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RESUMO

Streptococcus mutans € o principal patégeno da carie dentaria.
Antigenos (Ags) secretados ou associados a superficie celular de S. mutans
participam deste processo e incluem a proteina ligante de glucano B (GbpB), a
qual pode influenciar na susceptibilidade a infeccao por S. mutans. Estudos
recentes indicam que a expressao de antigenos de superficie reconhecida por
fagoécitos é controlada por sistemas de dois componentes (SDC) em espécies
relacionadas a S. mutans. O objetivo deste projeto foi investigar o efeito de
variagdes na producado de GbpB e a influéncia de dois SDC, Cov (de control of
virulence) e Vic (de virulence control), no padrao de internalizacdo de S.mutans
por macréfagos de camundongos. Foram avaliadas 10 cepas clinicas distintas
previamente caracterizadas quanto ao padrdo de sintese de GbpB e quatro
mutantes knock-out de dois SDC: dois mutantes covR e dois mutantes vicH. Para
isto, macréfagos murinos da linhagem Balb/c foram cultivados em meio RPMI e
expostos a diferentes cepas de S. mutans. Os niveis de internalizagao bacteriana
por macréfagos foram determinados através da contagem de macréfagos com
bactérias internalizadas, com auxilio de microscopio 6ptico. Os mecanismos de
internalizacdo foram caracterizados em ensaios semelhantes com macréfagos
previamente tratados com inibidores especificos dos processos de fagocitose,
macropinocitose e endocitose mediada por clatrina e em analises de microscopia
eletrénica de transmissao. N&o houve diferenga estatisticamente significante nos
niveis de internalizacdo das cepas que variavam quanto a producédo de GbpB. Os
mutantes vicH foram significativamente menos internalizados quando
comparados as cepas selvagens e aos mutantes covR. As analises de MET e
ensaios com inibidores de processos especificos de internalizagdo indicam que,
na auséncia de opsoninas, S. mutans pode ser internalizado por diferentes
mecanismos incluindo-se fagocitose, macropinocitose e endocitose mediada por
clatrina. Esses dados poderdo auxiliar na compreensdo dos mecanismos de

captacao e processamento de S. mutans por células apresentadoras de antigenos
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e dos fatores que influenciam no padrdo de resposta imune adaptativa a estes
microrganismos.

Palavras-chave: Streptococcus mutans, macrofagos, internalizacao, sistemas de
dois componentes, Vic, Cov, proteina ligante de glucano B.
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ABSTRACT

Streptococcus mutans are the main pathogens of dental caries. Antigens
(Ags) secreted or associated with the bacterial cell surface may influence in the
susceptibility to infection by S. mutans. These include the virulence protein
Glucan-binding protein B (GbpB). Recent studies indicate that the expression of
surface antigens recognized by phagocytes is controlled by systems of two
components (TCS, Two Component System) in several streptococci species. The
objective of this project was to investigate the effect of variations in the production
of GbpB and the influence of the two-component systems (TCS), Cov and Vic, in
the pattern of internalization of S. mutans by macrophages from mice under the
absence of opsonins. Thus, levels of bacterial internalization by macrophages
were evaluated in 10 different clinical strains of S. mutans previously characterized
regarding the patterns of GbpB production, and in four knockout mutants of the
TCS, two covR- mutants and two vicH- mutants. To this purpose, murine
macrophages of the lineage Balb/c were cultured in RPMI medium and exposed to
different strains of S. mutans. The levels of macrophages with internalized bacteria
were determined with the help of an optical microscope. Patterns of bacteria
internalization were analyzed in similar assays using macrophages previously
treated with inhibitors of specific mechanisms of internalization (phagocytosis,
macropinocytosis and endocytosis mediated by clathrin) and by electron
transmission microscopy (ETM) analyses. There was no statistically significant
difference in the efficiency of internalization between the strains that differed
regarding production of GbpB. The mutants vicH- was significantly less
internalized when compared with the respective wild type strains and mutants
covR-. Analyses with specific inhibitors and ETM indicated that S. mutans can be
internalized by phagocytosis, macropinocytosis and endocytosis mediated by
clathrin. These data may help to understand the mechanisms by which S. mutans
is internalized and processed by antigen-presenting cells and the factors affecting
patterns of adaptative immune response to these bacteria.
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Key-words: Streptococcus mutans, macrophages, internalization, two-component

systems, Vic, Cov, Glucan-binding protein B.
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1. INTRODUCAO

Streptococcus mutans é o principal patégeno da carie dentaria, pois
apresenta a capacidade de se aderir, acumular no biofilme dentario, produzir e
tolerar condicoes altamente acidogénicas, as quais promovem a desmineralizacao
dos dentes. Trés grupos de antigenos (Ags) destes microrganismos tém sido
amplamente estudados, pois participam do processo de aderéncia e acumulo de
S. mutans no biofilme dentario. Estes incluem a adesina antigeno /Il (Ag I/ll), as
glucosiltransferases (Gtfs) e as proteinas ligantes de glucano (Gbp de Glucan-
binding protein). A capacidade de acumulo no biofilme é dependente da produgao
de glucosiltransferases (Gtfs), as quais catalisam a sintese de glucanos insolUveis
a partir da sacarose (Yamashita et al., 1993; Smith et al., 1997). Além das Gtfs, S.
mutans produzem a proteina ligante de glucano B (GbpB, de Glucan-binding
protein B), a qual parece ser outro antigeno de viruléncia (Smith et al., 2003).
Variacdes na producado de GbpB estdo associadas as diferencas na capacidade
de formacao de biofilme in vitro entre gendétipos distintos de S. mutans (Mattos-
Graner et al., 2001b). Além disto, a imunizacdo de ratos com GbpB induz a
producao de anticorpos IgG e IgA especificos, o que é capaz de conferir protecao
contra a carie dentaria, mesmo sob alta exposicao a sacarose (Smith & Taubman,
1996; Smith et al., 2004). Estudos recentes indicam que criancas com altos niveis
de anticorpos salivares IgA anti-GbpB sao significativamente menos susceptiveis
a infecgcdo bucal por S. mutans durante os primeiros anos de vida, quando
comparadas a criangcas que nao apresentam IgA salivar contra esta proteina
(Nogueira et al., 2005; Nogueira et al., 2007). As razdes que determinam o padrao
de resposta de anticorpos contra a GbpB sao ainda pouco compreendidos.

As células apresentadoras de antigeno (CAA), as quais incluem os
macrofagos, células dendriticas e células B, desempenham um papel fundamental
na geracgao de resposta antigeno-especifica, pois sdo responsaveis pela captacao
de patégenos, processamento dos mesmos e apresentacdo de peptideos
derivados em complexos com moléculas MHCII aos linfécitos Ta. E possivel que

as CAA de individuos mais susceptiveis a infecgcdo por S. mutans apresentem



epitopos de GbpB imunologicamente ou funcionalmente menos relevantes para a
ativacao de linfocitos T auxiliares (Ta) (Smith et al., 2003; Nogueira et al., 2005;
Nogueira et al., 2007). Os mecanismos de internalizacdo e processamento de um
patdgeno por CAA parecem influenciar no padrao de epitopos apresentados em
complexos com MHCII (Delwig et al., 1998; von Delwig et al.,2002).

