgM ou IgG sdo capazes de reagir com proteinas
C1qg do complemento, ocorrendo em sequéncia uma cascata de ativacdo que
resultard no recobrimento da superficie bacteriana por C3b (Kang et al., 2006;
Abbas & Lichtman, 2007). As vias alternativas e da lectina sdo ativadas na
auséncia de anticorpos, fazendo parte da imunidade inespecifica do organismo.
Na via alternativa basta a presenca no patégeno de determinadas caracteristicas
quimicas, especialmente auséncia de &acido sialico, ou auséncia de proteinas
reguladoras em sua membrana para a via alternativa seja desencadeada. A via da
lectina apresenta lectinas ligadoras de manana, encontradas no soro, que se ligam
a grupos de manose encontrados na superficie de algumas bactérias e essa
ligacao desencadeia a ativacdo da cascata do complemento (Jorge, 2010).

Patdégenos do género Streptococcus apresentam diversos componentes
de escape ao sistema complemento (Mitchell, 2003). Estes incluem as capsulas
polissacaridicas que impedem a deposi¢éo dos fragmentos C3b/iC3b decorrentes

da via classica e alternativa de ativagao do complemento (Mitchell, 2003; Hyams
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et al., 2010). Além disso, proteinas da superficie de estreptococos que se ligam
aos componentes do sangue do hospedeiro (por exemplo, fibrinogénio, albumina e
proteinas reguladoras soluveis do complemento) favorecem o escape ao sistema
complemento (Mitchell, 2003). Por exemplo, os estreptococos do grupo B (GBS)
produzem a proteina de ligagdo a laminina (Lmb), uma lipoproteina que tem
semelhanca ao Lral da familia de adesinas. Ort6logos de Lmb estdo presentes no
genoma de SM, S. pneumoniae e S. pyogenes. Existem varias Lmb no genoma
dos GBS. Um deles, FbsA (proteina de ligacdo de fibrinogénio de S. agalactiae),
protege GBS da opsonizagdo. Outro fator contém dominios semelhantes a
proteina PavA, um fator de viruléncia identificado em S. pneumoniae (PavA de
Pneumoncoccal adhesion and virulence A) (Mitchell, 2003). O genoma de SM
contém um gene que codifica uma proteina semelhante a PavA, além do ort6logo
da PsaA de S. pneumoniae, a qual é regulada por VicRK nesta ultima espécie (Ng
et al., 2005). Dados preliminares obtidos em nosso laboratério indicam que os
genes ortélogos de PavA e PspA de SM séao reprimidos por CovR. Isto poderia
explicar, pelo menos em parte, a drastica redugédo da fagocitose de SM por PMN
em sangue promovida pela inativacdo de covR, descrita recentemente por nosso
grupo (Negrini et al., 2012).

Streptococcus spp. apresentam diversos outros mecanismos de evasao
ao complemento. Um deles descrito em GBS, envolve a expressao de proteinas a
e B; a proteina B liga-se a por¢cdo Fc dos anticorpos IgA (lgA-Fc) e ao fator
regulador H do complemento, o qual impede a ativacdo da cascata do
complemento sobre as células humanas. Diversas proteinas das trés familias de
proteinas de superficie bacteriana [proteinas ancoradas através do dominio
LPTxG, proteinas ligadoras de colina (CBP) e lipoproteinas] parecem influenciar
na marcagcao pelo complemento (Mitchell, 2003). As CBP sao ligadas néo
covalentemente a colina dos acidos teicéicos ou lipoteicbicos da parede celular
através de um dominio C-terminal. Embora identificadas originalmente em S.
pneumoniae, sabe-se que diversas espécies bucais como Streptococcus mitis e
Streptococcus oralis apresentam colina associada a acidos teicéicos e/ou
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lipoteicdicos e que Gbps de SM apresentam dominio-C-terminal ligador de colina
(Gosink et al., 2000). Em S. pneumoniae ha diversas CBPs envolvidas na
viruléncia incluindo-se a autolisina LytA, e as proteinas de supeficie PspA e PspC
(Hyams et al., 2011).

As autolisinas sado hidrolases de parede celular (CWHs); CWH
compreendem um grande grupo de enzimas que clivam ligagdes covalentes da
parede celular e que podem ter diferentes especificidades, atividades redundantes
ou complementares e que frequentemente desempenham mais de uma funcéo
fisioldgica (Vollmer et al.,, 2008). Diversas bactérias produzem CWHs envolvidas
no remodelamento e renovacao da parede celular, separacao de septos durante a
fissdo binaria, autdlise (morte auto-induzida), competéncia, montagem de
estruturas de superficie celular e formacao de biofilmes (Vollmer et al., 2011). Por
exemplo, a LytA de S. pneumoniae esta envolvida na viruléncia, pois promove
autdlise e liberacdo de diversos fatores envolvidos na capacidade de colonizar a
orofaringe por mecanismos ndo bem compreendidos, incluindo-se as CWH LytB e
LytC (Mitchell, 2003). Recentemente, demonstrou-se que a inativagcdo de lytC,
associada ou ndo a inativacado de lytB em S. pneumoniae, aumenta a deposicéao
C3b, o que indica papel importante destas autolisinas na resisténcia de S.
pneumoniae a marcagao pelo complemento (Ramos-Sevillano et al., 2011).

Em SM, a autolisina AltA, aparentemente regulada por VicRK, tem
influéncia na formacao de biofilmes (Ahan & Burne, 2006; Ahn & Burne, 2007) e
no escape a fagocitose e inducédo de endocardite bacteriana, possivelmente por se
ligar a fibronectina soltuvel (Jung et al., 2009). Embora a atividade autolitica ndo
tenha sido demonstrada para GbpB, esta proteina envolvida na formacao de
biofimes de SM também tem dominios caracteristicos de autolisinas e esta
implicada na divisdo celular e morfogénese (Mattos-Graner et al., 2001; Duque et
al., 2011). Recentemente, identificamos diversas autolisinas reguladas por VicRK
e/ou CovR em SM UA159 (Stipp et al., 2013), mas o papel destas proteinas na
viruléncia destas espécies precisa ser elucidada. Uma das nossas hipoteses é que

estas autolisinas possam interferir na susceptibilidade bacteriana a marcagao pelo
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sistema complemento e outros fatores de defesa de forma dependente ou
independente da presenca de fluidos humanos como sangue e saliva. A cepa
UA159 foi isolada de crianca com carie ativa na Universidade do Alabama
(Birminghan, AL, E.U.A), sendo a primeira cepa de SM com genoma sequenciado
do sorotipo ¢, o sorotipo mais comum em isolados bucais (Adjick et al., 2001).
Além disto, cerca de 30 e 47% das cepas SM isoladas de vélvulas cardiacas e
ateromas respectivamente, sao do sorotipo ¢ (Nakano et al., 2007).

Ha indicios de que Gitfs, produtos (glucanos) e Gbps possam
desempenhar um papel no escape a fagocitose (Banas & Vikerman, 2003).
Porém, o papel de glucanos, Gtfs e Gbps na patogénese da endocardite
infecciosa ainda nédo é claro. Uma hip6tese é que os glucanos produzidos no
ambiente oral associados a SM por suas Gtfs e Gbps agiriam como uma capsula
anti-opsonizante (Claverys et al., 2000). A formacao de capsula é importante para
0 escape a fagocitose e viruléncia de S. pneumoniae. Porém, ha
variagOes genéticas consideraveis entre as cepasde S. pneumoniae de um
mesmo sorotipo capsular e, outros fatores ainda nao identificados parecem
influenciar na marcagdao por C3b/iC3 de forma independente da espessura e
sorotipo da capsula e da reatividade com anticorpos 1gG e IgM (Hyams et al.,
2011).

