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Resumo

Streptococcus mutans é o principal patégeno da carie dental em
humanos, por ser capaz de se acumular no biofilme dentario principalmente na
presenca de sacarose e produzir e tolerar grandes concentragdes de acidos, os
quais causam a desmineralizacao dos dentes. Além disto, S. mutans pode estar
associado a etiologia da endocardite bacteriana, doenca cuja evolucao envolve
a formagédo de biofilmes em valvulas cardiacas lesadas. S. mutans expressa
diversas proteinas de superficie envolvidas na ades&o e acumulo bacteriano em
biofilmes. Estas incluem as glucosiltransferases (codificadas por gtfB, gtfC e
gtfD), as quais sintetizam glucanos extracelulares a partir da sacarose, e as
proteinas ligantes de glucano (codificadas por gbpA, gbpB, gbpC e gbpD). Os
genes gitfB/C/D, gbpB/C sao controlados diretamente pela proteina reguladora
CovR. Em diversas espécies patogénicas de Streptococcus, como
Streptococcus pyogenes e Streptococcus agalactiae, CovR compde o sistema
regulador de transcricdo de dois componentes CovRS (Cov, de control of
virulence), o qual regula diversos genes de viruléncia. Em S. mutans, CovR foi
identificado como um regulador érfao pois o gene que codifica o receptor de
membrana cognato ndo foi identificado no mesmo locus génico de covR. Em S.
mutans, CovR regula diversos genes envolvidos na formacao de biofilmes
(gtfB/C, gbpC e gbpB), na biossintese do envelope celular e na resposta a
estresses. Os estimulos que ativam CovR em S. mutans ainda nao sao
conhecidos. O presente projeto visa caracterizar a participacdo de CovR na
resposta de S. mutans ao contato com a saliva e sangue humano. Para isto,
uma cepa knock-out de covR foi comparada com a respectiva cepa selvagem
quanto ao crescimento e/ou sobrevida em saliva e sangue de voluntarios
saudaveis. O efeito da exposicao a saliva na expressdao dos genes regulados
diretamente por CovR também foi avaliado.

Palavras-chave: Streptococcus mutans, covR, Viabilidade em saliva, Viabilidade

em sangue, regulon CovR.
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Abstract

Streptococcus mutans is the main pathogen of dental caries in
humans, because it can accumulate in the biofilm in the presence of sucrose
and produce and tolerate high concentrations of acids, which cause
demineralization of teeth. Moreover, S. mutans is involved in the etiology of
bacterial endocarditis, a disease whose evolution involves the formation of
biofilms on damaged heart valves. S. mutans expresses several surface
proteins involved in bacterial adhesion and accumulation in biofilms. These
include the glucosiltransferases (gtfB, gtfC and gtfD), which synthesize
extracellular glucans from sucrose, and glucan binding proteins (encoded by
gbpA/B/C/D). The genes gtfB/C/D, and gbpB/C are directly controlled by the
regulatory protein CovR. In several pathogenic species of Streptococcus, such
as S. pyogenes and S. agalactiae, CovR is the transcriptional regulator that
compose the two-component system CovRS (Cov for control of virulence),
which regulates several virulence genes. In S. mutans, CovR was identified as
an orphan regulator, because the gene encoding its cognate membrane
receptor was not identified at the same locus of covR. In S. mutans, CovR
regulates several genes involved in biofilm formation (gtfB/C, and gbpB/C), in
biosynthesis of the cell envelope and in stress responses. The stimuli which
activate CovR in S. mutans are not yet known. This project aims to characterize
the participation of CovR in S. mutans response to contact with saliva and
blood. To this purpose, a knock-out mutant of covR was compared with parent
strain regarding growth and/or survival in human saliva and blood. The effect of
exposure to saliva in the expression of genes directly by covR was also
analyzed.

Key words: Streptococcus mutans, covR, contact with saliva, contact with blood,

CovR regulon.
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1. Introducao

Streptococcus mutans € uma espécie bacteriana comum da microbiota
oral de humanos envolvida na patogénese da carie e em endocardites infecciosas
promovidas por bacteremias de origem bucal. O maior nicho ecolégico de S. mutans
em humanos é a superficie dental, embora a cavidade oral possa funcionar como
um reservatério para a colonizagdo bacteriana dos dentes (Alves et al., 2009;
Stinson et al., 2003; Marcotte & Lavoie, 1998). A transmissao de S. mutans ocorre
nos primeiros anos de vida, através do contato com individuos colonizados
(Berkowitz, 2006; Caufield et al, 1993), um processo que provavelmente é
influenciado por fatores microbianos, do hospedeiro e ambientais, que modulam a
competitividade bacteriana e as defesas imunoldgicas do hospedeiro (Smith &
Mattos-Graner, 2008). Para serem transmitidos e ocupar seus nichos ecolégicos, S.
mutans precisam persistir na saliva e se adaptar fisiologicamente a cada fase da
colonizagdo e patogénese oral, esses eventos envolvem muitas alteragcdes no

transcriptoma bacteriano.

A adaptacdo de transcriptomas bacterianos em resposta aos estimulos
do ambiente € controlada por sistemas de dois componentes (SDC) (Lamy et al.,
2004; Dalton et al., 2006). 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
de membrana é ativada por um estimulo ambiental especifico, sofrendo fosforilagao
na sua porcao intracelular (Dalton et al., 2006). O grupo fosfato é entao transferido
para um regulador de resposta intracelular, o qual sofre modificagdo da sua
conformacao para se ligar as sequéncias reguladoras dos genes alvo, o que pode
reprimir ou induzir a transcricio dos mesmos. Os genes que codificam o0s
componentes destes sistemas sado frequentemente organizados em operons, mas
varias HK ou RR sao designados “6rfaos” quando codificados por genes isolados,
sem seu respectivo par. O genoma da cepa de S. mutans UA159 contém pelo
menos 13 SDC completos. Além disso, um RR 6rfao, designado GcrR, foi
identificado. GcrR também é conhecido como CovR, devido a sua alta similaridade
com o RR do SDC CovSR (Cov, de controle da viruléncia), um dos mais estudados
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SDC das espécies patogénicas Streptococcus pyogenes (GAS) e Streptococcus
agalactiae (GBS) (Chong et al., 2008). Em GAS e GBS, CovR pode atuar como um
regulador negativo (repressor) e positivo (indutor) de diferentes genes (Churchward,
2007; Lamy et al, 2004). Transcriptomas de mutantes covR diferem
significativamente, dependendo do estagio da infecgdo em modelos in vivo e nichos
ambientais (Shelburne et al., 2010).

Ha evidéncias de que CovSR modula a adaptacdo GBS e GAS ao
contato com sangue e saliva humano, através da regulagdo de genes de viruléncia,
de evasao as defesas do hospedeiro e genes metabdlicos (Graham et al., 2005;
Mereghetti et al, 2008). Em S. mutans, CovR reprime diretamente genes
importantes para a sintese e interacdo com glucano, um componente importante da
matriz do biofilme. Estes incluem gtfB/C, gbpB/C; que codificam respectivamente
glucosiltransferase B e C, proteina ligadora de glucano B (GbpB) e proteina ligadora
de glucano C (GbpC). Consistentemente, a inativacdao de covR em S. mutans
aumenta significativamente a formacao de biofilmes na presenga de sacarose (Stipp
et al, 2010). Assim CovR parece regular fungcbes de S. mutans para
estabelecimento em biofilmes. Neste estudo, nés investigamos a hipdtese de que
CovR pode estar envolvido nos eventos iniciais da colonizagdo bucal e/ou de
sobrevivéncia em sangue durante bacteremias, através da determinagdo do papel
deste RR na sobrevivéncia e crescimento de S. mutans em saliva e sangue

humanos.



2. Revisao de literatura

2.1 S. mutans em infec¢oes bucais e sistémicas

S. mutans é a principal espécie bacteriana envolvida na etiologia da
carie, pois apresenta um conjunto de fatores de viruléncia que a torna capaz
de se aderir as superficies dos dentes e se acumular no biofilme dental,
através da producdo de uma matriz extracelular polissacaridica. S. mutans é
capaz de produzir acidos e tolerar condigdes ambientais extremas, como pH
inferior a 4,0, aumentando em propor¢céo na complexa comunidade microbiana
dos biofilmes e induzindo a desmineralizacao dos dentes (van Houte & Russo,
1986; Lemos et al., 2005). Assim, a capacidade de S. mutans em responder
rapidamente aos diversos estresses decorrentes da infeccdo, como o estresse
acidogénico, oscilacbes na disponibilidade de nutrientes, variacbes na
temperatura, tensdo de oxigénio e contato com fatores de defesa do
hospedeiro é importante para a viruléncia (Lemos et al., 2005).

Além de um papel central na etiologia da carie, estima-se que S.
mutans e outras espécies de estreptococos orais sejam responsaveis por 45 a
80% dos casos das endocardites bacterianas (Stinson et al, 2003). A
bacteremia por estreptococos orais pode ser provocada por procedimentos
como a simples escovagdo dentaria (Lockhart et al., 2008). S. mutans séao
detectados em amostras de sangue e de tecido cardiovascular, tais como das
valvulas cardiacas e placas eritematosas, em individuos acometidos por
endocardite bacteriana (Lockhart et al., 2008; Nakano et al., 2007). Essa
bactéria é ainda capaz de invadir e promover a morte de células endoteliais in
vitro, 0 que pode contribuir para o envolvimento destes microrganismos na
patogenia da endocardite e aterosclerose (Stinson et al, 2003). Ao
implantarem-se em valvulas cardiacas, estreptococos compéem um biofilme
(ou vegetacao) sendo envolvidos por uma matriz de fibrina e plaquetas (Parsek
& Singh, 2003). Biofilmes microbianos desenvolvidos em tecidos internos,
como as valvulas cardiacas, sao altamente resistentes a terapia com
antibioticos, dificultando o tratamento destas infecgbes (Parsek & Singh, 2003).
A severidade da infec¢ao bucal, fatores de defesa do hospedeiro e fatores
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bacterianos podem influenciar no risco de ocorréncia destas infecgdes
sistémicas. Entre os fatores bacterianos, € possivel que proteinas envolvidas
na capacidade de formacédo de biofilmes sejam importantes (Costerton et al.,
1999; Parsek & Singh, 2003; Stinson et al., 2003). Os biofilmes consistem em
uma comunidade bacteriana altamente organizada em uma matriz extracelular
composta, em grande parte, por polissacarideos extracelulares os quais, além
de uma fungéo estrutural, modulam a adaptagéo a variagées na disponibilidade
a nutrientes e a resposta a condi¢des de estresse (Lemos et al., 2005; Parsek
& Singh, 2003). A matriz extracelular dificulta também o reconhecimento e
destruicdo bacteriana por fatores do sistema imunolégico, gerando processos
inflamatérios crénicos (Costerton et al., 1999; Parsek & Singh, 2003).