Existem diversos mecanismos distintos independentes de opsoninas,
através dos quais, as CAA internalizam patdégenos/antigenos para seu
processamento. As trés vias conhecidas de internalizacdo de antigenos por
macréfagos sao fagocitose, macropinocitose e endocitose mediada por clatrina
(von Delwig et al, 2002). Estudos analisando os padrdes de epitopos
apresentados, apds processamento da proteina M5 de Streptococcus pyogenes
tém indicado que, enquanto um epitopo M5 é predominantemente apresentado
apos a fagocitose bacteriana, um segundo epitopo distinto € mais apresentado
quando a internalizacdo desta bactéria ocorre por macropinocitose (von Delwig et
al., 2002). As proéprias caracteristicas de gendtipos bacterianos distintos podem
influenciar no processo de captacao por fagécitos. Por exemplo, variagdes no
padrao de glicoproteinas da superficie celular entre os sorotipos distintos de S.
mutans estdo associados as variacoes na susceptibilidade a fagocitose por
neutréfilos (Nakano et al., 2004). Ha evidéncias de que variacées no padrao de
proteinas associadas a parede celular de outras espécies de estreptococos (por
exemplo, Streptococcus agalactiae e Streptococcus suis) influenciam na
susceptibilidade de cepas distintas a internalizacdo por macrofagos (Segura et al.,
1998).

Estudos recentes tém ainda demonstrado que o padrdao de expressao
de antigenos de superficie reconhecidos por fagécitos é controlado por sistemas
de dois componentes (SDC) em espécies relacionadas a S. mutans como
Streptococcus pyogenes e Streptococcus agalactiae (Voyich et al., 2004; Lei et
al.,, 2001). Os SDC parecem ser essenciais para a adaptacao e sobrevivéncia
bacteriana aos micro-ambientes do hospedeiro e para a viruléncia, uma vez que

os colonizadores mais agressivos sdo capazes de responder eficientemente as



condigdes de estresse ambiental, incluindo-se o contato com células de defesa do
hospedeiro (Stock et al., 2000). O estudo da influéncia da inativagao destes dois
SDC na eficiéncia de internalizagdo bacteriana por macréfagos podera contribuir
para a compreensdo do papel destes sistemas na susceptibilidade de
Streptococcus mutans a células de defesa. A andlise dos mecanismos de
internalizacdo de S. mutans por macréfagos murinos (células apresentadoras de
antigenos) podera ainda auxiliar na compreensao dos fatores determinantes do
padrao de resposta imune adaptativa a estes microrganismos.

O objetivo do presente estudo é investigar o padrdao de internalizacao
opsonina-independente de cepas Streptococcus mutans que variam na produgao
de componentes de superficie.

2. REVISAO DE LITERATURA.
2.1. Streptococcus mutans e seus fatores de viruléncia.

Streptococcus mutans apresenta diversos fatores de viruléncia que os
tornam capazes de colonizar, acumular-se na superficie dentaria na presenca de
sacarose e adaptar-se a diversas condi¢cdes de estresse presentes no biofilme
cariogénico, como as quedas bruscas de pH decorrentes do metabolismo
fermentativo bacteriano (Kuramitsu, 2001; Mattos-Graner & Smith, 2005). Estes
fatores de viruléncia incluem adesinas de superficie, glucosiltransferases,
proteinas ligantes de glucano e diversas proteinas produzidas em resposta a
estimulos de estresse ambiental, através da ativacao de sistemas de transcricéo
de dois componentes (SDC) (Banas e Vickerman, 2003, Burne, 1998).

O inicio da fase de colonizacdo dentaria depende da ligacao bacteriana,
através de suas adesinas, a receptores pré-existentes na superficie dentaria
(proteinas e glicoproteinas de origem salivar e microbiana formando a pelicula
adquirida do esmalte dental) (Kolenbrander et al., 2006). Algumas espécies de
estreptococos bucais apresentam adesinas de alta afinidade a componentes da
pelicula adquirida com Streptococcus mitis, Streptococcus oralis e Streptococcus

sanguinis sendo, portanto, considerados como colonizadores primarios dos



dentes. Streptococcus mutans apresenta adesinas de menor afinidade a pelicula
adquirida, ndo sendo considerado um bom colonizador primario (Kolenbrander et
al., 2006), mas também pode ligar-se especificamente a componentes da pelicula
adquirida e/ou da superficie de outras bactérias.

O acumulo de S. mutans no biofilme dentario é favorecido pela
presenga de sacarose da dieta, pois estes microrganismos produzem
glucosiltransferases (Gtfs), as quais sintetizam varias formas de glucanos
extracelulares de alto peso molecular (Banas & Vickerman, 2003). A interagéo
deste glucanos com a superficie de S. mutans é pouco compreendida, mas
parece envolver diversas proteinas ligantes de glucanos (Gbps, de Glucan-binding
proteins). Streptococcus mutans expressam pelos menos quatro Gbps distintas,
GbpA, GbpB, GbpC e GbpD (Banas & Vickerman, 2003). Estas compreendem um
grupo heterogéneo de proteinas, as quais podem ser secretadas ou associadas
as superficies celulares (Banas & Vickerman, 2003).

Além dos mecanismos de adesdo e acumulo no biofilme dentéario, S.
mutans é capaz de adaptar-se a diversas condicbes de estresse ambiental
presentes no biofilme cariogénico, como as quedas bruscas de pH, grandes
variagcdes na disponibilidade de nutrientes, condicdes osmoticas e oxidativas.
Estudos demonstram que a habilidade de adaptacao a estas condi¢coes envolve a
ativacdo ou repressao de diversos genes regulados por sistemas de transcricao
de dois componentes (SDC) (Stock et al., 2000), cerca de 4000 SDCs foram
identificados em 145 genomas bacterianos, isso demonstra a importancia desses
sistemas na adaptacado desses microrganismos as condicoes do ambiente (Ulrich
et al., 2005). Os SDC sao tipicamente compostos por: 1) uma histidina quinase de
membrana e 2) um regulador de resposta intracelular. Ao reconhecer um sinal
extracelular (ou condicao ambiental especifica), a histidina quinase de superficie
se auto-fosforila, e transfere o grupo fosfato ao seu regulador de resposta
intracelular, o qual muda de conformacéao para se ligar as seqiéncias regulatérias
de genes alvos, ativando ou inibindo sua expressao (revisado por Stock et al.,
2000).



Em S. mutans, foram encontrados 13 provaveis SDC (Ajdic et al., 2002),
0s quais vém sendo recentemente caracterizados através de mutantes knock-out
em cepas laboratoriais. O SDC CovR/S foi bem caracterizado em outras espécies
de estreptococos, sendo descrito como participante na regulacdo negativa da
expressao de varios genes de viruléncia. Na espécie Streptococcus pyogenes, o
sistema Cov regula a expressdo de cerca de 15% dos genes, muito deles
envolvidos na patogénese (Graham et al.,, 2002), enquanto que na espécie
Streptococcus agalactiae este sistema controla pelo menos 6% dos genes (Lamy
et al., 2004) e demonstra ser essencial para a viruléncia (Jiang et al., 2005). Em S.
mutans, pouco se sabe sobre 0s possiveis genes que estdo sob controle do
regulador covR, enquanto que o ortélogo CovS, o qual codifica a histidina de
membrana, nao foi identificado no genoma do genétipo de S. mutans UA159.
Biswas & Biswas (2006) demonstrou que mutantes knock-out de covR
apresentaram aumento na expressao de gtfB e gtfC, sugerindo uma funcéo
repressora por esse regulador.