E possivel que SM também apresente proteinas de superficie,
importantes no escape a marcagao pelo complemento e a fagocitose, uma vez
que estes microrganismos sobrevivem pelo menos 4 dias na corrente sanglinea
(Nakano et al, 2004). Como os sistemas VicRK e CovR regulam diversas
proteinas de superficie associadas a viruléncia e a inativacao destes sistemas em
SM reduz drasticamente a fagocitose por PMN na presenca de sangue (Negrini et
al., 2012), e possivel que VicRK/CovR regulem fatores de escape ao sistema

complemento.
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3 PROPOSICAO:

O objetivo geral deste trabalho foi investigar a participagdo dos
reguladores de transcricdao génica VicRK e CovR na evasao de Streptococcus

mutans ao sistema complemento e fagocitose.

Para isto, os objetivos especificos deste projeto incluem:

1)  Caracterizar a deposicao de C3b/iC3b do sistema comple-
mento de humanos nas cepas SM UA159 crescidas em meio com e sem saca-
rose.

2) Comparar a ligagdo de C3b/iC3b a superficie bacteriana em
soro humano entre as cepas knock-out de vicK e covR em UA159 (UAvic, UA-
cov, respectivamente) e as respectivas cepas selvagem UA159 e mutantes
complementados com cépia epissomal dos genes inativados (UAvic+, UA-
cov+), nas condi¢des determinadas no objetivo especifico 1.

3) Comparar a ligacao de C3b/iC3b independente de anticorpos
a superficie bacteriana em soro humano livre de proteinas C1q, entre as ce-
pas knock-out UAvic e UAcov e as respectivas cepas selvagem UA159 e UA-
vicVic+, UAcovCov+, nas mesmas condi¢des do objetivo especifico 2.

4) Comparar a frequéncia de fagocitose por PMNs humanos pu-

rificados na presencga ou auséncia de soro humano entre as cepas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cepas e condicoes de cultivo

As cepas utilizadas neste estudo incluem S. mutans UA159 e os
mutantes knock-out dos genes vicK e covR obtidos em UA159 e designados
respectivamente UAvic e UAcov. As cepas mutantes UAvic e UAcov
complementadas com cépia epissomal intacta dos genes inativados (vicK e covR)
foram respectivamente designadas UAvic+ e UAcov+. Todos os mutantes knock-
out e complementados foram obtidas em nossos laboratérios em estudos
anteriores (Duque et al., 2011; Negrini et al., 2012). Para cada ensaio, as cepas
foram cultivadas a partir dos estoques congelados. Para isto, as cepas foram
estriadas em agar Brain Heart Infusion (BHA) (Merck Labs, Alemanha) acrescido
ou nao de eritromicina (10ug/ml) e de espectinomicina (200ug/ml) e incubadas a
37°C, em atmosfera com 10% CO. (Water-Jacked CO. Incubators/Cole Parmer
Instruments, EUA) durante 24 h. Apds o crescimento, colénias isoladas foram
inoculadas em 5 ml de caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Merck Labs, Alemanha)
sem ou com eritromicina (BHlerm) e incubadas sob as mesmas condicdes
durante 18h.

4.2 Voluntarios e amostras de soro

Amostras de soro foram obtidas de 10 ml de sangue coletados de seis
voluntarios sadios (trés do género masculino e trés do género feminino), com
idade entre 25 a 35 anos. Sendo realizada assepticamente, através da puncao da
veia braquial ap6s assepsia da pele com algodao estéril embebido em alcool
70%. A puncédo venosa foi realizada pelo método a vacuo, em tubos contendo
anticoagulante (heparina sédica), nao necessitando que individuo estivesse em
jejum. A coleta foi realizada por um profissional com experiéncia e formacao na
area de Biomedicina.

A selecao dos voluntarios para este estudo foi realizada sob aprovacgéao

do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
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aprovado pelo protocolo n® 031/2012, conforme definido na Resolugdo 196/96
relativo a pesquisa com seres humanos. As amostras de soro foram congeladas a

-70 °C e usadas como fonte de complemento.

4.3 Ensaios de ligacao de C3b/iC3b do complemento sobre a superficie de
cepas SM na presenca de C1q

Os ensaios para analisar a deposi¢cao de complemento sobre UA159
foram realizados como descrito por Brown et al. (2002). Para isto, volumes de 140
ul de culturas de SM em BHI (18 h, 37°C, 10% CO,), foram transferidos para 5 ml
de meio fresco BHI e incubadas sob as mesmas condi¢gdes até atingir uma
absorbancia (Assonm) de 0,3, correspondente a aproximadamente 5x10° a 1x10’
ufc/ml. Volumes de 500 ul destas culturas foram centrifugados e as bactérias
lavadas em volumes de 500 ul de PBS (pH 7,0) por duas vezes. Em seguida, 10
ul destas bactérias foram re-suspendidas em 10 pl de soro diluido a 20% em PBS
e incubados durante 30 min. a 37°C. Apds a incubacdo com soro, as bactérias
foram lavadas por duas vezes em PBS-Tween 20 a 0,05% (PBST, pH 7.4), re-
suspendidas em 50 ul de solugcéo de anticorpos policlonais IgG de cabra anti-C3
humano conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (ICN, E.U.A))
diluidos 1:300 em PBST. Apéds incubacao em gelo por 40 min., as bactérias foram
lavadas por duas vezes em 300 ul de PBST, centrifugadas (11.000 r.p.m.0 x, 2
min) e re-suspendidas em 300 pl de PBS paraformoldeido a 3% para andlise em
citbmetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences), disponivel no Departamento de
Diagnéstico Oral (FOP-UNICAMP). A intensidade de marcagao por C3b/iC3b foi
avaliada em pelo menos 25.000 bactérias localizadas no gate desenhado através
dos parametros de tamanho (FCS-Foward Scatter) e complexidade (SSC-Side
Scatter) das células, excluindo a populacéo localizada abaixo de 10" no parametro
SSC. Como controles negativos, bactérias tratadas nas mesmas condicées com
PBS ao invés de soro, foram analisadas. Os resultados foram expressos como a
porcentagem de bactérias fluorescentes em comparacdo com o0s controles

incubados em PBS.
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Ensaios preliminares de deposicdo do complemento foram realizados
com as cadeias bacterianas intactas e sonicadas para reducao das cadeias em
cocos e diplococos. Para isto, varios tempos de sonicagcao foram primeiramente
testados para melhor separagdao de cadeias sem interferéncia na viabilidade. A
partir destes testes, foi estabelecido como ideal ciclos de 6 sonica¢des por 30
seg. com intervalos de 1 min. em banho de gelo (Amplitude 1A e Ciclo 1.0)
(Sonicador ultrassénico Hielscher® UP 400 S). Para certificar-se de que a
sonicacdo nao afetou a viabilidade das cepas, os numeros de ufc/ml das
suspensodes bacterianas sonicadas ou nao foram determinados em agar BHI
acrescidos ou nao de eritromicina (10 pg/ml) e espectinomicina (200 pg/ml), apés
incubacao por 48h (37°C, 10% CO,). Para investigar a influéncia do tamanho das
cadeias na deposicdo de C3b bactérias sonicadas ou nao foram testadas nas
mesmas condi¢ées do ensaio descrito no item 4.3. Os ensaios indicaram que a
sonicagcdo nao interferiu com a marcagdo de C3b. Portanto os ensaios
subsequentes foram realizados sem a etapa de sonicagao para evitar possiveis
alteracdes da parede celular.