Entre as diversas proteinas envolvidas na capacidade de formacao
de biofilmes, as glucosiltransferases (Gtf) sdo as mais estudadas. A partir da
sacarose as Gtfs de S. mutans (GtfB, GtfC e GtfD) sintetizam glucanos com
diferentes graus de solubilidade. Estas enzimas desempenham papel muito
importante na etiologia da carie, como verificado em diversas analises in vitro e
in vivo de mutantes knock-out dos genes gtfB, gtfC e gtfD (Banas et al., 2003;
Tsumori & Kuramitsu, 1997). A funcdo destas proteinas na patogenia de
infecgdes sistémicas é incerto, mas ha evidéncias de que glucanos adsorvidos
a superficie bacteriana funcionam como adesinas que se ligam as valvulas
cardiacas (Parsek & Singh, 2003). Além das Gtfs, S. mutans expressam pelo
menos quatro proteinas ligadoras de glucanos (Gbps, de Glucan-binding
proteins), GbpA, GbpB, GbpC e GbpD. As Gbps formam um grupo
heterogéneo quanto as suas caracteristicas moleculares e funcionais, e seus
papéis especificos na patogenia da carie sdo pouco compreendidos. Dentre as
Gbps estas, a GbpB, tem sido alvo de nossos estudos nos ultimos anos. A
GbpB € uma proteina secretada ou associada a superficie de S. mutans, a
qual é imunodominante em adultos e criancas (Smith & Mattos-Graner, 2008;
Nogueira et al., 2005). Esta proteina apresenta extensa homologia a hidrolases
de mureina (Mattos-Graner et al., 2001) e é essencial para a viabilidade de S.
mutans, possivelmente por participar do processo de divisdo da parede celular
(Duque et al, 2011). A producdo de GbpB €& positivamente associada a
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capacidade de formacao de biofilmes in vitro (Mattos-Graner et al., 2001), ao
passo que a inibicdo da expressdo de GbpB diminui drasticamente a
capacidade de S. mutans em iniciar biofilmes, além de alterar a morfologia e
diversas caracteristicas bacterianas, as quais incluem o aumento da
hidrofobicidade de superficie, reducdo da atividade autolitica e aumento da
sensibilidade a diversos antibidticos e ao estresse oxidativo (Duque et al.,
2011). A inducdo de anticorpos contra GbpB protege contra a infeccao e
desenvolvimento de carie em modelos animais (Smith & Mattos-Graner, 2008).
Outra proteina ligadora de glucano que difere estruturalmente de GbpB, a
GbpC, a qual é covalentemente ligada a parede celular e esta envolvida na
agregacado dependente de dextrano e na resposta ao estresse osmatico e
acidogénico (Sato et al., 2000; Biswas et al., 2007). A expressao de gbpC foi
positivamente associada a viruléncia em modelos de cérie experimental e a
capacidade de causar bacteremia (Nomura et al., 2004; Matsumoto-Nakano et
al., 2007).

Em S. mutans, os genes que codificam GtfB/C/D, GbpB e GbpC sao
diretamente regulados pelos sistemas reguladores de transcricdo de dois
componentes (SDC) VicKR e CovR (Senadheera et al., 2005; Senadheera et
al., 2007; Biswas et al., 2007; Stipp et al, 2010). Estes sistemas sao
conservados entre diversas espécies de estreptococos patogénicos que
colonizam as mucosas, como S. agalactiae (GBS) e S. pyogenes (GAS), e
regulam diversos genes de viruléncia expressos durante os processos de
infecgdo (Dalton et al., 2006; Graham et al., 2002; Lamy et al., 2004). Diferente
de S. mutans, em cujo genoma o0 gene covR esta isolado, em GAS e GBS,
CovR é parte do SDC CovRS, sendo os genes covR e covS organizados em
operons (Dalton et al., 2006).

2.2 Sistema de dois componentes (SDC) e CovR.

Os sistemas de dois componentes (SDCs) sao fundamentais para a
deteccao, resposta e adaptacao bacteriana a estimulos ambientais (Lamy et
al., 2004; Dalton et al., 2006). Os SDCs sao compostos por um receptor de

membrana, normalmente uma histidina-quinase (HK) e uma proteina
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reguladora intracelular denominada regulador de resposta (RR). A porcéao
externa do receptor de membrana é ativada por um estimulo ambiental
especifico sofrendo fosforilagdo na sua porcao intracelular (Dalton et al., 2006).
O grupo fosfato é entao transferido para um regulador de resposta intracelular,
o qual sofre modificacdo da sua conformacédo para se ligar as sequéncias
reguladoras dos genes, 0 que pode reprimir ou induzir a transcricao dos
mesmos. Os genes que codificam os componentes dos SDC estdo comumente
organizados em operons. Entretanto, os genomas de diversas bactérias
também incluem genes que codificam proteinas dos SDC (receptor de
membrana ou reguladores de respostas) em locus separados do seu receptor
ou regulador cognato. Estas proteinas reguladoras sdo comumente
designadas componentes 6rfaos de SDC. O genoma da cepa S. mutans
UA159 contém treze SDC (Ajdic et al., 2002; Chong et al., 2008). Aléem deste,
S. mutans expressa um regulador de resposta 6rfao, CovR, cujo receptor de
membrana cognato (CovS) nao foi identificado em nenhuma cepa desta
espécie (Chong et al., 2008).

Em S. mutans, dois SDC parecem regular de forma antagbnica
diversos fatores de viruléncia, dentre eles, fatores associados a formacao de
biofilmes. Estes incluem os sistemas VicKR e CovR. O SDC VicKR induz a
expressao dos genes gitfB/C/D e gbpB (Senadheera et al., 2005; Senadheera
et al., 2007), enquanto CovR reprime estes mesmos genes de viruléncia
(Biswas et al., 2007; Stipp et al., 2009). O regulador CovR, também conhecido
como CsrR (CsrR de Capsule Synthesis Regulator), € um dos genes
reguladores mais estudados em Streptococcus pyogenes (GAS, estreptococos
do grupo A) (Dalton et al., 2006; Graham et al., 2002) e Streptococcus
agalactiae (GBS, estreptococos do grupo B) (Lamy et al., 2004). GAS estao
envolvidos em diversas doencas que variam desde infeccoes superficiais da
pele e mucosas, até infeccbes severas como fasciite necrosante e sindrome
do choque toxico (Dalton et al., 2006; Graham et al., 2002). GBS representam
um dos principais agentes de sepse neonatal e meningite (Lamy et al., 2004).
Em GAS, analises do transcriptoma de mutantes dos genes covRS indicam
que este sistema regule cerca de 15% dos genes que compdem seu genoma
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(Graham et al.,, 2002). Nesta espécie, CovR é um regulador negativo de
diversos genes de viruléncia, entre estes diversos fatores anti-fagociticos e de
evasao a resposta imunologica, como a biossintese de capsula e fatores que
interferem na ativagcdo de diversas cadeias da resposta imunoldgica (cascata
do complemento, via das quininas, coagulagao e fibrinélise) (Graham et al.,
2002). A inativacao de covR promove ainda resisténcia a fagocitose mediada
pelo complemento (Levin & Wessels, 1998) e aumento da viruléncia em
modelos animais (Graham et al., 2002). A inativacdo dos ortlogos de covRS
em GBS promove alteracbes no fendtipo de viruléncia contrarias as
observadas em GAS, a despeito da semelhanca genbmica entre estas
espécies (Lamy et al., 2004). Em GBS, a inativacdo de covRS promove
significativa reducdo na viruléncia em modelos de septicemia em ratos
neonatos (Lamy et al., 2004). Analises do transcriptoma das cepas de GBS
covRS alteraram a expressdo de 7% dos genes em relacdo a cepa selvagem.
Entretanto, diferentemente do observado em GAS, onde CovR atua
principalmente como repressor, cerca de apenas 54,7% dos genes do regulon
de CovRS em GBS séao reprimidos, outros 45,3% sao ativados (Lamy et al.,
2004). Estudos tém sido realizados por nosso grupo para caracterizar o
regulon de CovR em cepas S. mutans (Stipp et al., 2010). Em todas as cepas
analisadas, a inativacdo de covR promoveu aumento na expressao de
GtfB/C/D, como descrito nas cepas GS5 e UA159 (Idone et al., 2003; Biswas &
Biswas, 2006), e de GbpB (Stipp et al, 2009). Comparagbes entre 0s
transcriptomas da cepa mutante UA159 covR (designada UAcov) e cepa
selvagem revelaram ainda que além de gbpB, diversos genes envolvidos na
biossintese de parede celular foram afetados, muitos destes sdo regulados
diretamente por CovR, como verificado em ensaios de ligacdo DNA-CovR
(Stipp et al., 2009). Estes incluem os genes SMU.2147 (lysM), SMU.1091
(wapE) e SMU.1437 (udp), os quais codificam respectivamente uma proteina
hipotética com um dominio LysM, a proteina de parede celular WapE e uma
UDP-N-acetilglucosamina 2-epimerase (YvyH). O dominio LysM é envolvido na
ligagédo a peptidoglicano e lise de parede celular, sendo comum em autolisinas
(Layec, 2008). As UDP-N-acetilglucosamina 2-epimerases catalisam a



interconversdo de UDP-N-acetilglucosamina e UDP-N-acetiimanosamina
(UDP-ManNAc) (Yokoyama et al., 1989). UDP-ManNAc € requerida para a
ligagcdo de &cidos teicdicos na parede celular e para a biossintese de
polissacarideos de superficie celular (Campbell et al., 2000). SMU.2146 (murlL)
possivel gene que codifica transglicosilase, a qual esta envolvida na
degradacao de mureina. O gene SMU.1591 (ccpA) codifica uma proteina A de
controle catabdlico, o SMU.1396 (gbpC) codifica uma proteina ligadora de
glucano C (GbpC) e SMU.22 (gbpB) codifica a proteina ligadora de glucano B
(GbpB). O gene SMU.1117 (nadh) codifica uma NADH. NADH oxidase é uma
enzima que doa H para a NAD, a qual encontra-se ligada a proteinas ligadas a
face interna da membrana citoplasmatica, essas recebem atomos de
hidrogénio que a partir de varias reagbes sdo transferidos a outras proteinas
podendo gerar crescimento para alguns organismos. (Altschul et al., 1997;
Madigam et al., 2004). A inativagdo de covR gerou ainda aumentos
significativos na formagédo de biofiimes in vitro, promoveu redugcéo da
velocidade e intensidade de crescimento planctdnico e reduziu a frequéncia de
transformacao (Stipp et al., 2009).