O SDC vicR/H também foi detectado em S. mutans e parece regular a
expressdao dos genes de viruléncia gtfB, gtfC e gbpB, uma vez que o mutante
vicH- demonstrou reducado na expressao destes genes e producado de um biofilme
de estrutura anormal. Os resultados sugeriram que vicR pode participar na
ativacao da transcricao de gtfB, gtfC, gtfD e gbpB, uma vez que, nestes ensaios, a
transcricdo desses genes foi aumentada para gtfs e gbpB (Senadheera et al.,
2005). VicR é essencial, ou seja, nao pode ser inativado em Bacillus subtilis
(Fabret & Hoch, 1998), Staphylococcus aureus (Martin et al., 1999) e
Streptococcus pneumoniae (Throup et al., 2000). VicH também é essencial B.
subtilis, mas ndo em S.pneumoniae e S.mutans (Fabret & Hoch, 1998; Echenique
& Trombe, 2001; Senadheera et al., 2005). Liu et al. (2006) verificou que a
mutante vicR- de Streptococcus pyogenes apresentou atividade anti-fagocitica
nao sendo eficientemente morta por PMNs humanos. Esses resultados sugerem
que a regulagdo por vicR/H estd envolvida no processo de evasdao de

microrganismos e mecanismos de defesa do hospedeiro e, também, no



crescimento bacteriano). Em Streptococcus pyogenes, por exemplo, a inativagao
de vicR parece nao interferir no reconhecimento por fagocitos, embora afete a
expressao da proteina extracelular PcsB (Liu et al,, 2006), a qual é altamente
homologa a GbpB (Mattos-Graner et al., 2001a). Na mesma espécie, o mutante
covR- é menos internalizado por células epiteliais, provavelmente por este sistema
modular a expressdao de proteinas envolvidas na sintese de capsula de
polissacarideos (Jadoun & Sela, 2000). O SDC covRS parece ser importante na
viruléncia de S. pyogenes, uma vez que cepas com mutagdes espontaneas neste
sistema estdo associadas a manifestacées mais invasivas em humanos, quando
comparada ao tipo selvagem (Sumby et al., 2006).

Embora claro o papel de S. mutans como principal patégeno da carie
dentaria, ndo ha estudos que avaliem o papel de seus SDC Vic e Cov no
reconhecimento e internalizacdo por células do sistema imune inato. Portanto,
estudos sdo necessarios para compreensdo da influéncia destes sistemas na
susceptibilidade de S. mutans aos componentes do sistema de defesa do

hospedeiro.

2.2. A resposta imunoldgica contra patégenos.

Sabe-se que o local e o tipo de patégeno determinam o tipo de resposta
imune a ser ativada (Parham, 2001). Os componentes do sistema imunolégico
sao classificados em duas categorias o sistema imune inato (inespecifico) e o
sistema imune adaptativo (especifico) (Janeway & Medzhitov, 2002; Azuma,
2006). O sistema imune inato compreende os componentes que atuam na
primeira linha de defesa impedindo a entrada de patégenos nos tecidos. Estes
incluem as barreiras epiteliais e diversos componentes quimicos de defesa, além
de células fagociticas. Componentes do sistema imune inato também ativam a
resposta imune adaptativa antigeno-especifica (Janeway & Medzhitov, 2002;
Azuma, 2006).

A reposta imune adaptativa inclui os linfocitos T e B além dos

anticorpos. Os linfécitos T auxiliares sdo ativados ao reconhecerem antigenos



apresentados em complexos com moléculas MHC (major histocompatibility
complex) de classe Il em células apresentadoras de antigenos (CAA). Assim, na
geracdo da resposta imune adaptativa a patégenos bacterianos, as CAA,
desempenham um papel fundamental na internalizacdo de patégenos,
processamento dos mesmos e apresentacdo de peptideos derivados em
complexos com moléculas MHC de classe Il (revisado por Fearon & Locksley,
1996). Proteinas bacterianas imunodominantes parecem conter peptideos
preferencialmente apresentados em moléculas MHCII. Anélises de bioinformatica
da sequéncia de GbpB revelaram diversas por¢des peptidicas com alta afinidade
a alelos distintos de MHCIlI de humanos (Smith et al., 2003). Entretanto, o
processo de imunodominancia da Gbpb ainda nao é totalmente compreendido.
Varia¢cdes nos componentes da superficie bacteriana influenciam no processo de
reconhecimento e internalizagdo por células do sistema imune inato (Nakano et
al., 2004). Nakano et al. (2004), estudando cepas de pacientes com endocardite,
verificou que a cepa sorotipo K foi a mais encontrada na placa dental dos
individuos analisados, sendo que essa apresentou altos niveis de hidrofobicidade
celular, aderéncia dependente de sacarose e baixos niveis de fagocitose
(opsonina-independente) por neutréfilos. Valentin-Weigand et al., 1996, verificou
que estreptococos grupo B sao capazes de sobreviver por um longo periodo no
interior dos macré6fagos apds serem internalizados. Um longo periodo de
sobrevivéncia em macréfagos também foi observado com Streptococcus suis
(Wilemann et al., 1985) Esta sobrevivéncia pode ocorrer devido a inibicao de
formacdo do fagolisossomo por esse microrganismo (Valentin-Weigand et al.,
1996). Padrdes de epitopos apresentados, apds processamento da proteina M5
de Streptococcus pyogenes tém indicado que, enquanto um epitopo M5 é
predominantemente apresentado ap6s a fagocitose bacteriana, um segundo
epitopo distinto & mais apresentado quando a internalizacao desta bactéria ocorre
por macropinocitose (von Delwig et al., 2002).



2.2.1. Sistema imunoldgico de mucosas e seu efeito no estabelecimento de
S. mutans na cavidade bucal.

O sistema imune de mucosas é composto por tecidos linféides
associados as superficies mucosas dos tratos gastrintestinal, respiratério e
urogenital. A principal funcdo deste sistema € o de defesa das superficies
mucosas contra antigenos alimentares, toxinas e invasao de microrganismos
(bactérias, fungos, virus e parasitas) (Strober & James, 1994). A primeira linha de
defesa adaptativa das superficies mucosas é representada pelas Imunoglobulinas
IgA secretora (IgAS), que estdo presentes nas secrecdes, em cooperagcao com
mecanismos inatos protetores, tais como mucinas, aglutininas, outras proteinas
de defesa (por exemplo, lactoferrina, lisozima, defensinas) e células (neutréfilos e
macréfagos).