Ensaio similar foi realizado na presenca 0,1% de sacarose para avaliar
a influéncia da producdo de polissacarideo extracelular na superficie celular
bacteriana de SM e marcagao de C3b/iC3b do complemento.

Os ensaios de deposicdo C3b independente de anticorpos foram
realizados como descrito acima, com amostras de soro humano livre de C1q
(Calbiochem, USA). Como controle desta etapa foram utilizados dois soros, o
mesmo soro livre de C1q foi complementado com C1q purificado (Calbiochem,
USA) na concentracao sérica (0,75ug/ml) e o soro normal humano (SNH) de um
voluntario com concentragcdes séricas normais de proteinas do complemento.

Para investigar se componentes presentes no soro humano afetam a
viabilidade das cepas, aliquotas das diluicobes seriadas das suspensoes
bacterianas incubadas ou nao por 30 min. com 20% de soro humano foram

semeadas em agar BHI acrescidos ou ndo de eritromicina (10pg/ml) e
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espectinomicina (200ug/ml), e incubadas (37°C, 10% CO, 48h), e os nimeros de

ufc/ml determinados.

4.4 Determinacao das concentracoes totais de IgG e IgM reativos contra SM
nas amostras de soro

Para investigar a proporcdo de anticorpos IgG/IgM séricos reativos
contra SM, ensaios foram realizados da mesma forma como descrito no item 4.3,
com a diferenca que foram usados anticorpos de cabra anti-lgG humano
conjugado com FITC (Novus Biologicals, E.U.A.) ou anticorpos de camundongo
anti-lgM humano conjugados com APC (Biolegend, E.U.A.) diluidos 1:900 e
1:1000 em PBS, respectivamente, como descrito por Yuste et al. (2008) adaptado.

4.5 Fagocitose por PMN em sangue humano

A influéncia da deposicao do complemento na fagocitose por PMNs (po-
limorfonucleares) de sangue humano foi avaliada através determinacédo da fre-
quéncia de PMN com bactérias intracelulares fluorescentes. As bactérias marca-
das com FITC (vide item 4.5.1) foram incubadas com PMNs purificados do sangue
de 1 voluntario (vide item 4.5.2), na presenca e auséncia de soro humano a 20%.
Os PMNs foram cultivados com meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) suplemen-
tado com 10% soro fetal bovino inativado e sem antibi6ticos. As multiplicidades de
infeccdo (MOls, multiplicity of infection) testadas foram de 20 e 200 bactérias por
PMN. Apds a exposicdo as bactérias marcadas (37°C, 5% CO.) durante 5 e 30
min , a quantidade de PMN com bactérias intracelulares foi determinada por cito-
metria de fluxo (FACSCalibur, BD).

4.5.1 Marcacao de cepas com FITC

A marcagéao das cepas S. mutans com FITC (Sigma) foi realizada como
descrito por Falk et al. (1993), com algumas modificacdes. Resumidamente, 500 pl
de culturas de bactérias em BHI obtidas como descrito no item 4.1 (corresponden-

tes a aprox. 10’ bactérias) foram coletadas por centrifugacdo (11.000 x r.p.m, 2
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min., 4°C), lavadas em PBS e ressuspendidas em 1 ml de tamp&o de carbonato
de sodio (0,15 M Na>CO3 pH 9 contendo 0,9% de NaCl). O volume de 100 pl de
solugdo 10 mg/ml de FITC (preparada imediatamente antes do uso em DMSO) foi
adicionado a suspensao bacteriana e as amostras incubadas por 1h em tempera-
tura ambiente, no escuro, sob agitacdo. A seguir, as bactérias foram separadas
através de centrifugacédo (11.000 x r.p.m, 2 min., 4°C) e lavadas por 3 vezes em 1
ml de PBS com 0,05% de Tween. Aliquotas de 50 pl das suspensdes em 1 ml de
PBS foram congeladas a -70 °C em 10% glicerol até serem usadas para os expe-
rimentos de fagocitose. A eficiéncia da marcacao de todas as cepas foi determina-
da por citometria de fluxo (FACSCalibur, BD) e analisada em microscépio de fluo-

rescéncia (Leica DM LD) em Iaminas contendo o0 mesmo numero de bactérias.

4.5.2 Isolamento de PMN de sangue

Os PMNs foram isolados do sangue periférico (10 ml coletado na pre-
senca de heparina) de um voluntario selecionado (LAA). O isolamento de PMN foi
realizado através de centrifugacdo por gradiente. Resumidamente, foram adicio-
nados a um tubo conico de 15 ml, 3,0 ml de Histopaque 1119™ (Sigma), 4,0 ml de
Hitopaque 1083™ (Sigma) e 6,0 ml de sangue. Essas amostras foram centrifuga-
das (450 x g, 25°C, 25 min.) e a camada de granulécitos transferida para outro
tubo. As células foram lavadas com tampao fosfato (PBS) estéril e ressuspendidas
no mesmo tampao. Apos lise das hemécias com cloreto de sodio a 0,2% por 30 s,
as células foram novamente lavadas com PBS e os neutrofilos ressuspendidos em
RPMI 1640 suplementado com 10% soro fetal bovino inativado e sem antibiéticos
para uma concentracdo final de aproximadamente 2x10° células/mL de meio. A
viabilidade e a concentracdo de neutréfilos foram determinadas através da conta-
gem das células vivas e mortas (em azul), apds coloragdo com azul de Trypan,
com auxilio de microscépio de luz. As amostras utilizadas continham >95% dos
PMN viaveis e pureza superior a 94%. A pureza foi determinada pela andlise das
células isoladas através das caracteristicas de tamanho (FSC) e complexidade
(SSC) por citometria de fluxo (FACSCalibur, BD).
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4.5.3 Analise da frequéncia de fagocitose por PMN por citometria de fluxo
Para exposicdo dos PMN as bactérias fluorescentes, volumes de 50 ul
de suspensdo das bactérias em RPMI (1640, Sigma) (Assonm: 0,3) contendo 4x10’
ou 40x107 células/ml, foram transferidos para placas de 96 pocos contendo 50uL
de 2x10° células/mL de PMN (1.000 PMN por poco) em meio RPMI suplementado
com 10% de soro fetal bovino inativado e sem antibiéticos. Assim, as multiplicida-
des de infeccao (MOI) testadas foram de 20 e 200 bactérias por PMN. As bacté-
rias foram incubadas com os PMNs em duas condi¢gdes: auséncia ou presencga de
soro humano 20%. O soro foi usado como fonte do complemento para opsoniza-
cdo bacteriana. As amostras foram incubadas (37°C, 10% CO,) durante 5 e 30
min. sob leve agitacdo. A seguir, a reacao de fagocitose foi paralisada com adicao
de 100 pl de PBS gelado e o volume final de cada pogo foi transferido para micro-
tubos de 1,5 ml e centrifugados 2 vezes (500 g. por 8 minutos a 4°C). Em seguida,
os PMN foram transferidos para tubos de ensaio (12 x 75 mm), e fixados com 300
ul de PBS paraformoldeido a 1% e analisados em citdmetro de fluxo (FACSCali-
bur. BD) (Jansen et al,, 1998). A porcentagem de PMN fluorescentes foi usada

como frequéncia de fagocitose.