Pouco se sabe sobre os fatores ambientais capazes de ativar CovR.
Em S. pyogenes, apenas dois estimulos percebidos por CovSR foram
identificados, altas concentracdes de cation Mg?* (~15 mM) e a presenca do
peptideo catibnico LL-37 (Gryllos et al., 2008; Murakami et al., 2002). Em S.
pyogenes, concentragdes crescentes de Mg?* ativam CovR, reprimindo genes
de viruléncia (Murakami et al,, 2002), enquanto que a presenga de LL-37
parece inibir este sistema e induzir a expressao de genes de seu regulon
(Gryllos et al., 2008). Em S. mutans, a expressao de covR parece também ser
induzida por concentracdes crescentes de Mg?* (Chong et al., 2008). Ambos
os estimulos (concentracdes de Mg®* e presenca LL-37) envolvem
modificacbes ambientais provocadas pela interacdo entre os patégenos e
componentes do hospedeiro. Através da regulacdo dependente de Mg?,
genes de viruléncia reprimidos por CovR seriam mais expressos por GAS em
contato com o sangue ou outros fluidos teciduais, os quais apresentam baixas
concentracdes deste cation (~1mM) (Gryllos et al., 2007; Gryllos et al., 2008).
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O peptideo LL-37 é um componente do sistema imune inato
produzido por neutréfilos e também por células das glandulas salivares e
mucosa bucal (Murakami et al, 2002). A despeito de seus efeitos
antimicrobianos, LL-37 parece inibir a ativagdo do sistema CovRS, uma vez
que GAS apresentam aumento da expressao de diversos genes de viruléncia
CovR-regulados e maior resisténcia a fagocitose em resposta a LL-37 (Gryllos
et al., 2008). Estes dados sugerem que diferentes estimulos do hospedeiro
modulam de forma conjunta a ativagao/inibicdo do sistema CovRS. LL-37 é
detectado na saliva em concentracbes variaveis entre individuos, sendo
originados de neutréfilos bucais, fluido gengival, glandulas e ductos salivares,
mas nao foi identificada uma associacdo entre concentracdes salivares deste
peptideo com a colonizacao por S. mutans e/ou susceptibilidade a carie (Dale
et al., 2006). Os dados de que o regulon de CovR em S. mutans inclui diversas
proteinas de superficie envolvidas na biogénese de parede celular e na
respostas ao estresse ao envelope celular, sugerem que este regulador
desempenhe funcao importante na resposta de S. mutans a fatores de defesa
do hospedeiro. Diversas proteinas de superficie de S. mutans parecem
influenciar na susceptibilidade a fagocitose e na capacidade de causar
bacteremia e endocardite bacteriana, incluindo as proteinas GbpC, proteina de
antigeno de superficie célular (PAc), Antigeno I/ll e D (Nakano et al., 2004;
Nakano et al., 2005; Nakano et al., 2006; Nomura et al., 2004).

2.3 Resposta de estreptococos a componentes salivares e

séricos.

A cavidade bucal apresenta uma microbiota altamente complexa e é

um dos sitios com maior nimero e diversidade de microrganismos do corpo

humano (Jenkinson & Lamont., 2005; Kuramitsu et al., 2007). Esta microbiota é

continuamente controlada por fatores do sistema imunoldgico inato e adaptativo

presentes na saliva e no fluido crevicular, exsudato do soro que atinge os sulcos

gengivais. Estes fluidos bucais sdo também importantes para o controle de

infecgcbes por outros patégenos das mucosas oral e respiratéria como GAS e S.

pneumoniae (Shelburne et al.,, 2005 a). A saliva contém um grande numero de
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componentes do sistema imune inato, muitos produzidos por neutréfilos e outras
células das glandulas salivares e mucosas, incluindo-se diversos peptideos com
acao antimicrobiana, como por exemplo, a catalecidina LL-37, histatinas, a e B-
defensinas. (Murakami et al., 2002; Tenovuo et al., 2002; Abiko et al., 2003). Além
disto, a saliva contém anticorpos secretados, principalmente IgAs, o0s quais
modulam a colonizagdo bucal por espécies patogénicas de estreptococos
(Nogueira et al., 2005; Smith et al., 2008). O fluido crevicular contém outros
componentes de defesa inatos (por exemplo, fatores do complemento) e
adaptativos (anticorpos séricos) presentes no soro, além do grande numero de
fagocitos (cerca de 90% destes sao neutréfilos) (Amerongen & Veerman, 2002;
Ashkenazi et al., 1989).

Espécies patogénicas de Streptococcus desenvolveram varios
mecanismos de reconhecimento e reposta a fatores do sistema imune, presentes
nos diversos fluidos que banham as mucosas e no sangue (Shelburne et al., 2005
a; Hamilton et al., 2006; Graham et al., 2005). Por exemplo, GAS expressam
diversos fatores anti-fagociticos e de escape a diversos componentes de defesa
soluveis. Muitos destes fatores sédo regulados por CovRS, como por exemplo o
operon has, envolvido na biossintese de capsula de acido hialurénico (Graham et
al., 2005). Estudos in vivo demonstram que ha indugdo da expressao do operon
has em cepas de GAS presentes na corrente sanguinea de animais infectados
(Gryllos et al., 2001). Diversos outros genes de evasao a fatores de defesa do
hospedeiro sdo ativados em GAS em resposta ao contato com o sangue humano,
como verificado em experimentos ex vivo (Graham et al., 2005). Comparagdes
entre os transcriptomas da cepa GAS M1 com o respectivo genétipo mutante covR
crescidos em sangue humano fresco sugere que o sistema CovRS module a
adaptacdao de GAS aos estresses desencadeados pelo contato com o sangue
humano (Graham et al., 2005). Diferentemente de GAS e GBS, S. mutans nao
estdo envolvidos em infecgbes invasivas, o que explica a auséncia no seu genoma
de varios genes envolvidos no escape a fagocitose e ao sistema complemento.
Entretanto, S. mutans conserva ortélogos de genes de GAS e GBS que codificam
proteinas com fungédo ainda desconhecida, mas com possivel papel de evasao do
sistema imune, os quais incluem uma proteina de ligagéo a fibronectina, similar a
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PavA de S. pneumoniae, que tem a funcao de proteger contra a opsonizagao pelos
fagocitos, SloC esta contido em um operon que codifica um sistema transpostador
ABC (ATP-binding cassette) que é similar ao sistema psa, importante na viruléncia
de S. pneumoniae. (Mitchell, 2003). O genoma da cepa S. mutans contém ainda o
SDC ortdlogo ao sistema ScnRK de GAS, o qual regula fatores de escape a
destruicdo por fagécitos. A inativacdo deste sistema em S. mutans promove
aumento significativo da destruicdo bacteriana por macrofagos e aumento da
sensibilidade ao estresse oxidativo (Chen et al, 2008). Em GAS, ScnRK regula
diversos genes envolvidos na biogénese da parede celular e a inativagdo deste
sistema promove aumento da sensibilidade a defensinas (Poyart et al., 2003).

Pouco se sabe sobre a resposta de espécies patogénicas de
Streptococcus presentes na mucosa orofaringea, como GAS, S. pneumoniae e S.
mutans, ao contato com a saliva. Em GAS, foi demonstrado que varios genes de
viruléncia sdo induzidos em cepas crescidas ex vivo em saliva (Shelburne et al.,
2005 a); muitos dos genes identificados sao regulados por CovRS, incluindo-se
genes envolvidos em funcdes de escape a fatores do sistema imunolégico
(Shelburne et al., 2005 b). Em S. mutans, ndo ha até o momento, estudos avaliando
a expressao de genes de viruléncia em resposta a saliva, a despeito do papel
central desta espécie em uma das doencas mais comuns da cavidade bucal. A
maioria dos estudos sobre os mecanismos de viruléncia de S. mutans envolvem
estudos in vitro de cepas crescidas em fase plancténica ou biofilmes em meios de
cultura artificiais, o que exclui a influéncia de diversos fatores salivares aos quais S.
mutans enfrenta durante a colonizagéo bucal. E provavel que sistemas reguladores
globais envolvidos na regulagédo de genes de viruléncia de S. mutans desempenhem
papel importante na reposta bacteriana a fatores de defesa presentes na cavidade
bucal e no sangue, influenciando tanto na capacidade de colonizagéo e persisténcia
destes microrganismos nas mucosas e no biofilme dentario, como na capacidade de
causar bacteremia e endocardite bacteriana. Uma primeira etapa para investigar
esta hip6tese seria a de caracterizar a influéncia de CovR no crescimento e
sobrevivéncia de S. mutans na presenca de saliva e de sangue e avaliar se o
contato com estes fluidos influenciam na expressao de genes diretamente regulados
por CovR identificados em estudos in vitro.
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2.4 Transmissao de S. mutans

Logo ao nascimento, as criangas adquirem uma série de
microrganismos que compdem a microbiota bucal, os quais sdo transmitidos
através da saliva por individuos com o0s quais a crianga tem contato, sendo
essa a principal via de transmissao de S. mutans (Kohler & Bratthall, 1979). A
colonizagao por S. mutans ocorre principalmente dentro de um periodo definido
como “janela de infectividade” compreendido entre os 19 a 31 meses de idade
(Caufield et al., 1993). Dependendo da presenca e intensidade de fatores que
favorecem essa transmissao e estabelecimento na cavidade oral, a colonizacéao
pode ocorrer logo antes do primeiro ano de vida (Alves et al., 2009; Freire et
al., 1996). Esses fatores podem ser ambientais e/ou do hospedeiro. Os fatores
do hospedeiro incluem os componentes de defesa inatos e adaptativos
presentes na cavidade bucal (saliva, fluido gengival e tecidos linféides
associados as mucosas), sendo o ambiente na cavidade oral um local critico de
interface entre o ambiente externo e o interno (Sato et al.,, 2008). O continuo
fluxo da saliva remove um grande numero de bactérias da superficie dos
dentes e da mucosa, além de conter diversos fatores de defesa especificos
(anticorpo IgA) e inespecificos (fatores de defesa que incluem as mucinas,
glicoproteinas salivares, lactoferrina, lisozima, peroxidases, histatina e
cistatinas) (Sato et al., 2008). Os fatores ambientais incluem a frequéncia de
consumo de sacarose, agucar que favorece a colonizagédo bucal por S. mutans
e a frequencia de contato salivar com individuos colonizados por S. mutans
(Berkowitz & Jordan, 1975; Caufield et al., 1993; Kozai et al., 1999; Alves et al.,
2009). Portanto, para colonizar e se estabelecer na cavidade bucal, S. mutans
precisa manter-se viavel em saliva humana, adaptando-se as condi¢cbes deste
fluido.
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3 . Proposicao.