A inducdo da resposta de IgAS salivar contra antigenos de viruléncia de
S. mutans é uma estratégia interessante para controle da carie dentaria. Os
primeiros estudos clinicos de vacina anti-S. mutans foram realizados em adultos e
criancas americanas revelando o potencial para inducdo de anticorpos IgA
protetores contra S. mutans (Smith et al., 2002, Childers et al., 2002). Os estudos
nesta area foram realizados em populagcées com baixos indices de carie e baixa
freqiéncia de infeccdo por S. mutans e sugeriram que as criancas somente
desenvolvem um padrdo mais complexo de resposta imune adaptativa a
antigenos de S. mutans, a partir dos 2 anos de idade, quando o0s niveis destas
bactérias foram detectaveis na cavidade bucal (Smith et al.,, 1998; Cole et al.,
1999). Embora estudos sugiram que a reducao do risco de colonizagcao bucal por
S. mutans ocorre ap6s 2,5 anos de idade devido ao estabelecimento de uma
microbiota comensal competitiva nas superficies dentarias recém-irrompidas
(Caufield et al., 1993; Caufield et al., 2000), pouco se sabe sobre o papel da
maturacdo do sistema imune de mucosas no estabelecimento de S. mutans na
cavidade bucal. Recentemente, foi demonstrado que a GbpB é imunologicamente
dominante nos primeiros doze meses de vida em grande proporcao de criancas
(Nogueira et al., 2005). Além disto, a intensidade da resposta de IgA salivar a este



antigeno foi associada a susceptibilidade de infecgédo inicial por S. mutans
(Nogueira et al., 2005; Nogueira et al., 2007). No estudo de Nogueira et al. (2005),
apenas 36% das criancas precocemente infectadas por S. mutans (entre 6 e 21
meses de idade) apresentaram resposta de IgA a este antigeno, enquanto que
76% das criancas nao infectadas (da mesma populacdo, idade, sexo, padrao
racial, niumero de dentes irrompidos, consumo de sacarose e niveis totais de IgA
salivar) apresentaram resposta de IgA a GbpB durante os primeiros 24 meses de
idade (Nogueira et al., 2005). Durante os primeiros 6 a 12 meses de idade,
anticorpos IgA GbpB-reativos constituiram pelo menos metade do total de
anticorpos IgA S. mutans-reativos salivares em 33,3% e 9,5% das criangas nao
infectadas e infectadas, respectivamente (Nogueira et al., 2005).

Na cavidade bucal, a glandula salivar parétida produz IgA secretéria que
atinge a cavidade bucal, principalmente através do fluido crevicular (exsudato
plasmatico do sulco gengival) (Brandtzaeg, 1989). Os plasmécitos produtores de
IgA séo provenientes de células B estimuladas nos tecidos linfides associados as
mucosas (MALT, de Mucosal Associated Lymphoid Tissue), dos quais fazem parte
os tecidos linféides da lamina prépria do trato gastro-intestinal (GALT, de Gut
Associated Lymphoid Tissue), trato respiratério, trato genito-urinario e tonsilas
linguais, palatinas e faringeas (Roitt & Lehner, 1983). O GALT contém, além dos
tecidos linféides, agregados nodulares junto a parede intestinal denominados
Placas de Peyer (Brandtzaeg, 1995). Placas de Peyer e tecidos linféides diferem
morfologicamente, pois 0s primeiros recebem os antigenos via epitélio, enquanto
que os ultimos entram em contato com antigenos através das circulacoes linfatica
e sanguinea (Strober & James, 1984). O epitélio da mucosa contém células
especializadas, denominadas células M, que sdo responsaveis por capturar e
transportar o antigeno para a regiao subepitelial das placas de Peyer e de outros
agregados linféides da mucosa. Nestas areas, o antigeno é processado por
macréfagos, que por sua vez o apresentam a células T e B (Brandtzaeg, 1995).

Ha pouca informacdo sobre a organizacdo dos tecidos linféides
associados a mucosa bucal. Kutta et al. (2006), analisando 23 ductos de



glandulas parétidas, através de ensaios histologicos, histoquimicos e
imunohistoquimicos, demonstrou macréfagos distribuidos na lamina proépria € no
tecido conjuntivo subepitelial da cavidade bucal. Além disso, os macréfagos estao
presentes no fluido gengival crevicular e, juntamente com neutréfilos, funcionam
na defesa do organismo, principalmente em processos patolégicos gengivais
(Delima & Dyke, 2003, Metzger, 2000). Os macréfagos obtidos da cavidade
peritoneal de animais sado usualmente utilizados em estudos sobre os
mecanismos de reconhecimento, captagcdo e processamento de antigenos e
apresentacdo dos mesmos para linfécitos. Estes macréfagos podem ser
classificados em trés grupos que refletem seus estados funcionais: (1)
macréfagos residentes, que sao derivados da cavidade peritoneal sem nenhum
estimulo, presentes em 6rgdo ou tecidos nado inflamatérios; (2) macréfagos
elicitados, populagbes que se acumulam em um determinado local devido a
estimulos especificos, como o tioglicolato de sédio; e os (3) macréfagos ativados,
recrutados para a cavidade por uma infecgéo (Cohn, 1978; Crawford et al., 1987).
Cada um destes estagios é acompanhado pela expressado especifica de proteinas
de membrana e produtos de secrecdo (Mackay & Russell, 1986). O termo
“macréfago ativado” geralmente refere-se a macréfagos cujas caracteristicas
funcionais, bioquimicas e morfolégicas refletem um aumento da atividade celular.
Quando comparados com macrofagos residentes, os macréfagos ativados séo
maiores e mais aderentes as superficies. As células ativadas demonstram
aumento da expressdo e secrecdo de enzimas lisossomais e de fatores de

crescimento (Kaminski et al., 1985).

2.3. Mecanismos de internalizacao bacteriana por CAA.
2.3.1. Macréfagos.

Os macroéfagos sao células do grupo dos fagocitos mononucleares, os
quais atuam como CAA. Os precursores destas células estdo presentes no
sangue e sao denominados de monécitos. Amplamente distribuidos pelo corpo, os

macréfagos sao responsaveis por numerosos processos imunologicos e
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inflamatdrios constituindo uma defesa imediata contra elementos estranhos ao
organismo. Algumas localizacdes particulares destas células incluem érgaos como
baco, figado (células de Kupffer), pulmao e nddulos linféides. Na pele séo
chamados de células de Langerhans, possuindo caracteristicas funcionais
especificas em cada local (Adams, 1979; Halliwell & Gutteridge, 1999).

Os macrofagos estdo intimamente envolvidos na resposta imune. As
principais funcdes destas células estao relacionadas ao processo inflamatério, ao
processamento e apresentacdao dos antigenos, a ativacao de linfocitos T e B, a
capacidade fagocitica, ao processo de hematopoiese e de reparo tecidual, além
da atividade citotéxica contra células tumorais e microrganismos (Wing &
Remington, 1980; Cavaillon, 1994; Popov, et al., 1999; Vadivello et al., 2000;
Cook et al, 2001). Quando a fagocitose ocorre, os macréfagos englobam
particulas como bactérias, leveduras, células tumorais e células senescentes e,
para eliminar essas particulas ingeridas, eles produzem espécies derivadas de
oxigénio e nitrogénio (Marcinkiewicz, 1997; Aderem & Underhill, 1999; Halliwell &
Gutteridge, 1999). Uma vez que os fagécitos agem como células regulatérias e
efetoras do sistema imune, o aumento da funcao fagocitica pode ser aplicado
como terapia contra infecgées bacterianas e no tratamento de cancer (Popov et
al., 1999).