4.6 Forma de analise dos resultados

Para as comparagdes estatisticas, foram utilizadas as médias de trés

experimentos independentes, sendo $$usada uma andlise da cepa selvagem UA159

para cada mutante. As diferengas na deposicao C3b/iC3b entre as cepas selvagem e

mutantes UAvic ou UAcov foram analisadas utilizando-se o teste paramétrico ANOVA

seguido do pés-teste de Tukey. O mesmo teste foi realizado para comparagdes entre os

mutantes complementados e cepa selvagem. Diferengas na frequéncia média de

fagocitose (obtidas em trés experimentos independentes) entre cepas foram analisadas

pelo mesmo teste estatistico, também utilizando-se uma analise de UA159 para cada

mutante. Os dados foram analisados pelo programa estatistico SigmaPlot.
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5 RESULTADOS

5.1 Curvas de crescimento e controle da viabilidade das cepas SM UA159,

dos mutantes UAcov, UAvic, UAcov+ e UAvic+

As curvas de crescimento das cepas SM UA159, UAcov, UAuvic,
UAcov+ e UAvic+ foram determinadas nos meios de cultura BHI (Figura 1), BHI
acrescido de 0,1% de sacarose (Figura 2) e RPMI (Figura 3), nas condigdes

(Ass0nm)
referentes a metade da fase exponencial (log) de crescimento. A Assonm 0,3 foi

determinadas no item 4.1,

selecionada como correspondentes a metade da fase log em todas as cepas, nas

para determinacdo das absorbancias

diferentes condi¢des de cultivo testadas.
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Figura 1 Curvas de crescimento das cepas S. mutans em BHI (10% CO,, 37°C) acrescido de eritromicina
(cepas mutantes e complementadas) e espectinomicina (cepas complementadas). A) Comparagoes das
curvas das cepas mutantes UAcov (covR-) e UAvic (vicK-) com a da cepa selvagem UA159 néo indicam
diferencgas significativas. B) Comparagdes das curvas das cepas complementadas UAcov+ e UAvic+ com a da
cepa selvagem. Os simbolos representam médias de trés experimentos independentes realizados em

duplicada; as barras indicam os desvios padrao.
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Figura 2: Curvas de crescimento das cepas S. mutans em BHI + 0,1% de sacarose (10% CO,, 37°C)
acrescido de eritromicina (cepas mutantes e complementadas) e espectinomicina (cepas complementadas).
A) Comparagdes das curvas das cepas mutantes UAcov (covR-) e UAvic (vickK-) com a da cepa selvagem
UA159 nao indicam diferencas significativas. B) Comparagdes das curvas das cepas complementadas
UAcov+ e UAvic+ com a da cepa selvagem. Os simbolos representam médias de trés experimentos

independentes realizados em duplicada; as barras indicam os desvios padrao.

Asgonm

10 1
08
06

04

02

0.1

A— UA159

0

Tempo (h)

UAcov o UAvic

Assm

10 7]
0.8

08

— 1

A— UA159

R

3 4 5 6 7 8

Tempao (h)

UAcov+ 00— UAvic+

Figura 3: Curvas de crescimento das cepas S. mutans em RPMI (10% CO,, 37°C) acrescido de eritromicina
(cepas mutantes e complementadas) e espectinomicina (cepas complementadas). A) Comparagdes das
curvas das cepas mutantes UAcov (covR) e UAvic (vicK-) com a da cepa selvagem UA159 néo indicam
diferengas significativas. B) Comparagdes das curvas das cepas complementadas UAcov+ e UAvic+ com a
da cepa selvagem. Os simbolos representam médias de trés experimentos independentes realizados em
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Para nos certificarmos que a incubacdo das cepas com 20% de soro
humano por 30 min. ndo promovia a lise bacteriana, amostras de cepas
incubadas ou ndo com soro foram plaqueadas em BHA contento ou nao
eritromicina e/ou espectinomicina e o numero de ufc/ml determinado apés 48 h de
incubacdo. Nao foram detectadas variacdes significativas nos numeros de ufc/ml
entre as cepas incubadas ou ndo como soro.

5.2 A inativacao de covR e vicRK inibe significativamente a deposicao de
C3b/iC3b do complemento sobre a superficie de S. mutans na presenca ou
nao de sacarose

Neste estudo, verificamos que a inativacao de covR e vicK diminui em
torno de 3 vezes a deposicao de C3b a superficie de S. mutans na presenca de
soro, quando comparado com a cepa selvagem UA159. Como ilustrado na Figura
4, houve uma média de deposicao de C3b de 23,5% na cepa selvagem UA159,
enquanto que nos mutantes UAcov e UAvic, a deposi¢éo caiu para 10,47 e 7,6%,
respectivamente. A complementacdo dos mutantes com cépia intacta do gene
inativado restaurou a deposicdo de C3b a niveis semelhantes ao da cepa
selvagem, confirmando a influéncia destes sistemas reguladores nos fenétipos de

deposicéo de C3b (Figura 4).
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Figura 4: Porcentagem de ligacdo de C3b/iC3b a superficie das cepas de UA159, mutantes UAcov, UAvic e
mutantes complementados UAcov+, UAvic+, na presenga de soro normal humano (SNH) de 1 voluntario
(azul) e na presencga de pool de soro de 6 voluntarios (verde). As colunas representam médias de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. As barras indicam os desvios padréo. Os dados foram
analisados pelo teste de ANOVA seguido de Tukey: *p< 0,001 em relagédo a UA159.
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A comparagcdo da deposicdo de C3b em S. mutans UA159 foi
significativamente menor em células cultivadas em BHI com 0,1% de sacarose
comparado ao mesmo meio sem sacarose (Figura 5). A deposicdo de C3b a
superficie de UA159 na presenca de sacarose caiu para 10,86%, e para os
mutantes UAcov e UAvic foi reduzida a 6,6 e 3,96%, respectivamente. Estes
resultados provavelmente resultam da sintese de polissacarideos de superficie
insolUveis em agua a partir da sacarose pelas enzimas Gtfs. Os glucanos sao
considerados o fator de viruléncia central para a formacao de biofilmes dentarios
de biomassa suficiente para induzir a desmineralizacdo dos dentes. Neste estudo,
mostramos que os glucanos adsorvidos a superficie interferem na deposi¢ao do
complemento. Para isto, comparamos a deposicdo C3b entre células UA159
crescidas em BHI com 0,1% sacarose tratadas ou ndo com HCIl a 0,5M (para
solubilizacao de glucanos de superficie), e verificamos que a deposicdo de C3b
foi restaurada (% média de deposicao de C3b; 22,3 + 6,0) a niveis semelhantes
aos da cepa UA159 crescida em BHI sem este acucar (dados ndao mostrados).