O objetivo geral deste estudo foi investigar a participacdo de CovR
na reposta de S. mutans ao contato com a saliva e sangue humanos. Para

isto, os objetivos especificos deste trabalho incluiram:

1. Comparar a viabilidade e/ou crescimento em saliva e em sangue
humano entre cepa S. mutans mutante covR (UAcov) e a sua respectiva cepa
selvagem (UA159).

2. Comparar a expressdo de genes de viruléncia regulados
diretamente por CovR: gbpB (SMU.22), gbpC (SMU.1396), covR (SMU.1924),
lysM (SMU.2147c), wapE (SMU.1091); udp (SMU.1437c), nadh (SMU.1117),
murL (SMU.2146c¢), gtfB (SMU.1004), e dos genes reguladores ccpA
(SMU.1591), vicR (SMU.1517), entre UAcov e UA159, ap6s exposicdo a

saliva.
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4. Material e Métodos.

4.1 Cepas e condicoes de cultivo.

Foram estudadas as cepas S. mutans UA159, cepa mutante covR,
designada UAcov, construida a partir de UA159, através de projeto de
pesquisa financiado pela FAPESP; proc. 2007/57454-2) (Alves et al., 2009).
Como controle, também testamos a cepa mutante UAcov complementada com
cépia intacta do gene covR em plasmideo pDL2711, o qual contém o gene de
resisténcia a espectinomicina. Para cada ensaio, as cepas foram cultivadas a
partir dos estoques congelados a - 20 °C, em meio Skim Milk (DIFCO Labs,
EUA). As cepas foram estriadas em Mitis Salivaris Agar (MSA) (Gold et al.,
1973) acrescido ou ndo de eritromicina (erm, 10 pg/mL) ou erm, 200 pg/mL
espectinomicina para selecao UAcov complementada e incubadas a 37°C, sob
atmosfera de 10% CO, (Water-dacked CO. Incubators/Cole Parmer
Instruments, EUA) durante 24 h. ApGs o crescimento, colbnias isoladas foram
inoculadas em 20 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) (DIFCO Labs, EUA)
sem ou com eritromicina (BHlerm) (Merck Labs) e incubadas sob as mesmas
condicdes durante 18 h. A seguir, as culturas obtidas foram diluidas em 20 mL
de Meio Quimicamente Definido (MQD) acrescido ou ndo de erm (a uma
As50nm=0,035) e incubadas a 37 °C, sob atmosfera de 10% CO, (Water-Jacked
CO: Incubators/Cole Parmer Instruments, EUA) durante 24 h. O MQD foi
preparado de acordo com Biswas et al. (2007) com algumas modificacoes
(Anexo 2).

4.2 Curvas de crescimento em MQD suplementado ou nao

com magnésio.

As curvas de crescimento de UA159 e UAcovR foram determinadas
em MQD sem e com erm, respectivamente, acrescido ou ndo de magnésio em
diferentes concentracdes (1, 5, 10 e 15 mM). A determinacdo do crescimento
bacteriano em concentragdes distintas de Mg?* foi avaliada como um controle
da ativacdo de CovR, uma vez que altas concentragdes deste cation (10 mM)
ativam covR em S. mutans (Chong et al.,, 2008). Para isto, culturas overnight
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das cepas em BHI (37 ° C, 10% de CO,) foram diluidas até uma Assonm= 0,035
em MQD e incubadas nas mesmas condicoes até a metade da fase
exponencial de crescimento (Assonm=1,0). A seguir, essas culturas em MQD
com ou sem erm e em diferentes concentracées de MgCl, foram incubadas
nas mesmas condi¢des durante 12 h. Aliquotas das culturas foram coletadas a
cada 1 hora para a determinacao das absorbancias.

4.3 Ensaio ex vivo de crescimento e viabilidade em saliva.

Foram coletadas amostras de saliva estimulada de 10 adultos
saudaveis, para minimizar variagdées entre individuos descritas em estudos
anteriores (Shelburne et al., 2005 a). A salivacao foi estimulada através da
mastigacdo de um pedaco de parafim® (Parafiim “M” Laboratory Film) e a
saliva coletada em frasco mantido em banho de gelo. Um total de 5 mL de
cada saliva foi acrescido de 2,5 mM de ditiotreitol (DTT). As salivas foram
entdo clarificadas através de centrifugagcdo (17.709 x g por 15 min, 4°C) e
esterilizadas por filtracao a vacuo em filtros Nalgene com poros de 0,22 um de
didmetro (Nalgene®). Um total de 600 mL de saliva foi coletado de cada
individuo em intervalos de 30 dias, e aliquotas dos pools de cada voluntario

foram congeladas a -70 °C até o momento de realizagédo dos ensaios.

As analises de crescimento e viabilidade das cepas S. mutans em
saliva foram realizadas, como descrito por Shelburne et al. (2005 a), com
algumas modificagées. Para isto, culturas overnight das cepas em BHI ou
BHIerm (37 °C, 10% de COy) foram diluidas até uma Assonm= 0,035 em MQD e
incubadas nas mesmas condigcdes até a metade da fase exponencial de
crescimento (Assonm=1,0). A seguir, as culturas foram diluidas 1:50 em 5 mL de
saliva. Aliquotas destas suspensdes foram coletadas, diluidas em série e
semeadas em placas de Petri com meio BHA com ou sem erm, para
determinacao do numero de células viaveis (ufc/mL) apds 0, 3, 12, 24, 48, 72 h
de incubacdo nas mesmas condicbes. Para isto, apos a diluicido em série, as
cadeias de estreptococos foram rompidas com auxilio de sonicador (UP400S-
Ultrasonic processor, Hielscher-Ultrasound Technology) em amplitude fixa
(60%) por um total de 15 s (trés vezes de 5 s alternadas por banho de gelo no
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mesmo tempo). A seguir, 25 puL de cada amostra foram semeados em triplicata
em placas BHA/BHAerm, as quais foram incubadas a 37°C (10% CO.) durante
48 h. As condi¢bes de sonicagao foram determinadas através das analises por
microscopia de luz das cepas sonicadas nas diferentes condigbes e coradas
por Gram. Foi selecionada a condicdo que gerou cocos isolados e/ou
diplococos. As contagens de ufc foram realizadas com auxilio de um
microscopio estereoscopio (Stemi DV4, ZEIZZ). Pelo menos trés experimentos
independentes foram realizados com cada pool de saliva.

4.4 Ensaio ex vivo de crescimento e viabilidade em sangue.

Para determinagao do crescimento em sangue, amostras de sangue
foram coletadas com anticoagulante (heparina sédica) de 10 voluntarios sadios
(5 do sexo masculino e 5 do sexo feminino, para eliminar variabilidades
dependentes do género) (Graham et al., 2005). Para a exposicao das cepas S.
mutans as amostras de sangue, culturas overnight das cepas em 20 mL de
BHI/BHlerm (37 °C, 10% de CO.) foram diluidas até uma Assonm= 0,035 em
MQD e incubadas nas mesmas condi¢cdes até a metade da fase exponencial
de crescimento (Assonm=1,0). A seguir, 5 mL das culturas foram separadas e
centrifugadas para obtencao do pellet de bactérias. Este foi lavado uma vez
com salina, e as bactérias ressuspendidas em 5 mL de sangue heparinizado
(mantido a 37 °C, 5% CO,), incubadas nas mesmas condi¢des. Aliquotas
destas culturas em sangue foram coletadas e diluidas em série para
determinacao do numero de células viaveis (ufc/mL) apés 0, 1, 2, 3, 24, 48, 72
h de incubacdo. Para isto, as cadeias de estreptococos foram rompidas com
auxilio de sonicador (UP400S-Ultrasonic processor, Hielscher-Ultrasound
Technology) em amplitude fixa (60%) por um total de 15 s (trés vezes de 5 s
alternadas por banho de gelo no mesmo tempo). A seguir, 25 uL de cada
amostra foram semeados em ftriplicata em placas BHA/BHAerm, as quais
foram incubadas a 37°C (10% CO.) durante 48 h. As contagens foram
realizadas pelo auxilio de uma lupa (Stemi DV4, ZE|ZZ). Pelo menos trés

experimentos independentes foram realizados com cada voluntario.
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4.5 Extracao de RNA das bactérias expostas a saliva.

Para analisar o efeito da exposicao a saliva na regulacéo de genes
que compdem o regulon de CovR em S. mutans, as cepas UA159 e UAcovR
foram crescidas em meio liquido, como descrito no item 4.2. Amostras de 20
mL das culturas (com Assonm=1,0) foram centrifugadas e expostas a saliva por
30 e 60 min.. A seguir, as células bacterianas foram coletadas por
centrifugagéo 3.686 x g, 4 min., lavadas com PBS contendo EDTA a 0,5 M,
incubadas por 5 min. com 1 mL de RNA Protect Reagent (Qiagen),
ressuspendidas em 220 pL de T.E. e congeladas a -70 °C, para posterior
extragdo de RNA. Bactérias obtidas nas mesmas condigbes, mas nao

expostas a saliva, foram utilizadas como controle.

O RNA total de bactérias expostas ou ndo a saliva foi purificado
usando-se o kit RNeasy (Qiagen GmbH, Alemanha), segundo as
recomendagbes do fabricante. As amostras de RNA purificado foram
congeladas a —70 °C. A integridade das amostras de RNA foi determinada
através da separacao eletroforética de 2uL de cada amostra em géis
desnaturantes de agarose a 1,2% (com 1,8% de formaldeido) contendo 0,15
uL/mL de brometo de etidio, em tampé&o de corrida (20 mM MOPS, 5 mM
acetato de sédio e 1 mM EDTA). As imagens digitais dos géis foram obtidas
sob luz UV, com auxilio de sistema de captura de imagens digital Gel logic 100
Imaging System (Eastman Kodak Co, EUA). A presenga das duas bandas
definidas, correspondentes aos RNAs ribossémicos (23S e 16S) indicou
integridade das amostras e a determinacdo da concentracdo e pureza das
amostras de RNA foi realizada através da leitura em espectrofotémetro
(Nanodrop 2000, Spectrophotometer Thermo Scientific). O material foi
considerado puro quando a razdo entre as leituras Azgonm/Azsonm fOi igual ou

superior a 1,7.
4.6. Condicoes das reacoes de PCR em Tempo Real

As reagbes de transcriptase reversa foram realizadas com as

amostras de RNAs total utilizando-se os primers (Invitrogen, Brasil) arbitrarios
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Eal (5-TTTTATCCAGC-3'), Ear (5-TCTTTTTTACC-3), Es1 (5-
GCTGGAAAAA-3'), Es3 (5-GAAGTGCTGG-3') e Es8 (5-TGCCGATGAA-3)
previamente descritos (Chia et al., 2001). Para obtenc¢do de um pool/ de cDNA a
partir do RNAm total, aliquotas contendo quantidades de 5,0 pg de RNA total,
foram tratadas com o sistema DNAse | Amp grade (Invitrogen), para eliminar
qualquer tragco de DNA genbémico contaminante, de acordo com as instrucoes
do fabricante. Resumidamente, foram adicionados a cada amostra, 5 pL de
enzima DNAse, 3 pL de tampao 10x DNAse e H,O DEPC qgsp 30 uL, sendo as
amostras incubadas durante 15 min em temperatura ambiente. A seguir,
acrescentou-se a cada amostra 4 pL de solucdo de EDTA a 25mM e as
mesmas foram incubadas a 65 °C durante 10 min, para a inativagido da enzima
DNAse I.