Além das fungbes descritas, os macréfagos secretam moléculas
sinalizadoras chamadas citocinas e quimiocinas, as quais dirigem a resposta
imune (Abbas et al, 2000; Taylor et al., 2005). A capacidade dos macrofagos em
produzir citocinas depende do grau de maturacéo, ativacdo e localizacao destas
células (Cavaillon, 1994). As citocinas, como por exemplo, TNF-a, IL-1B, IL-1q, IL-
6, IL-12 dentre outras, sdo importantes porque permitem a comunicacao entre
células do sistema imune via receptores especificos presentes nas superficies
celulares (Abbas et al., 2000, Smith et al, 2005). Varios componentes de
bactérias, como endotoxinas, exotoxinas e peptideoglicanas, sao capazes de
induzir a producao de citocinas por macréfagos. Além da producéo de citocinas,

os macréfagos ativados desencadeiam a sintese de espécies reativas do oxigénio
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(anion superodxido, O?) e a producdo de éxido nitrico (NO), repostas bioquimicas
de duas vias oxidativas diferentes, através dos quais os macréfagos ativados

matam microrganismos e células tumorais (Macmicking et al., 1997).

2.3.2. A importancia do citoesqueleto nos mecanismos de internalizacao de
antigenos.

O citoesqueleto & uma estrutura dindmica que desempenha um papel
essencial em diversas funcgdes celulares, como motilidade, modificacdo da
morfologia celular e internalizacdo de particulas e microrganismos (Steele-
Mortimer et al;, 2000). Esta estrutura € formada por filamentos de actina
(aproximadamente 7nm em diametro), microtibulos (aproximadamente 25nm em
didmetro), e uma variedade de filamentos intermediarios (aproximadamente 10nm
em diametro) que sado estaveis e exercem somente papel de sustentacdo nao
participando dos movimentos celulares.

Os filamentos de actina sdo formados por duas cadeias em espiral de
mondmeros globosos da proteina actina G que se polimerizam formando uma
estrutura fibrosa (actina F) semelhante a dois colares de pérola entrelacados.
Estes filamentos participam do cértex celular (camada imediatamente interna a
membrana plasmatica), tendo a fungdo de impulsionar os movimentos da célula,
como por exemplo, a fagocitose. A droga Citocalasina D, extraida de fungos, liga-
se aos mondmeros de actina, impedindo a polimerizacao destes e a formacéao de
filamentos (Welch & Mullins, 2002). A alta plasticidade do citoesqueleto é
explorada freqientemente por patdégenos intracelulares durante a entrada em
células que sao, normalmente, ndo-fagociticas (Dramsi et al; 1998).

Por todas as funcdes de motilidade e sustentacdo da membrana
citoplasmatica, o citoesqueleto participa de diversos processos de internalizagéo

de antigenos, incluindo-se a endocitose, fagocitose e macropinocitose.
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2.3.2.1. Endocitose mediada por clatrina.

Endocitose é um processo pelo qual as células interiorizam porgcdes de
membrana citoplasmatica, incluindo proteinas associadas e uma porcao do
espaco extracelular. A endocitose ocorre em todas as células eucarioticas e é a
rota pela qual absorvem nutrientes, reciclam proteinas de membrana e lipidios,
recebem alguns sinais quimicos e moleculares extracelulares (Baggett et al;
2001). Todas as células eucariéticas exibem uma ou mais formas de endocitose.
Em células de mamiferos, por exemplo, a endocitose ocorre por varios caminhos
distintos (Mellman, 1996), os quais incluem a formacao de vesiculas recobertas
por clatrina, uma proteina multimérica formada por trés grandes e trés pequenas
cadeias peptidicas que, juntas, formam uma estrutura de trés pernas denominada
trisquélion, os quais se estruturam em uma rede complexa e convexa de
hexagonos e pentagonos semelhantes a um cesto (Ungewickell & Branton, 1981).
Este processo é inibido por Monodansicadaverina (Navarro-Garcia et al., 2007;
von Delwig et al, 2002), uma substancia que bloqueia a transglutaminase,
proteina que estabiliza as ligacbes de receptores de superficie a capsula de
clatrina (Levitzki et al., 1980, Goldstein et al., 1979). Diversos géneros bacterianos
podem ser internalizados por este processo: Streptococcus pyogenes (von Delwig
et al., 2002), Chlamydia spp. (Hodinka et al., 1988), Ehrlichia risticii (Rikihisa et al.,
1994). Além disso, produtos bacterianos podem ser internalizados por esse
processo, como acontece com a enterotoxina liberada pelo Vibrio cholerae
(Broeck et al., 2007).

2.3.2.2. Fagocitose.

A fagocitose envolve a entrada de particulas grandes, tipicamente >
0,5um, inclusive células que sofreram apoptose e microrganismos (Jutras &
Desjardins, 2005). Em mamiferos, a fagocitose comumente envolve receptores
para por¢cdo Fc dos anticorpos e para o complemento, os quais facilitam o
engolfamento das particulas opsonizadas (Swason & Hoppe, 2004). Além disso, a
fagocitose pode ocorrer independentemente da presenca de opsoninas, através
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de receptores para componentes comuns de diferentes microrganismos, o0s
receptores “Toll-like” (Draper et al., 2006). Este processo de internalizacao
também envolve um processo dinamico de rearranjo do citoesqueleto
acompanhado por remodelamento de superficie celular, formacado de
pseudobpodes, o que conduz a formacao dos fagossomos, estruturas que contém
0 microrganismo englobado. Assim, a fagocitose pode ser inibida por Citocalasina
(von Delwig et al., 2002), substancia que inibe a polimerizagdo dos filamentos de
actina, ou seja, inibe a adicao das subunidades monoméricas na extremidade de
rapida polimerizacdo dos filamentos de actina (Cooper, 1987). Portanto, a CD
interfere tanto na fagocitose quanto na macropinocitose e na endocitose mediada
por clatrina, pois todos estes processos apresentam o envolvimento de actina
(Engqvist-Goldstein & Drubin, 2003).

Diversos processos subseqientes a fagocitose ativam sistemas de
destruicdo no interior dos fagossomos através de enzimas hidroliticas e
compostos oxidativos altamente téxicos (Silverstein, 2003). Estudos indicam que
cepas de uma mesma espécie variam quanto a susceptibilidade de internalizagéao
por fagdcitos. Por exemplo, cepas de S. mutans envolvidas em endocardite
bacterianas sao menos eficientemente internalizadas por neutréfilos, o que parece
estar associada a diferencas na composicdo de parede celular em comparagao
com cepas menos invasivas (Nakano et al., 2004).