Os sistemas VicRK e CovR induzem e reprimem respectivamente a
expressao de genes que codificam as Gtfs, as quais sintetizam glucanos. O
mutante UAcov, o qual tem producéo elevada de Gtfs (Stipp et al., 2013) € capaz
de produzir glucanos de superficie mesmo em meio BHI sem sacarose, uma vez
que este meio pode conter elementos traco de sacarose (dados ndo mostrados).
Assim, a deposicdo de C3b em UAcov é significativamente menor do que a cepa
selvagem independentemente da adicdo de 0,1% de sacarose ao meio (Figura
5). O mutante UAvic, o qual apresenta quantidade cerca de 10 vezes menor de
Gtf de superficie comparado a UA159 (Stipp et al., 2013), sofreu significativa
reducdo na deposicdo de C3b em relacdo a UA159 em ambas as condicdes.
Como esperado, a complementacdo das cepas mutantes restaurou a deposicao
de C3b a niveis semelhantes ao da cepa selvagem.
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Figura 5: Porcentagem de ligacdo de Cb3/iC3b a superficie das cepas de UA159, mutantes UAcov, UAvic e
mutantes complementados UAcov+, UAvic+. Andlise da deposigdo do complemento em cepas S. mutans
cultivadas ou ndo na presenca de sacarose. As colunas representam médias de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. As barras indicam os desvios padrao. Os dados foram analisados pelo
teste de ANOVA seguido de Tukey: *p< 0,001 em relacdo a UA159.

5.3 A diminuicao da deposicao do complemento sobre os mutantes covR e
vicK envolve as via classica (dependente de anticorpo) e alternativa
(independente de anticorpo) de ativacao do complemento

A diminuicao da deposicdo de C3b sobre a superficie dos mutantes
covR e vicK ocorre na presenga e auséncia de C1q, fator do complemento
envolvido na ativacao da via classica do sistema complemento, isto € de forma
dependente de anticorpos opsonizantes das classes IgG e IgM (Figura 6). Como
mostrado na Figura 6, a presenca de C1g é muito importante na deposicao de
C3b, uma vez que soro sem C1q (Figura 6B) ha drastica reducao da deposicao de
C3b/iC3b sobre SM. Entretanto, mesmo na auséncia de C1q, os mutantes UAcov
e UAvic apresentam deposicdo significativamente menor de C3b/iC3b na
superficie, comparadas a cepa selvagem UA159, indicando que estes mutantes
sdo menos susceptiveis a deposicao do complemento por vias de ativacao
independentes de C1q (Figura 6B).
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Figura 6: Porcentagem de ligagao de C3b/iC3b sobre a superficie das cepas UA159, dos mutantes
UAcov, UAvic e dos complementados UAcov+, UAvic+ na presenga de: (A) SNH (soro normal hu-
mano), (B) soro desprovido de C1qg (C1g-) e ), (C) soro desprovido de C1q suplementado com C1q
purificado (C1qg+), todos na concentracao de 20%. Ensaio realizado para investigar quais as vias de
ativacdo do complemento que as cepas estdo envolvidas, se na via classica (dependente de anti-

corpo) ou alternativa (independente de anticorpo). Todos os dados foram analisados pelo teste t,
*p< 0,05 em relagdo a UA159.

A quantificacdo dos anticorpos reativos contra cepas SM nas amostras
de soro foi realizada com anticorpos anti-lgG e anti-lgM humano (Figura 7). Os
mutantes covR e vicK tiveram menor deposicdo de anticorpos dos isotipos 1gG e
IgM do que a cepa selvagem UA159, compativel com os dados da Figura 6.
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Figura 7: Quantificagdo do reconhecimento das cepas S. mutans por anticorpos séricos dos isotipos IgG
e IgM através de citometria de fluxo. As colunas representam médias de trés experimentos
independentes realizados em ftriplicata. As barras indicam os desvios padrdo. Os dados foram
analisados pelo teste de ANOVA seguido de Tukey: *p< 0,001 em relagdo a UA159.

5.4 Os mutantes UAvic e UAcov sao menos susceptiveis a fagocitose por
PMNs na presenca de soro

Para analisar a frequéncia de fagocitose por PMN nas condi¢des de

deposicao do complemento, PMN foram isolados do sangue de voluntarios, com

pureza superior a 95%, quando analisados por citometria de fluxo (Figura 8). A

seguir, estas células foram expostas as diferentes cepas marcadas com FITC,

para determinagao da fagocitose. Como ilustrado na Figura 9, a porcentagem de

marcacao bacteriana com FITC variou entre 84 e 94,8 % para todas as cepas
testadas.
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Figura 8: Isolamento de PMNs do sangue de um voluntario. Determinagéo da pureza
de 95.77% pela analise das células isoladas através das caracteristicas de tamanho
(FSC) e complexidade (SSC) por citometria de fluxo.
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Figura 9: Histogramas e porcentagem de marcagao bacteriana com FITC (1 mg/ml), nas cepas SM
UA159, UAcov, UAvic, UAcov+ e UAvic+ determinadas em citdmetro de fluxo. As areas em cinza
representam as bactérias ndo marcadas e as linhas em preto representam bactérias marcadas com
FITC.

28




Ensaios preliminares de fagocitose foram realizados com as MOls de
20:1 (dados n&o mostrados) e 200:1 (Figura 10). A partir destes ensaios, verificou-
se que a MOI 200:1 resultou na maior porcentagem de fagocitose na cepa
selvagem UA159 durante 5 e 30 min. de incubacdo com PMN (cerca de 75 a 80%
dos PMN com bactérias internalizadas). Assim, esta MOI foi utilizada nos
experimentos seguintes.

Compativel com os dados de marcacao por C3b, os mutantes UAvic e
UAcov foram significativamente menos fagocitados por PMN, quando comparados
com as cepa selvagem e mutantes complementados durante 5 a 30 min. na
presenca de 20% de soro humano (Figuras 10A). Estes dados s&o ainda
consistentes com estudos de fagocitose por PMN destas cepas em outras
condigdes experimentais (Negrini et al, 2012). Os valores porcentuais de
fagocitose de cada cepa sao representados pelos histogramas na Figura 11.
Para investigar o efeito de componentes do soro na frequéncia de fagocitose,
ensaios semelhantes foram realizados na auséncia do soro humano. Como
mostrado na Figura 10B, na auséncia do soro, a porcentagem de fagocitose foi
muito baixa 28 a 10% em todas as cepas testadas, indicando que a fagocitose
bacteriana por PMN nas condicoes estudadas € dependente de componentes do

SOro.
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Figura 10: Porcentagens de fagocitose de PMN com cepas de SM internalizadas na MOI 200:1 nos tempos de 5 e 30
minutos. A fagocitose foi avaliada em duas condigdes: (A) presenga do soro e (B) auséncia do soro (PBS). As colunas
representam a média de trés experimentos independentes. Barras indicam os desvios padrdo. Asteriscos indicam
diferenga estatisticamente significante em relacao a UA159. Os dados foram analisados por ANOVA com pés-teste de
Tukey *p <0,001.
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Figura 11: Representagdo grafica em histograma da frequéncia de fagocitose das cepas SM
UA159, UAcov, UAvic, UAcov+ e UAvic+ por PMN (controle negativo) nos tempos exposicao de 5
(A) e 30 (B) min.
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6 DISCUSSAO

6.1 Os fatores regulados pelos sistemas CovR e VicRK interferem na
marcacao pelo sistema complemento

Uma das principais estratégias bacterianas para evasdo do
complemento consiste no escape a deposicdo de C3b através da inibicao da
convertase de C3 ou lise de C3b (Lambris et al., 2008). Patégenos do género
Streptococcus apresentam diversos componentes de escape ao sistema
complemento que impedem a deposicao de C3b/iC3b decorrentes da via classica
e alternativa de ativacdo do complemento a superficie bacteriana (Mitchell, 2003;
Hyams et al., 2010). Além disso, proteinas da superficie de estreptococos que se
ligam aos componentes do sangue do hospedeiro (por exemplo, fibrinogénio,
albumina e proteinas reguladoras soluveis do complemento) favorecem o escape
a opsonisacao por C3b (Mitchell, 2003). Em S. pneumoniae, foi demonstrado que
a inativacao de genes que codificam enzimas de biogénese de parece celular,
como as hidrolases de mureina LytB e LytC (lytB e IytC, respectivamente)
aumenta a deposicdo C3b, o que indica papel importante destas autolisinas na
resisténcia de S. pneumoniae a marcacgao pelo complemento (Ramos-Sevillano et
al., 2011). Dois SDC, VicRK e CovR regulam hidrolases de mureina e outras
proteinas de biogénese da parede celular em S. mutans, VicRK e CovR (Stipp et
al., 2013).