As reagbes de transcricdo reversa foram posteriormente preparadas
com o sistema SuperScript Il (Invitrogen) segundo as recomendag¢des do
fabricante. Foi realizada a mistura contendo 2 pg (Chia et al.,, 2001) de RNA
total livre de DNA, 3 uL da mistura dos primers arbitrarios (concentragéo final
de 2 uM para cada oligo), 2 pL de 10 mM DNTP mix e H,O DEPC gsp 26 pL.
Cada mistura inicial foi aquecida a 65 °C por 5 min, e resfriada por 1 min em
gelo. Um segundo microtubo, contendo 8 uL Buffer 5X, 2 uL de 0.1M DTT, 2 pyL
de RNase OUT (40 U/uL) e 2 pyL de SuperScript Il (200 U/uL) por amostra, foi
preparado como solugcdo mae, sendo 14 pL desta solucdo transferidas para
cada tubo resfriado. As reagbes de RT ocorreram com incubagdo a 25 °C
durante 10 min, a 50 °C por 3 h e foi finalizada a 85 °C por 5 min em
termociclador (Thermoblock T1, Biémetra, Alemanha). Os cDNAs obtidos foram

estocados a - 20 ‘C, para posterior utilizacdo nas reacdes de PCR quantitativo.

Como controle negativo, para assegurar a auséncia de DNA
contaminante nas amostras, foram conduzidos em paralelo ensaios para cada
amostra de RNA tratado, sob as mesmas condi¢des, substituindo-se 2 pL de
SuperScript 11l (200 U/uL) por 2 uL de H,O DEPC. Estas amostras foram
incluidas nas reacdes de PCR, como controle da contaminagdo das amostras
de RNA tratadas com DNA gendmico.
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4.7 Ensaios de PCR em Tempo Real

A partir do pool de cDNA obtido em uma unica reagédo de RT, para
cada tempo de cada cultura bacteriana testada, reacées de PCR quantitativo
foram realizadas para quantificar a expressdo dos genes: covR (SMU.1924),
gbpB (SMU.22), gbpC (SMU.1396), lysM (SMU.2147), udp (SMU.1437c), wapE
SMU.1091), nadh (SMU.1117), murL (SMU.2146c¢), gtfB (SMU.1004), todos
estes genes foram identificados como diretamente regulados por CovR em S.
mutans  (Stipp, 2010), e os genes regulatorios vicR (SMU.1517), ccpA
(SMU.1591). As fungbes determinadas ou hipotéticas destes genes estédo
listadas na Tabela 1.

Os pares de primers especificos utilizados neste projeto foram
delineados com o] auxilio do programa Primer 3

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3 www.cgi), a  partir das

sequéncias do genoma da cepa UA159 disponiveis no banco de dados de Los
Alamos National Laboratory Oral Pathogens Sequence Database
(http://www.oralgen.lanl.gov). A especificidade dos pares de primers foi

confirmada através da andlise de BLAST, contra o genoma da cepa S. mutans
UA159 e anélise do tamanho dos produtos de amplificacdo. As sequéncias e
principais caracteristicas dos primers utilizados neste estudo estdo indicadas
na Tabela 2. Como gene de referéncia, foi testado inicialmente 716SrDNA, o
qual codifica rRNA da menor subunidade ribossémica de bactérias. A
expressdo deste se mostrou constante nas diferentes fases de crescimento
plancténico e na exposicao ou nao a saliva, sendo selecionado como gene de

referéncia.
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Tabela 1: Genes identificados como parte do regulon de CovR em S. mutans

Genes

Funcao provavel *

Numero de acesso

Nome utilizado

no GenBank
neste proteto

SMU.1117 nadh NADH oxidase, piridina nucleotideo
dissulfeto oxidoredutase.

SMU.1924 covR Regulador de resposta GerR (CovR)
para proteina ligadora de glucano C.

SMU.22 gbpB Proteina ligadora de glucano B, possivel
hidrolase do peptideoglicano.

SMU.1396 gbpC Proteina ligadora de glucano C.

SMU.2147c lysM Proteina de parede celular com dominio
lysM, com possivel funcao de unido ao
peptideoglicano e lise de parede celular.

SMU.1437c udp Possivel UDP-N-acetilglucosamina 2-
epimerase, cataliza a interconverséo de
UDP-N-acetilglucosamina e UDP-N-
acetilmanosamina.

SMU.1091 wapE Possivel proteina de parede celular
(WapE), encontra-se ancorada a
membrana celular.

SMU.2146¢ murlL Proteina com dominio tipo
transglicosilase, relacionado a
biossintese de parede celular.

SMU.1591 CCpA Proteina A de controle catabdlico.

SMU.1517 vicR Regulador de resposta VicR.

SMU.1004 gtfB Possivel proteina de biossintese de

parede

*A funcdo provavel dos genes foi identificada através de analises de BLAST
das sequéncias protéicas e pesquisa de dominios funcionais.
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Gene Nome do Seqiiéncia (5°-3’) Tamanho do

primer produto
16SrDNA  16SRNAF  CGGCAAGCTAATCTCTGAAA

16SRNAR  GCCCCTAAAAGGTTACCTCA 19080
Nadh nadhF AAGGAAAGCACCATTACGGA

nadhR GAATTAGCATTCGGAGAAACTG 1740
covR covRF ACGAAATATGGCACGAACAC

covRR CAGAGATGGACGGGTATGAA 16569
gbpB gbpBF CAACAGAAGCACAACCATCA

gbpBR TGTCCACCATTACCCCAGT 1ot
gbpC gbpCF TGTAGCTGTTGTCGAAAGTCA

gbpCR CCTGTGCTTTGTTATCTGCAT 179
lysM lysMF TTATCAGAGATTGCTTCAACACA

lysMR CTGAGGTTTCTGCTTCATTTATC 17opb
Udp udpF GCAAATACAGAGCGTATCCATC

udpR TAAAGTCCCTGCTGCTACTCC 169 P
wapE wapEF TATTCCTGTGCCTTCTGTTGA

wapER GCCTTCTTGACTTTTGGATTG 167pb
murlL murLAF AATCTGTTCTTGCTCACACTGC

murLR ACATTATCAGTTGGTTCAGTTGCT 1o P
CccpA cCpAF AAATCGGCTGACTGATAGATGT

ccpAR TTATGTTGCTGAGGATGAGTTG 190 P
gifB gtfBF CGAAATCCCAAATTTCTAATGA

gtfBR TGTTTCCCCAACAGTATAAGGA 197Pb
vicR vicF AGTGGCTGAGGAAAATGCTT

JicR CATCACCTGACCTGTGTGTG 163 pb

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados neste estudo
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Para a quantificacdo dos transcritos de cada gene teste, reacées em
tempo real contendo cDNA (30 ng), 30 uM de cada par de primer e SYBR-
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) em volume total de 20 ulL.
Através do sistema PCR quantitativo StepOne (Applied Biosystems), cada ciclo
térmico de amplificacdo consistiu de desnaturacéo inicial a 95 °C por 10 min.
seguida de 45 ciclagens de desnaturacao a 94 °C por 15 s, anelamento por 15
s e extensédo a 72 °C por 30 s. Os ensaios de qPCR foram realizados em
duplicata, a partir de amostras cDNA obtidas em dois experimentos
independentes. Como um dos controles negativos da reacdao, misturas sem
cDNA foram incluidas para assegurar a auséncia de DNA contaminante. Em
cada corrida realizou-se, em duplicata, uma curva de amplificagdo de DNA em
quantidades crescentes (0,003; 0,03; 0,3; 3 e 30 ng). Os valores de expressao
de cada gene teste foram normalizados pelo gene 16S rRNA seguindo o
modelo matematico proposto por Pfaffl (2001).

4.8 Analises dos resultados

As comparagdes entre as curvas de crescimento (Assonm) €/0U
viabilidade (logio do numero de ufc/mL) em saliva, sangue ou meio de cultura
foram comparadas entre o mutante UAcov e UA159. As unidades relativas de
expressdo dos genes covR (SMU.1924), gbpB (SMU.22), gbpC (SMU.1396),
lysM (SMU.2147), udp (SMU.1437c), wapE SMU.1091), nadh (SMU.1117), murL
(SMU.2146¢c), gtfB (SMU.1004), vicR (SMU.1517), ccpA (SMU.1591) sob
exposi¢ao de saliva durante 30 ou 60 minutos, em relagdo ao MQD, foram
comparadas para cada cepa. As comparacdes dos numeros de células viaveis
(log ufc/mL) nas diferentes fases de crescimento e as unidades relativas de
expressao dos diferentes genes testados foram comparados entre diferentes
condigbes para cada cepa, utilizando-se analise de variancia paramétrica
(ANOVA) ou nao-paramétrica (Mann-Whitney), com auxilio de programa
SigmaStat. Diferengas significativas entre os grupos foram consideradas para
valores de p inferiores a 0,05.
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5. Resultados

5.1. A inativacao de CovR afeta o crescimento planctonico

Nas condi¢Oes utilizadas neste estudo, comparamos as curvas de
crescimento de UA159 e UAcov em Meio Quimicamente Definido (MQD). Como
mostrado na Fig. 1, o mutante UAcovR atingiu a fase estaciondria mais
rapidamente do que UA159 e limitou o crescimento planctonico total do mutante
gerando uma absorbancia final inferior a da cepa selvagem. A absorbancia da
cepa selvagem UA159 foi de Assonm=1,871 ja a do mutante UAcovR foi de
Assonm= 1,636.

1.8

1.6

1.4

3 /E;/
0.2 .——/

O\O T T T T T T T 1

A 550nm

Tempo (h)

Figura 1. Curva de crescimento em MQD de S. mutans UA159 (-A-) e
mutante UAcovR (-m-). Os pontos indicam média de trés experimentos
independentes. As barras indicam desvio padrao.
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5.2 O crescimento planctonico de UA159 e UAcovR em
meio quimicamente definido nao é afetado pela presenca de

magneésio.