2.3.2.3. Macropinocitose.

A macropinocitose envolve o englobamento de vesiculas maiores que
0,2um em diametro (Araki et al., 2005). A macropicocitose difere da endocitose
em outros aspectos. Os macropinossomos formados durante a macropinocitose
localizam-se as margens da expansao celular e sdo heterogéneos em tamanho,
as vezes com 5um em diametro (Swanson, 1989; Hewlett et al; 1994). Em
contraste, na endocitose, ha envolvimento de clatrina, com formacao de vesiculas
uniformes, com 85-110nm em didmetro, devido ao revestimento por esta proteina

multimérica (Bretscher & Thomson, 1983). Por outro lado, na macropinocitose nao
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h& nenhum revestimento por capuz protéico discernivel e ndo ha envolvimento de
receptores. Os macropinossomos sao organelas geralmente grandes, que
interiorizam solutos com fluidos, de forma n&o-seletiva, porém com grande
eficiéncia para interiorizar macromoléculas (Racoosin & Swanson, 1992).

Na macropinocitose, como na fagocitose, ocorre a formagdo de uma
projecdo da membrana citoplasmatica, através da polimerizacdo de actina na
forma de um faixa linear externo-dirigida. A formacao destes prolongamentos
pode ser inibida tanto por Citocalasina D, a qual inibe a polimerizacao de actina e
consequentemente a motilidade celular quanto por Amilorida, uma proteina
multimérica formada por trés subunidades homélogas que se rearranjam
blogueando canais de Na* e, consequentemente, impedindo a entrada de fluidos
na célula e a formacdo do macropinossomo (Alvarez de la Rosa et al., 2000;
Vandenbeuch et al, 2008). Diversos géneros bacterianos podem ser
internalizados por macropinocitose incluindo bactérias Gram-negativas (ex.,
Salmonela spp.), micobactérias e estreptococos (Francis et al;, 1993;
Lungton,1999; Bermudez et al., 2004; von Delwig et al., 2002).

3. PROPOSICAO
O objetivo do presente estudo é investigar o padrao de internalizacéao

opsonina-independente de cepas Streptococcus mutans que variam na produgao
de componentes de superficie. Para isto, este estudo tem os seguintes objetivos
especificos:

1) Investigar o efeito de variacbes na producdo de GbpB na
susceptibilidade a internalizagcdo por macréfagos murinos.

2) Avaliar a influéncia da inativacao dos sistemas de dois componentes,
Cov e Vic, na eficiéncia de internalizagdo bacteriana por macréfagos murinos.

3) Explorar os mecanismos opsonina-independentes pelos quais as cepas

S. mutans sao internalizadas por macréfagos murinos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Cepas bacterianas e condicoes de crescimento.

Um total de 10 cepas de Streptococcus mutans, previamente
caracterizadas quanto a producao de GbpB (Mattos-Graner et al., 2001b), foram
avaliadas neste estudo. Entre estas, cinco apresentam a maior parte da GbpB na
forma associada a superficie celular (cepas UA130, 5SMS3, 8ID3, 8VS3 e 3A1),
enquanto outras cinco (cepas SJ32, 20A3, 10ST3, 1JP2 e 5ST1), apresentam a
maior parte da GbpB produzida livre no sobrenadante de cultura (forma
secretada). As cepas 8ID3 e 3A1 sdo baixas produtoras de GbpB tanto na forma
associada a superficie celular quanto produzida no sobrenadante (Mattos-Graner
et al., 2001b). Além destas cepas, foi incluida no estudo a cepa UA159, como
referéncia.

Para investigar a influéncia dos SDC vic e cov na susceptibilidade a
fagocitose, um total de 6 cepas S. mutans foram avaliadas, incluindo-se a cepas
selvagem UA159 e respectivos mutantes knock-out UA159 vicH- e UA159 covR-,
além da cepa LT11 e respectivos mutantes (LT11vicH- e LT11covR-). Os
mutantes knock-out foram construidos em nossos laboratérios através da
substituicdo dos genes alvo covR e vicH por alelos mutados contendo um cassete
de resisténcia a eritromicina (Stipp et al., 2007).

Em todos os experimentos, as cepas selvagens foram reativadas a
partir dos estoques congelados em meio Mitis Salivarius Agar (MAS, Difco) e as
mutantes reativadas a partir dos estoques congelados em meio MAS acrescido de
eritromicina (5ug/ml) (Sigma), sendo as placas incubadas por 48h em atmosfera
com 10% de CO, a 37°C. No dia anterior ao experimento, 5 colénias de culturas
de cada cepa em MSA (obtidas a partir de estoques congelados) foram
inoculadas em tubos contendo 8 ml de meio BHI (Brain Heart Infusion) acrescidos
ou nao de eritromicina, para as cepas mutantes e selvagens respectivamente e
incubados a 37°C, em atmosfera com 10% de CO,, por 18h. Aliquotas de 100l
destas culturas foram inoculadas em 8ml de caldo BHI (com ou sem eritromicina),

como descrito acima e incubadas a 37°C, em atmosfera com 10% de CO., até
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atingirem absorbancia (Assonm) de 0,6 entre 5 e 8 horas de crescimento, de acordo
com cada cepa. Destas culturas bacterianas, 3ml foram utilizados para o

experimento de internalizacéo.

4.2. Linhagens de células macrofagicas e condi¢coes de cultura.

Foram utilizados macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c
obtidos, para cada experimento, de 5 camundongos machos com idade entre 6 e
8 semanas. Os macrofagos foram obtidos apds injecao intraperitoneal de solugéo
aquosa de tioglicolato de s6dio a 3% nos camundongos, quatro dias antecedentes
ao experimento (Figura 1). Apos este periodo, os animais foram sacrificados em
camara de CO; e, para a remoc¢ao dos macréfagos, foi realizada a exposi¢ao da
cavidade peritoneal com o auxilio de pingas dente de rato, injecao intraperitoneal
de 5ml de PBS (pH7,4) gelado e estéril, massagem vigorosa da cavidade
(permitindo a liberacao dos macréfagos aderidos ao tecido para o liquido) e a re-
suspensdo das células abdominais por meio de aspiracdo do liquido
intraperitoneal. A partir do liquido removido dos 5 animais, foi obtido um pool de
células macrofagicas para analise laboratorial (Figura 2). Em seguida, essas
células foram imediatamente encaminhadas ao Laboratério de Patologia em
banho de gelo e centrifugadas a 8000xg por 5 minutos. Apdés o descarte do
sobrenadante, foi realizada a re-suspensdo do pellet em 3ml de PBS gelado,
centrifugacao a 8000xg por 5 min, aspiracao do PBS e re-suspensao do pellet em
1ml de RPMI com 100 U/ml de penicilina- estreptomicina, 1mM L- glutamina, 10%
de soro fetal bovino e B-mercaptoetanol (Gibco).

Para padronizacdo do numero de células a serem utilizadas em cada
experimento, foi realizada a contagem de macréfagos com o auxilio de uma
Céamara de Neubauer. Desta forma, 10ul da suspensdo em RPMI foram diluidos
em 90ul de PBS e, desta solucdo, 10ul foram adicionados a 90ul do corante
Liquido de Lazarus obtido através da mistura de solugéo de Violeta de Genciana
(Synth), acido acético glacial (Synth) e agua destilada, na proporcao de:
1g/3ml/100ml, respectivamente) (Synth). A contagem do numero de células foi
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realizada em microscépio éptico (Diastar, Reichert, Buffalo, NY), utilizando-se o

aumento de 200x (Figura 3).