Os fatores regulados pelos sistemas CovR e VicRK que interferem nesta
marcacao precisam ser identificados. Em UA159, demonstramos recentemente
que a inativagdo de covR em UA159, aumenta a expressao de diversas proteinas
envolvidas na biogénese da parede celular (Stipp et al., 2013). E possivel,
portanto, que algumas destas proteinas estejam implicadas no escape a
opsonizacao pelo complemento, como verificado para LytB/C em S. pneumoniae.
A inativacdo de vicK também promove forte aumento na expressao da hidrolase
de mureina smaA (cerca de 16 vezes) (Stipp et al., 2013). A mesma proteina é

super-expressa em cerca de 15 vezes em UAcov. A analise da deposi¢ao de C3b
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no mutante smaA, assim como em mutantes de outras proteinas de parede
celular super-expressas em UAvic poderao revelar participacao destas proteinas
no escape ao complemento. Verificamos ainda no genoma de UA159, um gene
que codifica uma protease de C3. Embora a transcricdo deste gene nao tenha
sido alterada em UAcov ou UAvic em meio BHI (Stipp et al., 2013), a analise da
expressao deste gene em UA159, UAvic e UAcov em resposta ao contato com
soro humano precisa ser investigada.

Na espécie S. pneumoniae variagcdes na sintese de diferentes tipos de
capsula polissacaridica sdo reconhecidas como um dos principais fatores de
escape a opsonizacao (Hyams et al.,, 2013). A formacédo do biofilme evita a
deposicao de C3b e fagocitose em S. pneumoniae (Domenech et al., 2013). Em S.
mutans o SDCs VicRK e CovR é requerido para formacao de biofilme (Duque et
al., 2011; Sitpp et al., 2013). Os nossos resultados indicam que a sintese de
glucanos insoluveis a partir da sacarose, ndo apenas € fundamental para a
formagéo de biofilmes dentérios, mas também & um fator de escape ao sistema
complemento importante em casos de bacteremias de origem oral. Na presenca
de sacarose, as cepas de SM UA159 foram significativamente menos opsonizadas
pelo sistema complemento, comparadas as cepas crescidas na auséncia deste
acucar (Figura 5). Até onde sabemos, este é o primeiro estudo que investiga o
efeito da sintese de glucanos de S. mutans no escape deste microrganismo ao

sistema complemento.

6.2 O SDC VicRK e CovR regulam proteinas de superficie que podem agir
como fatores antioponizantes e antifagociticos

Uma variedade de espécies bacterianas ou extratos de parede celular
podem ativar o sistema complemento pelas vias classica e/ou alternativa (Winstel,
Xia, Peschel, 2013). Peptideoglicano (ou mureina) é um polimero estrutural rigido
formado por cadeias de acucar formadas por unidades dissacaridicas de acido-N-
acetilmuramico e N-acetilglicosamina interligada por peptideos curtos que se

ligam aos grupos lactil do acido-N-acetil-muramico comum em todas as bactérias
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(Madigan, Martinko, Dunlap, 2010). Fragmentos de mureina sdo conhecidos por
ativarem a via classica/alternativa (Greenblatt, Boackle, Schwab, 1978).
Entretanto, as vias predominantes de ativagdo de complemento parecem diferir
entre géneros e espécies de bactérias (Forsgren & Quie, 1974). Peptideoglicano e
parede celular de Actinomyces viscosus, Staphylococcus aureus e Streptococcus
do grupo A foram comparados na sua habilidade de ativar a via alternativa do
complemento. O peptideoglicano de A. riscosus foi 3,5 vezes mais ativador que o
peptideoglicano de Streptococus do grupo A (GAS) e 15,6 vezes mais ativador

comparado ao de S. aureus (Baker & Billy, 1983).

O tratamento de peptideoglicano de GAS com mutanolisina, uma enzima
hidrolitica da parede celular, compromete a capacidade deste polimero em ativar
as vias classica e alternativa do sistema complemento de soro humano, e esta
perda de ativagdo é acompanhada da extensa degradacdo do peptideoglicano,
em que tamanhos pequenos sdo menos ativadores, quando comparado a
tamanhos maiores (Janusz, Eisenberg, Schwab, 1987). Assim o peptideoglicano
de bactérias Gram-positivas difere em propriedade de ativacdo do complemento
dependendo de sua composi¢do e do tamanho molecular. Os SDC VicRK e CovR
regulam diversas fungcdes de sintese e degradacao de peptideoglicano (Duque et
al., 2011; Stipp et al., 2013), o que poderia alterar a composicao da parede celular
e favorecer a liberacdo de muropeptideos (Stipp et al., 2013), os quais poderiam
interferir na ativagao do sistema complemento em soro humano.

A expressdo reduzida de hidrolases de mureina em UAvic, poderia
explicar o tamanho extremamente longo das cadeias de cocos tipicos deste
mutante, os quais ndo completam a separacdo dos septos de divisdo (Duque et
al., 2011; Stipp et al., 2013). Entretanto, apesar da formagdo de cadeias longas
aparentemente favorecer a deposi¢ao do sistema complemento (Weiser, 2013), o
mutante UAvic é significativamente menos marcado por C3b/iC3b comparado a
cepa selvagem UA159. A baixa expressao de gtfB/C e consequentemente menor
producédo de glucanos de superficie, também deveria favorecer a deposicao de
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C3b/iC3b sobre UAvic. Por outro lado, o mutante UAvic é significativamente
menos marcado por C3b do que a cepa selvagem. Em Sthapylococcus aureus o
ortélogo de VicRK (WalKR) regula a liberagédo de fragmentos de peptidoglicano
que induzem a resposta inflamatéria (Delauné et al., 2012). Este sistema foi
estudado na patogénese e resposta imune inata usando modelos de infeccao
murinos € em sangue humano, mostrando que este sistema tem um importante
papel na viruléncia, por desencadear a resposta imune inflamatéria (Delauné et
al., 2012). Possivelmente, o sistema VicRK em S. mutans regule fatores de
viruléncia relacionados com a resposta imune, visto que na auséncia deste
sistema em SM, as cepas foram menos opsonizadas pelo sistema complemento e

anticorpos IgG.

Embora a estrutura de peptideoglicano seja frequentemente referida
como uma estrutura rigida em forma de sacuolo que envolve a membrana
citoplasmatica bacteriana, esta macromolécula é dinamicamente remodelada
durante o crescimento e colonizacao bacteriana. Uma variedade de enzimas
participa deste processo de remodelacdo, como as transglicosilases liticas,
transpeptidases, carboxipeptidases, endopeptidases e muramidases (Boneca,
2005). Recentemente, foi identificado uma proteina endopeptidase O (PepO) em
S. pneumoniae com capacidade de ligar-se ao plasminogénio e gerar uma
plasmina capaz de clivar C3 e C5 do complemento (Agarwal et al., 2013).
ldentificamos uma proteina ortéloga de PepO no genoma de SM UA159
codificada pelo gene smu.2036 e com 67% de identidade da sequéncia de
aminodcidos.