Devido altas concentragdes de magnésio ativar a expressao do gene
coVvR, investigamos o efeito de concentragdes crescentes de Mg*? no padrio de
crescimento planctdénico das cepas selvagens e mutante. Como ilustrado na
Figura 2, as curvas de crescimento de UA159 foram praticamente idénticas
entre meios com diferentes concentragées de Mg*2. Também n&do foram

observadas diferengas significativas no crescimento de UAcovR.

A 550nm

1.0

0.5
0,0
1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (h})
—&—TAL159 lmM ——TA159 SmM —&—TTA159 10mM ——TA159 15mM
——UacovE lmM —8—TUacovE SmM ——UacovR 10mM —8—TUacovR 15mM

Figura. 2. Curvas de crescimento das cepas UA159 (-A-) e UAcovR (-m-) em MQD
com concentragdes crescentes de Mg*?. Os pontos indicam médias de trés
experimentos independentes. As barras indicam os desvios padroes.
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5.3 A inativacao de covR afeta a viabilidade de S. mutans

em saliva humana.

Curvas de viabilidade do mutante covR (UAcovR) e da cepa
selvagem (UA159) em pools de saliva de seis voluntarios saudaveis foram
realizadas. Pouca ou nenhuma reducdo nos niveis de bactérias viaveis de
UA159 foi observada nas amostras salivares durante o periodo de 96 h de
exposigcao. Diferentemente, UAcovR sofreu claras redu¢des na viabilidade em
todas as amostras salivares testadas, sendo estas significativas a partir de 48 a
72 h de exposicao a saliva (Fig. 3). Ao final de 96 h de exposicao, reducdes de 4
a 5 vezes no log de ufc/mL foram observadas em UAcovR em comparagdao com
a cepa selvagem, nos 6 voluntarios testados. Curvas de viabilidade do mutante
complementado foram realizadas para confirmarmos que as reducdes na

viabilidade em saliva foram decorrentes da inativacao de covR (Fig. 4).
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Figura. 3. Curvas de viabilidade das cepas UA159 (-m-) e UAcovR (-A-) em
saliva. Curvas foram obtidas de pools de saliva de seis voluntarios (A a F). Os
pontos representam médias de 3 experimentos independentes, as barras indicam
os desvios padrao. Diferengas entre as cepas foram testadas através do teste de
Mann-Whitney: * p<0.01.
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Figura 4. Curvas de viabilidade das cepas UA159 (-m-), UAcoVR (- A-) e UAcovR
complementado com gene covR (UAcovR::covR) (-e-) obtidas em saliva do
voluntario F. Os pontos representam médias de trés experimentos independentes,
as barras indicam os desvios padréo. A cepa UA159 e UAcovR::covR tiveram
comportamento semelhante. Diferencas entre a mutante UAcov e as cepas
selvagem ou complementada foram estatisticamente significantes (Mann-
Whitney: * p<0.01).

5.4 A inativacao de covR afeta a viabilidade de S. mutans

em sangue humano

Curvas de viabilidade do mutante covR (UAcovR) e da cepa
selvagem em sangue de seis voluntarios saudaveis foram realizadas e
comparamos a viabilidade de UAcovR com a cepa selvagem. A Figura 5 ilustra
as curvas de viabilidade destas cepas em amostras de sangue de seis
voluntarios. Redug¢des mais intensas dos numeros de ufc/mL foram observadas
em UAcovR comparado a UA159 em sangue de seis voluntarios. Entretanto, os
padrbes das curvas de viabilidade variaram entre os voluntarios, o que pode ser
resultado de diferencas nos componentes de defesa inato e adaptativo. Como
esperado, ao final de 72 h de exposicdo ao sangue, os numeros de ufc/mL
foram semelhantes entres as cepas, indicando ser invidvel a sobrevivéncia
bacteriana prolongada as condigdes de estresse nutricional, biofisicas e de

defesa do sangue.
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Figura. 5. Curvas de viabilidade das cepas UA159 (-m-) e UAcovR (-A-) em sangue.
Curvas foram obtidas apartir do sangue de seis voluntarios (A a F). Os pontos
representam meédias de 3 experimentos independentes, as barras indicam os
desvios padrao. Diferencas entre as cepas foram testadas através do teste de
Mann-Whitney: * p<0.05; * p<0.01.

5.5 Extracao de RNA nas cepas expostas a saliva.

Para investigar o efeito da exposicao a saliva na ativacdo de CovR,

foram realizadas analises da expressdo de genes regulados por CovR apés

exposicao bacteriana a este fluido. Para isto, foram extraidas amostras de RNA

de bactérias de 20 mL de suspensfes em saliva incubadas por 30 e 60 min.
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Além disto, amostras bacterianas nao expostas a saliva também foram
analisadas como controle. A Figura 6 ilustra um gel de agarose formoldeido, no
qual foram aplicados 2 pL de amostras do RNA extraido de bactérias
previamente tratadas com saliva. As concentragdes de RNA total de bactérias
expostas a saliva foram realizadas com o auxilio de espectrofotobmetro
(Nanodrop 2000, Thermo Scientific).

23S
16S

Figura 6. Padrao tipico do RNA extraido das cepas UA159
(1,2, 3) e UAcovR (4, 5, 6) expostas a saliva nos tempos de
0, 30, 60 min. respectivamente, separado em gel
desnaturante de agarose a 1,2%. A presenca de duas
bandas bem definidas referentes aos RNAs expressos em
maior quantidade indicando a integridade das amostras.

5.6 Ensaios de PCR em Tempo Real.

As amostras de RNA apresentaram contaminantes de DNA em
quantidades irrelevantes, os quais foram eliminados com sucesso apoés
tratamento com DNAse, dados ndo apresentados. As reacdes de transcricao
reversa foram posteriormente preparadas com o sistema SuperScript |l
(Invitrogen).Posteriormente realizamos ensaios de PCR-quantitativo com o par
de primers especifico para o gene 16SrDNA que comprovaram a auséncia de
produtos de amplificacdo originados de contaminantes de DNA gendmico,
dados nao apresentados.
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Em seguida avaliamos as variagées na expressao de genes covR
(quando presente) e de genes reguladores ccpA e vicR nas cepas UA159 (A) e
UAcovR (B) ap6s tratamento com saliva por 30 e 60 min (Fig. 7). Os valores de
expressao foram obtidos em trés experimentos independentes. Nesta figura,
observa-se que a transcricdo do gene covR na cepa selvagem UA159 tratada
com saliva durante 30 min. sofreu uma queda nos trés experimentos
independentes. A média da queda nestes experimentos foi de cerca de 7 vezes
em relacdo a bactérias nao expostas a saliva. Ja para 60 min de exposigao a
saliva, as quedas dos niveis de transcritos de covR foram maiores, média cerca
de 30 vezes (Fig. 7). Estes dados sugerem que a expresséo de covR € inibida
em S. mutans em resposta ao contato inicial com saliva. A expressao de outros
genes reguladores testados (ccpA e vicR) sofreram pequenas alteragdes nas

cepas selvagem e mutante em resposta aos tratamentos com saliva (Fig. 7).

Genes que fazem parte do regulon de CovR e que mostraram uma
maior modificacdo na expressdo em resposta a saliva tanto para a cepa
selvagem UA159 como para UAcovR foram os genes gtfB e gbpC (Fig. 8). Uma
queda de aproximadamente 2,5 vezes nos transcritos de gitfB foram
observados em UA159, apds 30 min. de contato com saliva. Apdés 60 min. de
exposicao a saliva, observamos uma queda de aproximadamente 14 vezes na
atividade deste mesmo gene. Diferentemente, na cepa mutante UAcov
observamos uma queda um pouco maior dos transcritos de gitfB ap6s 30 min.
(3,6 vezes) e 60 min. (18 vezes) de tratamento com saliva (Fig. 8). Entretanto,

maior variabilidade entre experimentos foram observadas para a cepa mutante.

Para gbpC a exposicdo de UA 159 a saliva por 30 min. promoveu
uma queda de aproximadamente 2 vezes na expressao de gtfC (comparada as
cepas ndo expostas a saliva). Apds 60 min de exposicao a saliva, observamos
uma queda de aproximadamente 5,5 vezes. Diferentemente, na cepa mutante
UAcov, observamos uma queda um pouco maior dos transcritos de gbpC apds
60 min. de tratamento com saliva (aproximadamente 12 vezes) (Fig. 8). A
expressao dos genes envolvidos na interacdo bacteriana com glucanos e/ou
biogénese de parede celular (gbpC, wapE, udp, murl, nadH e lysM) sofreram
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menor influéncia da exposicdo a saliva, comparados a gtfB, tanto em UA159
como UAcovR (Tabela 3).

10

-10

20

Expressdo (vezes)
Expressdo (vezes)

-20 =
-30 .
-40 -40

30
1

-50 * ok -50

covR vicR ccpA covR vicR cCpA

Figura. 7 Andlises de RT-PCR quantitativo das mudangas na expressao do genes
reguladores covR, vicR, ccpA em resposta ao contato com saliva durante 30 (barras
escuras) e 60 minutos (barras brancas). Trés experimentos independentes foram
realizados para as cepas UA159 (A) e UAcov (B). As colunas representam as médias
de trés experimentos independentes das mudancas na quantidade de transcritos nas
bactérias expostas a saliva em relagdo a bactérias das mesmas culturas antes do
tratamento com saliva. As barras indicam os desvios padrdo. Diferencas entre os
tratamentos (saliva por 30 e 60 min versus sem saliva), para cada cepa foram testadas
usando-se o teste de ANOVA seguida comparagdes por pares (Tukey): * p<0.05.
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Figura. 8 Andlises de RT-PCR quantitativo das mudancas na expressao dos genes do
regulon de CovR gbpC e gtfB em reposta ao contato com saliva durante 30 (barras
escuras) e 60 (barras brancas) minutos, para a cepa UA159 (A) e UAcov (B), em trés
experimentos independentes. As colunas representam as mudangas na quantidade de
transcritos nas bactérias expostas a saliva em relacdo a bactérias das mesmas
culturas antes do tratamento com saliva. As barras indicam os desvios padrédo dos
ensaios em triplicata. Diferengas entre as cepas foram testadas através do teste de
Mann-Whitney: * p<0.05.

Tabela 3. Valores de expressdo génica expressos em numero de vezes em relagao
aos controles (cepas nao expostas a saliva) apds diferentes tempos de exposicao a
saliva para as cepas UA159 e UAcov.