Para os ensaios de internalizacdo, um total de 200.000 macréfagos por
volume de 500ul de RPMI foram distribuidos por pogo em laminas de cultura Lab
Tek (Nunc, Naperville IL) (1,8 cm?/pogo). Depois da distribuicdo de 500l de
suspensdo/poco, as laminas foram incubadas a 37°C em 5% CO, (estufa
ThermoForma, HEPA) por 2 horas, para a formagdo de uma camada unica de
macréfagos aderentes (Figura 4). Apdés esse periodo, essas células foram

submetidas ao contato com as suspensdes bacterianas.
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Figura 1. Procedimento de inoculacao de 3ml de tioglicolato de sédio (3%) na

cavidade peritoneal de camundongos Balb/c.
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Figura 2. Etapas da coleta de macréfagos peritoneais de camundongos Balb/c
previamente inoculados com solucao de tioglicolato de so6dio a 3%. A e B
Exposicdo da cavidade peritoneal. C. Inoculacdo de 5ml de PBS gelado. D.
Massagem da cavidade peritoneal. E. Aspiracdo do liquido intraperitoneal
contendo macroéfagos elicitados. F. Manutencdo dos tubos com pool de

macréfagos peritoneais em banho de gelo.
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Figura 3. Etapas para a determinacdo do numero de macrofagos peritoneais das
amostras coletadas de camundongos. A. Diluicdo 10x em PBS pH7,4. B. Dilui¢do
10x em Liquido de Lazarus. C. Distribuicdo da amostra diluida em Céamara de
Neubauer. D. Contagem das células em microscopio éptico para posterior ajuste

do numero de macréfagos por ensaio em laminas de cultura.
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Figura 4. A. Preparo da suspensdo de macréfagos peritoneais em meio RPMI

com 10% SFB para um total de 400.000 macrofagos por ml de meio. B.
Distribuicdo de 500ul de suspensdo/pogco em laminas de cultura Lab Tek. C.
Incubacéo das laminas a 37°C em 5% CO; por 2 horas, para a formacédo de

monocamada de macrofagos aderentes.

4.3. Ensaios de internalizacao de cepas variaveis quanto a producao de
GbpB.

A andlise da eficiéncia de internalizacdo por macrofagos foi
determinada para as 10 cepas distintas de S. mutans, segundo o método descrito
por Nakano et al. (2004), com algumas modificagées. Para isto, ap6s 2h de
incubacdo dos 2 x 10° macréfagos por pogo em laminas Lab Tek (como descrito
anteriormente) em meio RPMI, o meio de cultura foi removido e adicionou-se aos
macrofagos aderidos, a suspensao bacteriana em meio de cultura RPMI sem
antibidtico (para evitar a morte bacteriana) e livre de soro fetal bovino (Cultilab,
Brasil) para ndo haver a indugdo do processo de internalizacdo através de
componentes opsonizantes presentes no soro.

As suspensbes bacterianas foram previamente preparadas a partir de
culturas bacterianas em BHI, as quais foram incubadas até uma Assonm de 0,6,
correspondente a aproximadamente 10°ml de bactérias viaveis (como

determinado em culturas em BHI Agar de diluicbes seriadas). As células
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bacterianas de 3ml destas culturas foram entdo separadas através de
centrifugacdo a 8.000 x g, a 4°C por 2 min, lavadas uma vez com PBS pH7,4, e a
seqguir re-suspendidas em 300ul de RPMI livre de soro/antibi6tico. Volumes de
12,5l destas suspensdes, contendo o equivalente a 10°® células por ml, foram
adicionados a 487,5ul de RPMI livre de soro/antibiético em cada po¢o contendo
os macrofagos. Dessa forma, foi padronizada a exposicao de aproximadamente
200 bactérias por macrofago em 500ul de volume por pogo.

A incubacdo dos macréfagos com as suspensdes bacterianas foi
realizado durante periodos de 5, 15, 30, 60 e 120 minutos. Decorridos estes
tempos, 0 meio de cultura presente nos pocos foi removido e as laminas Lab Tek
coradas com Giemsa (Sigma), segundo as instrucdes do fabricante. As laminas
coradas foram entdo analisadas em microscépio 6ptico Carl Zeiss (Axiostar plus)
no aumento de 100x por um unico examinador (TN), previamente treinado. A
eficiéncia de internalizagdo de S. mutans foi expressa através do numero total de
macrofagos com bactérias internalizadas, dentre um total de 500 macréfagos
analisados por po¢o (adaptado de Nakano et al., 2004). Macréfagos incubados
apenas com meio RPMI foram utilizados como controle negativo.

Um total de trés experimentos independentes de internalizagdo (com
lotes distintos de macréfagos peritoneais) foi realizado em duplicata para cada
uma das 11 cepas testadas. Os dados foram entdo expressos através das médias
dos trés experimentos independentes, com os respectivos desvios padrao.

4.4. Ensaios de internalizacao dos mutantes knock-out cov e vic e
respectivas cepas selvagens.

A andlise da eficiéncia de internalizacdo por macrofagos foi
determinada para as cepas selvagens S. mutans LT11 e UA159 e respectivos
mutantes (vicH- e covR-), de forma semelhante a descrita no item 4.3, com a
diferenga de que as culturas dos mutantes foram realizadas em meio acrescido de
eritromicina (5 ug/ml.) até a Assonm de 0,6. Apds a obtencéo dos pellets de 3ml de

cultura (a 8.000 x g, a 4°C por 2 min) e 1 lavagem em PBS, as células bacterianas
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foram re-suspendidas em 300ul de RPMI livre de soro/antibiético, enquanto que
as mutantes foram re-suspendidas em 300ul de RPMI livre de soro e acrescidos
de eritromicina (5ug/ml). O restante foi realizado como descrito no item 4.3, sendo
a eficiéncia de internalizacdo de S. mutans expressa através do numero total de
macrofagos com bactérias internalizadas, dentre um total de 500 macréfagos
analisados por pogo.

Um total de trés experimentos independentes, em duplicata, foi

realizado para as cepas mutantes e respectivas cepas selvagens.

4.5. Ensaios com os inibidores dos processos de internalizacao Citocalasina
D, Amilorida e Monodansicadaverina.

Para investigar os processos de internalizagdo bacteriana, ensaios de
internalizacdo da cepa UA159 foram realizados com macréfagos previamente
tratados com inibidores dos diferentes mecanismos de internalizacdo. Para isto,
utilizaram-se como inibidores a Citocalasina D (Sigma) (CD), Amilorida (Sigma)
(AM) e Monodansicadaverina (MV) (Sigma).

O inibidor CD, capaz de inibir os processos de fagocitose,
macropinocitose e endocitose mediada por clatrina, foi dissolvido em dimetil
sulfoxido (DMSO) (Synth), em solugdo de estoque a 5mM, sendo esta
armazenada a —20°C em aliquotas . Para os ensaios de inibicdo, a solugdo
estoque foi diluida em RPMI 10% SFB para a concentragéo final de 10uM de CD
(von Delwig et al., 2002). Como controle negativo, macréfagos tratados apenas
com a solugdo do solvente DMSO, foram utilizados. Os ensaios foram que
realizados de modo que o DMSO nao atingisse concentracdo maior do que 0,5%
no meio de cultura, o que poderia causar danos aos macrofagos (Grassmé, 1996).