Estudos em S. pneumoniae, indicam que embora a capsula seja um dos
principais fatores de escape ao complemento, cepas nao-encapsuladas também
tem capacidade de escape a marcagdo pelo complemento (Dalia, Standish,
Weiser, 2010). Em S. pneumoniae a autolisina LytA potencializa a deposi¢ao de
C3b do complemento na presenca de drogas antimicrobianas que atuam na
parede celular, como antibiéticos B-lactamicos, por mecanismos ainda ndao bem
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compreendidos (Ramos-Sevillano et al., 2012). A inativagcdo de enzimas liticas de
glicoconjugados, como as neuraminidases, em S. pneumoniae promove
significativo aumento na deposicdo do complemento em relacdo a cepas
selvagens, possivelmente por clivar glicoproteinas humanas importantes para a
ativacao do sistema complemento (Dalia, Standish, Weiser, 2010). Uma vez que o
sistema VicRK regula diversas enzimas liticas de superficies de S. mutans, é
possivel que alteragbes em enzimas ainda nao identificadas interfiram na ativagéo
do sistema complemento em S. mutans. No mutante UAvic o gene smu.2146c é
fortemente inibido. Este gene codificada uma proteina com dominio de
transglicosilase SLT (Soluble Lytic Transglycosylase), uma tipica proteina litica
que cliva ligacées de mureina. O gene smu.2146c¢ ainda forma um operon com
smu.2147c, o qual foi designado lysM, uma vez que codifica uma proteina com
dominio de lisina (dominio LysM) envolvido na ligacdo ao peptideoglicano e tipico
de autolisinas. Adicionalmente, a transcricdo de smaA, o qual codifica uma
autolosina, foi fortemente reprimido por VicRK (Stipp et al, 2013). Assim, é
possivel que a expressao alterada de enzimas liticas de mureina em UAvic
interfram na liberacdo de fragmentos de peptideoglicano ativadores do
complemento ou modifique a superficie de SM tornando-a menos susceptivel a
deposicao de C3b/iC3b.

Nossos resultados mostram que a maior taxa de ativagcdo do sistema
complemento ocorreu pela via classica (Figura 6). Em S. pneumoniae, a via
classica é a via mais importante de deposicao de C3b/iC3b sobre as cepas de trés
sorotipos, como verificado em ensaios com soro normal e defectivo em C1q
(primeira proteina da via classica) ou em fator B (primeira proteina da via
alternativa) (Yuste et al., 2008). A via classica ainda € dominante na ativagao do
sistema complemento para imunidade inata em infecgbes com S. pneumoniae em
camundongos (Brown et al., 2002). Por outro lado, andlises de deposi¢cdo de C3b
em cepas S. pyogenes com soro normal ou soro defectivo em C1qg ou Fator B
demonstraram que a via alternativa € a mais importante na marcacdo de S.

pyogenes por C3b, uma vez que a deposicao de C3b a partir de soro sem C1q foi
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semelhante a de soro normal na maioria das cepas (Yuste et al., 2006). J&4 em
Streptococcus suis, a via alternativa parece ter papel importante na opsonizacao
(Pian et al., 2012). Diferencas nas vias de ativacdo do complemento entre a
espécie de S. suis pode ser devida a baixa taxa de infeccdo por S. suis,
comparada a outras espécies. Assim, 0 sangue de doadores pode nao conter
anticorpos especificos contra S. suis, ndo predominando a ativagdo pela via
classica.

Em S. pneumoniae o sorotipo capsular e outros fatores ainda nao
identificados parecem influenciar na marcagao por C3b/iC3 de forma independente
da espessura e sorotipo da capsula e da reatividade com anticorpos IgG e IgM
(Hyams et al., 2011). As cepas mutantes covR e vicK foram menos reativas com
anticorpos ativadores da via classica (lgG e IgM), quando comparado a cepa SM
UA159, mostrando que esses SDCs regulam a expressdo de antigenos de
superficie comumente reconhecidos por anticorpos opsonizantes do soro humano
(Figura 7), o que indiretamente afeta a ativacdo do sistema complemento
dependente da via classica. Entretanto outros fatores além da reatividade com
lgG e IgM parecem influenciar na deposicao de C3b (Figura 6B). A reduzida
expressao de proteinas de superficie altamente imunogénicas, como GbpB e Gifs
observada em UAvic (Duque et al., 2011), poderia explicar a menor reatividade
deste mutante com anticorpos IgG/M. Entretanto, estas mesmas proteinas séo
super-expressas em UAcov.

Uma série de proteinas da superficie celular em bactérias patogénicas
foi identificada como fatores antifagociticos por inibir a atividade do complemento,
como por exemplo, a proteina PspC em Streptococcus pneumoniae (Dave et al.,
2004), as proteinas relacionadas com a proteina M e Scli em GAS (Perez-
Caballero et al., 2004; Caswel et al.,2008) e, recentemente, foi identificada uma
nova proteina de superficie Fhb (factor H-Binding Protein) que contribui para a
capacidade antifagocitica e viruléncia de Streptococcus suis (Pian et al., 2012).
Entretanto, o genoma de S. mutans UA159 ndo contém genes ortélogos destes

fatores, embora tenhamos identificado um gene codificador de possivel protease
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de C3 e a protease PepO, os quais deverdao ser caracterizado em trabalhos
futuros. Além disto, é possivel que alteracbes na expressdo de proteinas de
parede celular e/ou membrana nestes mutantes afetem a interagdo de S. mutans
com outros componentes séricos soluveis como, por exemplo, fibrinogénio e

plasminogénio.

6.3 Em S. mutans os fatores regulados por covR e vicRK que influenciam no
escape ao sistema imune ainda sao desconhecidos

Para GAS sorotipo M1T1 a mutacado no SDC covRS promove resisténcia
a fagocitose mediada por neutréfilos por meio da regulagdo positiva de sdaf
(bacteriophage-encoded DNase) (Sumby et al., 2006), além deste fator de
viruléncia, outros fatores regulados por CovRS foram determinados, como a
proteina M1 e genes de sintese da capsula de &cido hialurénico (Cole et al.,
2010). Assim, foi demonstrado que a inativagdo de covRS aumenta a expressao
sdal, da proteina M1 e dos genes de sintese de capsula de acido hialurénico,
resultando no aumento da sobrevivéncia do sorotipo GAS M1T1 dentro de
neutréfilos (Cole et al., 2010). Assim como o SDC CovRS de GAS, o SDC VicRK
e o regulador 6rfao CovR de S. mutans poderiam regular a expresséo de fatores
de escape a fagocitose. Diferente do estudo de Cole et al. (2010) em que as
cepas mutantes de covRS em GAS M1T1 ndao demonstraram fagocitose reduzida
por PMNs humanos, as cepas mutantes covR e vicK de SM sao
significativamente menos fagocitadas por PMN em sangue humano, compativel
com a menor deposicao de C3b/iC3b.