UA159 UAcov
Genes alvos 30 min. 60 min. 30 min. 60 min.
gbpB -2,5 -5,3 -1,5 -3,2
wapE -3,4 -7,8 -1,3 -1,5
Udp -1,3 -4,1 -1,8 -5,1
murL 2,7 -5,4 -1,5 -4,2
Nadh -1,0 -1,9 1,4 -1,9
lysM -2,0 -5,1 -1,4 -4,2
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6. Discussao

Estudos prévios demonstram que a inativagdo de covR afeta o
crescimento plancténico em meio BHI e o crescimento em biofilmes de S.
mutans (Biswas & Biswas., 2006; Stipp et al., 2008; Stipp, 2010). Para
confirmar a influéncia de covR no crescimento plancténico em outras
condi¢gdes experimentais, comparamos as curvas de crescimento de UA159 e
o mutante UAcov em MQD. Como ilustrado na Fig. 1, a cepa mutante atingiu
mais rapidamente a fase exponencial em comparacdo a cepa selvagem.
Entretanto, UAcov atingiu uma densidade celular significativamente menor do
que a da cepa selvagem. Macroscopicamente, culturas plancténicas de UAcov
demonstraram a formacdo de grumos e a precipitacdo bacteriana sob
microaerofilia (10% de CO, ), diferente da cepa selvagem mantidas nas
mesmas condigdes, a qual demonstrou suspensdo homogénea. Estudos
anteriores realizados com mutantes covR em outras cepas de S. mutans nao
descrevem o crescimento plancténico (Biswas & Biswas, 2006; Idone et al.,
2003). Além disso, mutantes covR ndo demonstraram alteracées nas
morfologias das col6nias obtidas em culturas em agar Todd-Hewitt com 0,2%
de extrato de levedura e 1% de sacarose (Biswas & Biswas, 2006), mas a
morfologia colonial alterada foi observada em cepa mutante covR, quando
cultivada em MSA (Idone et al., 2003).

As alteracoes de crescimento plancténico observadas neste trabalho
podem ser decorrentes de alteragdes na expressao de genes envolvidos nos
processos de biogénese de parede celular. Analises comparativas dos
transcriptomas das cepas UA159 e UAcov utilizadas neste estudo, indicaram
que CovR é um repressor de genes que codificam proteinas com provavel
funcdo na biogénese da parede celular (Stipp et al., 2010). Estes incluem lysM
(SMU.2147c), udp (SMU.1437), wapE (SMU.1091), murL (SMU.2146) e gbpB
(SMU.22). Em outras espécies de estreptococos (S. pyogenes, S. agalactiae),
nao ha descricdo de alteragdes no crescimento plancténico em cepas mutantes
de covR (Gryllos et al., 2001, Lamy et al., 2004).
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Em S. pyogenes, o sistema CovRS é ativado in vitro em resposta a
altas concentragdes de Mg? (~15 mM), desencadeando o aumento de
expressao de diversos genes de viruléncia reprimidos por CovR (Gryllos et al.,
2003; Gryllos et al., 2008). Concentragcdes baixas de Mg** presentes nas
mucosas e fluidos extracelulares do corpo humano manteriam, portanto, a
repressdao dos genes de viruléncia regulados por CovR. Esta hipotese é
compativel com os dados de que a exposicdo de S. pyogenes ao sangue
durante 30 min. promove reducdo da expressdao de covR, o qual & auto-
regulado por CovRS (Graham et al, 2005). Também em S. mutans,
concentragdes de 10 mM de Mg?* ativam a expressao de covR, sugerindo que
este gene também seja auto-regulado por CovR (Chong et al., 2008). Neste
projeto, investigamos o efeito de concentragdes crescentes de magnésio (1, 5,
10, 15 mM Mg?*) no padrao de crescimento planctonico das cepas selvagens e
mutante em MQD. Como ilustrado na Fig. 2, as curvas de crescimento de
UA159 e UAcov foram praticamente idénticas entre meios com diferentes
concentragbes de magnésio, demonstrando, pouca influéncia da presenca
deste cation no crescimento destas cepas.

Eventos iniciais para o estabelecimento de S. mutans nos biofilmes
bucais implicariam a adaptacéo, sobrevivéncia e/ou crescimento de S. mutans
em saliva e consequentemente aos fatores de defesa presentes neste fluido
humano. Entretanto, pouco se sabe sobre fatores que viabilizam a
sobrevivéncia de S. mutans em saliva e a relacdo destes com a capacidade
desta espécie em colonizar e se estabelecer na microbiota bucal. Em S.
pyogenes, o SDC CovRS reprime diversos fatores importantes para evasao de
mecanismos de defesa do hospedeiro e para colonizagdo de sitios das
mucosas de humanos, 0os quais incluem o operon has envolvido na sintese de
capsula de acido hialuronico. Este sistema também reprime a expressao e
secrecdo de proteinas de células associadas a superficie de GAS (Gryllos et
al., 2003). Foi demonstrado que a expressdo do operon has é estimulada em
sangue de camundongos infectados e outros genes de viruléncia regulados
negativamente pelo covRS em humanos, sugerindo a importancia do sistema

CovSR na resposta bacteriana a fatores do hospedeiro (Graham et al., 2005;
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Gryllos et al., 2001). Comparagdes dos transcriptomas entre a cepa de GAS
sorotipo M1 e respectivo mutante covR, demonstram que a exposi¢ao da cepa
mutante covR ao sangue comparada ao selvagem promoveu aumento
significativo da transcricdo de 36 genes, incluindo-se genes de viruléncia,
catabolismo e biossintese de acido hialuronico da capsula. Assim, o SDC
CovSR parece desempenhar um papel importante na viruléncia e adaptacao
metabdlica de GAS ao sangue (Graham et al., 2005).

Em S. mutans ndo foram ainda identificados e/ou caracterizados
mecanismos de evaséo a fatores de defesa do hospedeiro. Entretanto, estudos
de bacteremia em modelos animais indicam que S. mutans é capaz de
sobreviver e/ou crescer em sangue humano, por periodos longos (de pelo
menos 4 dias) (Nakano et al., 2006), o que sugere que S. mutans expresse
funcdes de evasdo a componentes do sangue ainda nado identificados. Os
dados obtidos neste estudo sugerem que CovR n&o desempenhe papel
significativo no crescimento em e/ou viabilidade em sangue humano (Fig. 5),
embora estudos prévios realizados pelo nosso grupo indiquem que a
inativagdo de covR promove resisténcia de S. mutans a fagocitose por células
polimorfonucleares (PMN) de sangue humano (Vizoto et al., 2009). Diferencas
evidentes foram observadas nas curvas de viabilidade de ambas as cepas,
quando amostras de sangue de diferentes voluntarios foram comparadas.
Como ilustrado na Fig. 5, para o sangue dos voluntarios A e B foram
observadas quedas mais acentuadas na viabilidade bacteriana nas primeiras
24 h de incubacdao em sangue. Por outro lado, para os voluntarios C e E a
queda maior na viabilidade foi apés 24 h (entre 24 e 48 h de exposi¢ao),
enquanto que para os voluntarios D e F, redugbes menores na viabilidade
foram observadas até 72 h de exposicdo ao sangue. Assim, & possivel que
variagdes nos componentes celulares e humorais de defesa do sangue entre
os voluntarios tenham influenciado nas sobrevivéncia de S. mutans. Analises
comparativas dos componentes do sangue de cada voluntario talvez fornecam

informacgdes importantes a este respeito.
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E possivel que os ortélogos de CovR tenham evoluido entre as
diferentes espécies de Streptococcus para regular fungdes de viruléncia
especificas de cada espécie e seus respectivos nichos primarios de
colonizagdo e infecgdo. Existem diversas diferengas entre os regulons de
CovSR dentre as espécies de GAS e GBS. Em GAS, estima-se que CovR
regule 15% dos seus genes, e atue principalmente como um repressor
(Graham et al., 2002). Por outro lado, em GBS, CovR atua tanto como um
repressor como um indutor de diferentes genes de viruléncia (Lamy et al.,
2004; Jiang et al., 2005; Jiang et al., 2008). O presente estudo, é o primeiro a
identificar em S. mutans a presencga de fator regulador envolvido na viabilidade
de S. mutans em saliva. Como ilustrado na Fig. 3, a cepa selvagem UA159 é
capaz de sobreviver e/ou crescer em saliva por periodos longos (pelo menos 4
dias), enquanto que o mutante UAcov apresenta uma queda significativa na
viabilidade a partir do primeiro dia de exposi¢do a saliva, indicando um novo
papel de CovR na viruléncia de S. mutans. Além disto, a complementagao do
mutante UAcov com um plasmideo replicativo contendo uma copia do gene
coVvR, foi capaz de restaurar a viabilidade do mutante em niveis semelhantes
ao da cepa selvagem durante 72 h (Fig. 4). Outro dado importante, é que as
curvas de viabilidade das cepas mutantes e selvagens observadas em saliva
foram semelhantes entre os voluntérios, indicando que CovR seja importante

para sustentar o crescimento sob condi¢des salivares comuns entre humanos.

Estudos prévios indicam que S. pyogenes sao capazes de
sobreviver em saliva humana por periodos de mais de 28 dias (Shelburne et
al., 2005 a). O crescimento de S. mutans em saliva ndo foi ainda bem
investigado. H& um estudo no qual S. mutans foi cultivado por 24 h em saliva
humana acrescida ou nao de glicose (de Jong et al., 1984). Neste trabalho,
verificou-se que S. mutans apresenta pobre crescimento em saliva, embora no
estudo realizado por de Jong et al. (1984) o S. mutans foi capaz de crescer em
saliva acrescida de glicose como fonte de energia. Dados da literatura indicam
que a presenca de saliva dificulta a formacdo de biofilme por S. mutans,
provavelmente porque componentes salivares bloqueiam adesinas de
superficie da bactéria impedindo a interacdo com a superficie (Ahn et al.,
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2008). Por outro lado, a capacidade de persistir em saliva é possivelmente
importante para a transmissibilidade de S. mutans entre individuos (Bowden &
Haminton, 1998).