Até o momento, o SDC CovRS tinha sido descrito no escape a
opsonizacao e fagocitose em GAS (Sumby et al., 2006; Cole et al., 2010; Agrahari
et al., 2013; Liang et al., 2013). Recentemente, foi demonstrado na cepa de GAS
AP53, o papel de CovRS na opsonofagocitose por neutréfilos humanos e a
regulacdo de fatores de viruléncia relacionados ao escape do sistema imune
(Liang et al., 2013). As cepas AP53 apresentam uma mutagéo do sensor CovS e

sao capazes de se ligar fortemente a proteinas reguladoras do complemento que
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inibem a formacao da C3-convertase, como o Fator H (FH) e a proteina de ligacéo
a C4 (C4BP), as quais reduzem a deposi¢do de C3b. Isto resulta numa menor
morte bacteriana por neutréfilos humanos (Agrahari et al, 2013). O efeito da
mutacdo de CovS em GAS esta associado com a expressdao da protease
extracelular, exotoxina pirogénica estreptocal B (SpeB), capsula de acido
hialurénico e uma série de proteinas que permitem a plasmina do hospedeiro
ligar-se a superficie bacteriana, como a proteina de alta afinidade ao
plasminogénio (Pg)/ proteina receptora de plasmina, proteina M de ligacédo a Pg
de Streptococcus do grupo A (PAM) e uma proteina estreptoquinase ativadora de
Pg (Liang et al., 2013). Neste trabalho demonstramos pela primeira vez que a
delecao do regulador 6rfao CovR em S. mutans promove escape a opsonizagao

pelo sistema complemento por mecanismos ainda desconhecidos.

6.4 Estudos e projetos futuros

O trabalho realizado proporcionou varias descobertas inéditas sobre
possiveis fatores que regulam o escape de S. mutans ao sistema imune inato.
Nosso trabalho mostrou que a inativacdo dos genes que compdem o SDC VicRK
e CovR de S. mutans afetam a deposicao do sistema complemento e fagocitose
por PMN humanos de forma soro-dependente. Com base em estudos anteriores
do nosso grupo, em que verificamos que este SDC regulam diversas proteinas de
superficies e genes de hidrolase de mureina, como os genes wapkE, lysM, 2146c,
smaA e epsC, seguiremos nossos estudos investigando a marcacdo do
componente C3b nas cepas mutantes destes genes, além de avaliar a expressao
dos mesmos na presenca de soro na cepa selvagem UA159 e respectivos
mutantes vicK e covR. A viruléncia dos mutantes UAvic e UAcov em modelos
animais de endocardite bacteriana estd em andamento em cooperacdo com o
grupo do Dr. Kazuhiko Nakano (Osaka University Graduate School of Dentistry,
Japédo). Além disto, deveremos avaliar a diversidade de deposi¢cdo de C3b/iC3b
entre cepas S. mutans isoladas da cavidade bucal e de sangue em casos de

bacteremia e/ou endocardite (cedidas gentiimente pela Dra. Satu Alaluusua, do
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Instituto de Odontologia da Universidade de Helsinki, Helsinquia, Finlandia).
Mutantes knock-out dos genes que codificam a protease de C3 (SMU.399) e
protease PepO (SMU.2036) em UA159 também serdo construidos e

caracterizados quanto a susceptibilidade a deposicéo do sistema complemento.
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7 CONCLUSOES

Como base nos resultados apresentados neste trabalho podemos
concluir que:

1) A inativagdo dos sistemas VicRK e CovR reduz significativamente a
deposicdo de C3b do sistema complemento humano por vias
dependentes e independentes de anticorpos.

2) A sintese de polissacarideos de superficie a partir da sacarose reduz
significativamente a deposicao de C3b em S. mutans.

3) Os mutantes vicK e covR sao menos reativos com anticorpos sericos
dos isotipos 1gG e IgM.

4) Reducdes da deposicdo de C3b nas cepas analisadas estao

associadas a reducao da frequéncia de fagocitose de forma soro-
dependente.
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ANEXO 1

Gréficos de Anélise de Citometria de Fluxo:
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2- Ligacao de C3b a superficie bacteriana na

presenca de sacarose
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3- Ligacao de C3b a superficie bacteriana na presenca
ou auséncia de C1q
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4- Quantificacao de anticorpos opsonizantes sobre a

superficie de S. mutans
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6- Comparagcao de fagocitose

auséncia de soro
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ANEXO 2

Tabela1: Genesregulados pelos mutantes UAvic e UAcovem SM UA159,

GenelD [NCEl) Encoded protein; conserved domains Uavic Uacov

WNlcroanray fokd gPCR fold Micromrray ol QPCR fold

Biogenesis of andforinteraction with extracellularmatrix

SMu GbpB; peptidoghycan hydrolase sctivity domain -3.4 -2.ar N5 +1 .47
SMULTTZ GbpD; Glecan-binding and esterasellipsss domains -2.2 -1LF

SMULS1D GifD; Glucan-binding and dextransecrase-like domain 6.1 BERY

SMUL1004° GtfB; Glucan-binding and dextransucrase-like domain -8 -2.57 +22.0 +18.07
SMUL 1005 GifC; Glucan-binding and dextranswcrase-like domain NS -4 +2.5 +4.57
SMUL 1336 GbpC; Glecan binding and LFXTG domains +12.4 +4.67
SMUL 14322 endoglucanass; Glycosyl hydrolase family B domain +5.2

SMUL 2028 Ftf; Levansucrase sctivity domain -4.5 B0 +2.5 +1.5°

Cell wall or cell envelope biogenesis
L Cell wall biogenesis

SMUL3ET SceB; Lysin and CHAP amidass domains 2.2 -8

SMUL5TS: ¥'sbA; Lrgh mursin hydrolsse exponter domain +1.2 +4.57
SMLULEDS EmaA; BH3b mursin hydrolase and BEP-like domains * +16.1 +H3.77

SMUL 1006 SMU. 1005, Sald ABC-type domain ® +£.2 +3.07
SMLU.1081* };ﬂi‘ﬁs;rVSIRK signal {cross-wall-targeting lipoprotein signal maotif) 2B AT 26 1.8
SMUL 14242 Wesh; CESAdke (cellulose synthase supefamily domain +4.3 +2.57
SMUL 1437 EpsC; wecB (UDP-N-Acatylglucos amine 2-Epimerase) domain +3.5 +2.87
SMU.1518¢ DedA; SMARE-like domain © +4.3 +3.07
SMUL 21482 SMU.2148¢; Transglycosylase SLT domain ® -15.2 -15.37

SMU.Z14Te*  LysM; Lysinand NipD domains 24 3.5 +1.6 +1.87

JIndicaies genssigparonite ganz usiers raguiEied by Dol Cov and Vs

* BSP-Mica rapedl fund In B5Fprolins wiilch mighl camral ool marphalagy Ingroup B Strepfoconmus.
& Prasam Inprotein for call divishon (FiSE) and macralide afux camiar (MacAS).

Putgive funclian In amvalgpe blogenasis (igld symhests or ool divishan).

2 Dagrade mursin wia claavage of ha bats-1,4-glyooskdc band batwasn N-aostimuramic acd and N-acatyigiucosaming.
4 Prasam Inconjugatve ranster protsing.

{Found In phospnOswgr lsamearases and pRaspncsU]E Dnding protsins.

2Found In mui-domain anzymes which syninesiza paplide anibiolics.

. Prasent In backerocin-processing  endopepiidasss.

Tp=0.01, ANCVA Wwitn pos! hoo Cunnsir's iasl

=05, ANCVA with post hoc Dunnaffs tast

NS Nat sigriscam

Fonte: Tabela adaptada de Stipp et al., 2013 (PlosOne), mostrando algum dos
genes regulados por UAvic e UAcov envolvidos com a formagdo da matriz
extracelular e biogénese de parede celular.
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