S. mutans é um dos principais patégenos de carie, pois € capaz de
colonizar as superficies dos dentes e aumentar em propor¢gdo no biofilme
dentdrio através da interacdo com uma matriz extracelular de glucanos
sintetizada a partir da sacarose (revisado por Smith e Mattos-Graner, 2008).
Este processo possivelmente influencia diversos fatores que modulam a
ecologia do biofilme dentario, como a densidade celular, difusdo de nutrientes e
metabdlitos e evasdo de mecanismos de defesa do hospedeiro. A sintese e
interecdo de S. mutans com a matriz extracelular de glucanos envolve a
expressao de alguns fatores de viruléncia, como as proteinas GtfB/C, GbpC e
GbpB (Banas & Vickerman, 2003; Duque et al., 2011), codificadas por genes
diretamente regulados pelos SDCs VicKR e CovR (Senadheera et al., 2005;
Senadheera et al., 2007; Biswas et al., 2007; Stipp et al., 2009). Contudo nao
se sabe a importancia destes genes na capacidade de S. mutans sobreviver
e/ou crescer em saliva. Nesta Bactéria, CovR também regula diretamente
outras proteinas de superficie com possivel fungdo na biogénese de parede
celular [wapE (SMU.1091), udp (SMU.1437c), lysM (SMU.2147c), murL
(SMU.2146)] e nadH (SMU.1117), o qual codifica uma NAD oxidase com
possivel papel na resposta ao estresse oxidativo (Stipp, 2010). Além destes
genes do regulon de CovR, investigamos ainda a expressado do regulador de
resposta ccpA (SMU.1591), o qual codifica uma proteina A de controle
catabdlico descrita como importante para viruléncia, persisténcia e
estabelecimento de S. mutans em meio BHI (Abranches et al., 2008). Em S.
pyogenes ccpA parece regular muitos dos mesmos genes que sao regulados
por covR, sendo importante para regular a expressdo de diversos genes em
GAS relacionados a viruléncia e metabolismo, contribuindo para a adaptacao
bacteriana em diferentes condicdes ambientais (Shelburne et al., 2010). O
regulador VicR de S. mutans também regula positivamente, diversos genes do
regulon de CovR em S. mutans (Senadheera et al.,, 2005; Biswas & Biswas,
2006; Stipp et al., 2010).
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Neste estudo, verificamos que o tratamento de S. mutans com saliva
humana, promove redugdes significativas na expressdo de covR (Fig. 7). A
extensdo das quedas nas quantidades de transcritos covR sao ainda
dependentes do tempo de tratamento com saliva, sendo superiores em
bactérias tratadas por 60 min. comparadas ao tratamento por 30 min. Diversas
glicoproteinas salivares promovem agregacdo bacteriana e bloqueiam
componentes de superficie (Ahn et al., 2008). Independentemente das
variagdes inter-experimentos, observamos em todos 0s ensaios que O
tratamento da cepa selvagem S. mutans UA159 com saliva promoveu redugdes
significativas na expressdo de covR, indicando que este regulador esta
envolvido na resposta fisioldgica de S. mutans a saliva. Em GAS, a expressao
de covR é inibida em contato com o sangue por 30 min. (Graham et al., 2005),
mas nao em resposta ao contato com saliva (Shelburne et al., 2005 a). No
estudo de Shelburne et al. (2005 b), a exposicdo de GAS a saliva promoveu
alteracdo na expressao de alguns fatores de transcricdo e SDC, os quais
variaram dependendo do tempo de tratamento com saliva. Por exemplo, a
exposicao de GAS a saliva por 4 h promoveu aumento da expressao do fator
de transcricdo rofA (spy 0124), o qual regula a adesao de GAS a células
eucaridticas. Entretanto, apds periodo de 16 h, outros genes reguladores foram
alterados, os quais incluiram genes com provaveis fun¢des de resposta a
estresses ambientais como, perR (spy0187), spy0583, hrcA (spy1763) e SDC
ihk-irr, este ultimo envolvido na resposta ao estresse oxidativo (Shelburne et
al., 2005 b). Nao foram detectadas alteragbes significativas no SDC CovSR em
GAS tratado com saliva, embora alteragdes em genes de evaséo regulados por
estes sistema tenham sido observadas e um papel de CovSR na adaptacéo
fisiologica de GAS a saliva foi sugerido (Shelburne et al., 2005 b). E possivel
que os SDC CovSR sejam importantes para as respostas iniciais ao contato
com a saliva. Neste estudo, verificamos alteracées na expressao de covR em
S. mutans tratado com saliva por curtos periodos de tempo (30 a 60 min.).
Novos ensaios serdo realizados para investigar a expressao de covR e outros
genes CovR-regulados por periodos de 24 a 72 h de exposicao de UA159 a
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saliva, quando quedas significativas na viabilidade do mutante UAcov sao
observadas.

Uma vez que CovR € um regulador negativo dos genes gbpB
(SMU.22), gbpC (SMU.1396), lysM (SMU.2147c), wapE (SMU.1091), udp
(SMU.1437c), nadh (SMU.1117), murL (SMU.2146c), gtfB (SMU.1004),
investigamos o efeito da exposicéao a saliva na expressao destes genes. Entre
estes, alteracdes significativas foram detectadas na expressao de gtB ap6s 30
e 60 min. de tratamento. Verificamos ainda diferencas significativas na
expressao de gtfB, entre a cepas selvagem e mutante UAcov tratadas. Na cepa
selvagem, o tratamento com a saliva durante 30 min. promoveu uma reducao
de cerca de 2,5 vezes nos transcritos de gitfB, acompanhada de reducao de
expressdo de covR. Por outro lado, no mutante covR, apdés os 30 min. a
reducao foi maior de 3,6 vezes em trés experimentos independentes, sugerindo
que a saliva ative outros sistemas regulatérios de gtffB em resposta a saliva.
Para a cepa selvagem tratada por 60 min. com saliva apresentou uma redugéo
menor dos niveis de transcritos de gtfB reducdo média de 13,5 vezes do que
para a cepa mutante. As diferencas entre experimentos foram grandes, para o
experimento 1 e 3 observamos quedas de aproximadamente 3 e 7 vezes
respectivamente, ja para o experimento 2 obteve-se uma queda de 44 vezes
(dados nao apresentados). Diferencas entre experimentos sugerem o
envolvimento de outros sistemas reguladores de gtfB ativados direta ou
indiretamente em resposta ao contato com saliva. Estes dados sdo compativeis
com os estudos que indicam que giffB e outros genes do regulon de CovR
estdo sob o controle de mais de um SDC (Senadheera et al., 2005; Biswas &
Biswas, 2006). Portanto, € possivel que a falta da relacdo direta entre a
reducdo de transcritos de covR com o aumento dos transcritos de genes do
seu regulon seja decorrente de interacbes cruzadas entre mais de um sistema
regulador ativado, em resposta a saliva. Os estudos que analisam a extensao
do efeito da inativacdo de covR na expressao dos genes avaliados neste
trabalho (gtfB, gbpB, gbpC, covR, lysM, wapE, udp, nadh, murl) foram
realizados apenas em culturas em meios artificiais (Stipp, 2010), e € possivel
que outros estimulos do hospedeiro modulem a regulacao destes genes. Entre
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os genes do regulon de CovR em S. mutans, o mais intensamente regulado é o
gene giB (Biswas & Biswas, 2006; Stipp, 2010). A inativacdo de covR em
UA159 resulta em um aumento de 18 vezes nos niveis de transcritos da gtfB in
vitro, 0 que foi ainda associado ao aumento da formacao de biofilme (Stipp,
2010). No estudo de Biswas e Biswas (2006), um mutante covR de S. mutans
demonstrou aumento de duas vezes na expressao de gitfB em culturas em
meio THY (Meio Todd-Hewitt suplementado com 0,2 % de extrato de levedura).
A expressao de gtB/C é influenciada pelas condigdes nutricionais e
ambientais, incluindo-se a fase de crescimento, pH, exposicao a sacarose e se
a bactéria cresceu na presenca de biofilmes (Biswas & Biswas, 2006). Assim, a
reducao da expressao gtB em S. mutans quando cultivado em meio pobre de
acucares como a saliva € compativel com a fungédo desta enzima na reserva de
substratos em condicdes de exposicdo a sacarose. E possivel que CovR esteja
implicado na adaptacdo do metabolismo de S. mutans as condi¢cbes

nutricionais salivares.

Estudos em GAS, indicam que outro fator regulador de transcricao, o
regulador catabdlico CcpA, parece influenciar na expresséo de diversos genes
do regulon de CovR em GAS (Shelburne et al., 2010). CcpA é um regulador do
catabolismo microbiano em diversas espécies e regula fungdes do metabolismo
de carboidratos e da utilizagdo de nitrogénio (Shelburne et al., 2010). Em GAS,
a inativacdo do ccpA promoveu reducgbes significativas na viruléncia em
modelos animais e na expressao de alguns fatores de viruléncia regulados por
CovSR. Entretanto, em meios de cultura complexos, a inativacao de CcpA nao
influenciou significativamente a expressao de fatores de viruléncia (Shelburne
et al., 2010). A inativagdo de covR né&o influencia nos niveis de transcricao
ccpA em condicbes laboratoriais, sugerindo que covR e ccpA, atuem sobre os
mesmos fatores de viruléncia, porém através de sistemas independentes
(Shelburne et al., 2010). Neste estudo, investigamos os efeitos da exposicao a
saliva na expressao de ccpA e verificamos um aumento de cerca de 2 vezes
nos transcritos de ccopA em UA159 em resposta a saliva. Além disto,
verificamos alteracoes semelhantes no mutante UAcov, compativel com dados
em GAS de que o sistema CovSR nao regula a expressao deste regulador. Da
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mesma forma, nao identificamos forte influéncia da exposicao de S. mutans
UA159 ou mutante UAcovR na expresséo de vicR, outro sistema regulador de
fatores de viruléncia de S. mutans. Estes dados ressaltam a participacao
especifica do regulador CovR na resposta de S. mutans a saliva. Comparacoes
dos transcriptomas entre UAcov e a cepa selvagem poderdo auxiliar na
identificacdo dos genes regulados por CovR importantes para a adaptacao de

S. mutans a saliva.
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7. Conclusoes

Com base nos resultados apresentados neste trabalho podemos concluir que

em Streptococcus mutans:

1. O regulador CovR € importante para a viabilidade em saliva de pessoas
saudaveis.

2. O regulador CovR tem pouca influéncia na sobrevivéncia em sangue
humano.

3. A atividade de alguns genes de viruléncia diretamente regulados por
CovR, como gtfB, sao significativamente afetados pela curta exposicao
a saliva e esta alteracao é influenciada pela presenca de CovR.

4. Genes envolvidos na biogénese de parede celular diretamente regulados
por CovR néo tém expresséao significativamente alterada em resposta

ao contato com saliva humana por curtos periodos de tempo.
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Anexo 2

Meio Quimicamente Definido (MQD)

Solucao de sais (Solucao A)

58 mM K2HPO4

15 mM K2HPO4

10 mM (NH4)2SO4

35 mM NacCl

0.1 mM MnCl,

1 mM MgClz

0.2 % (wt/ vol) casein hydrolysate

Filtrar e armazenar em geladeira.

Solucao de Aminoacidos (Solucao B)

1 mM L-arginine HCI

1.3 mM L-cisteine

4 mM L-glutamic acid

0.1 mM L-tryptophan

mM P-aminobenzoic acid

Filtrar e armazenar a -20 ° C.

Solucao de Vitaminas BME (100X) (Sigma Aldrich Company, B6891)

Preparar as solugdes A e B com 4gua destilada.

Misturar solugcédo A, B e Solucao de vitamina BME e filtrar (0,22um).
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