O inibidor AM, capaz de inibir macropinocitose, também foi dissolvido
em dimetil sulféxido (DMSO), para armazenamento da solug¢do estoque a 187mM,
a —20°C. Para os ensaios de inibicdo, a solucdo estoque foi diluida em RPMI 10%
SFB para as concentragdes finais de 5000uM e 10000uM de AM (von Delwig et
al., 2002).
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O dultimo inibidor utilizado foi a MV, capaz de inibir endocitose mediada
por clatrina. A dissolucdo foi feita em Acido Acético Glacial (Synth) para que se
obtivesse solugdo estoque a 75mM, sendo esta armazenado a —20°C em
aliquotas. Esta solugao foi diluida em RPMI 10% SFB para as concentragbes
finais de 150uM de MV (Grassmé et al., 1996).

Resumidamente, apds a incubagdo dos 2 x 10° macréfagos por pogo
em laminas Lab Tek por 2h (como descrito anteriormente), o meio RPMI presente
nos pogos foi removido e, fez-se o pré-tratamento destas células com cada um
dos inibidores nas concentragdes descritas acima, durante 1h para CD e AM e por
3h para MV, a 37°C em estufa de CO..

Apos este periodo, 0 meio RPMI com inibidor foi removido e adicionou-
se aos macrofagos aderidos, novo meio RPMI contendo inibidor na mesma
concentracdo acrescido da suspensado bacteriana. Desta forma, foi mantida a
exposicao de aproximadamente 10, 100 e 200 bactérias por macréfago em 500l
da cultura/poco. A incubacao dos macréfagos com as suspensoes bacterianas foi
realizada durante o periodo de 5 minutos, como definido em ensaios preliminares.
Decorrido este tempo, o meio de cultura presente nos pocos foi removido e as
laminas Lab Tek foram entdo coradas com Giemsa (Sigma) e analisadas em
microscépio oOptico Carl Zeiss (Axiostar plus), como previamente descrito. A
eficiéncia de internalizagdo de S. mutans foi expressa através do numero total de
macrofagos com bactérias internalizadas, dentre o total de 500 macréfagos
analisados. Macrofagos incubados apenas com meio RPMI e DMSO a 0,5%
(solvente da Citocalasina) foram utilizados como controle negativo.

Um total de trés experimentos independentes de internalizagdo com os
inibidores foi realizado em duplicata para cada cepa testada. Os dados foram
entao expressos através das médias dos trés experimentos independentes, com

0s respectivos desvios padrao.
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4.6. Analises de bactérias internalizadas por Microscopia Eletrénica de
Transmissao (MET).

Os padrbées de internalizacdo bacteriana foram analisados em mais
detalhes, através de microscopia eletrbnica de transmissdao (MET). Segundo os
critérios descritos por von Delwig et al. (2002), a internalizacdo de estreptococos
por fagocitose é caracterizada pela presenca de membranas vesiculares
intimamente associadas a superficie da bactéria internalizada, enquanto que
vesiculas de macropinocitose apresentam um compartimento amplo, havendo
espaco entre a bactéria e a membrana endocitica.

Para estas andlises, apés a adicdo de suspensdo bacteriana as
monocamadas de macrofagos em garrafas de cultura celular T75cm? (Nunc,
Dinamarca), durante de 5 minutos nas mesmas condi¢des descritas no item 4.3,
removeu-se o0 meio RPMI, e os macréfagos foram lavados 3 vezes com 5ml de
PBS (pH7,4). Na ultima lavagem, os macréfagos aderidos foram removidos por
raspagem com auxilio de espalhador (scraper) (1,8cm/18cm, Corning Life
Sciences, EUA) sob 10ml de PBS e a suspensao transferida para um tubo de
Falcon de 15ml. Apds centrifugacdo a 1950xg por 5min, o sobrenadante foi
descartado, as células re-suspendidas em 1ml de PBS e transferidas para
microtubos de 1,5ml. Para os ensaios com os inibidores, os mesmos
procedimentos do item 4.5 foram seguidos e os procedimentos de lavagem e
raspagem como descritos acima. Apds nova centrifugacao a 1950xg por 2min, o
sobrenadante foi descartado, e o pellet foi fixado em 1ml de glutaraldeido a 2,5%
diluido em tampao fosfato 0,1M pH7,3, por 6 horas a 4°C. Posteriormente a
fixacao, foi realizada p6s — fixacdo por 1h em tetréxido de 6smio 1% 0,1M, em
tampéo fosfato pH7,3 0,1M em temperatura ambiente. Em seguida, foi feita
desidratacdo em solucdes crescentes de acetona (50%, 70%, 80%, 90% e
acetona pura). Os fragmentos foram embebidos e incluidos em resina Araldite
(Luft, 1961). Cortes semi-finos (1-2um) foram obtidos utilizando um ultramicrétomo
MT2B Sorvall Porter Blum com navalhas de vidro e, logo ap6s, corados com azul

de toluidina para fazer a selecao da area a ser estudada. Apds a selecao, cortes
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ultrafinos foram obtidos em ultramicrotomo MTC2 com 70-90nm. Os cortes foram
coletados em grades de cobre e contrastados com acetato de uranila e citrato de
chumbo. As grades foram analisadas em microscopio eletrénico de transmissao
(Zeiss, EM-10, Alemanha) da Faculdade de Odontologia de Piracicaba,
UNICAMP.

5. RESULTADOS
5.1. Aspecto da internalizacao de S. mutans por macréfagos peritoneais em
microscopia éptica (MO).

Os ensaios de internalizacao das cepas de S. mutans por macrofagos
murinos corados com Giemsa foram observados ao microscopio 6ptico (aumento
de 100x). Foi verificada internalizagdo de S. mutans em cocos isolados, mas
principalmente em cadeias, as quais foram claramente localizadas no interior do
citoplasma dos macro6fagos, inclusive em prolongamentos citoplasmaticos (Figura
5).
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Figura 5. A. Cadeias de S. mutans localizadas no interior dos macréfagos (setas
continuas). B. A seta tracejada indica internalizacdo de coco isolado. Observar
aglomerado de bactérias internalizadas (seta dupla) e emissao de pseudopodes

por macréfagos para o processo de internalizacao (seta continua).



5.2. Eficiéncia de internalizacao das cepas de S. mutans variantes quanto a
producao de GbpB por macrofagos murinos.

A Figura 6 ilustra a eficiéncia de internalizacdo de 11 cepas distintas
(UA159, 5ST1, 8VS3, 10ST3, 8ID3, UA130, 1JP2, 3A1, 20A3, 5SM3 e SJ32) de
S. mutans por macréfagos murinos peritoneais, apés periodo de 5 minutos de
contato bactéria-macrofago. A cepa SJ32 foi a mais internalizada quando
comparada as demais cepas.

Na andlise de internalizagédo das 11 cepas de S. mutans determinados
para quatro tempos (5, 15, 30 e 60min) de exposicdo aos macrofagos,
detectaram-se diferencgas significativas no numero de macréfagos com bactérias
internalizadas nos tempos 5, 15 e 60 min (Kruskall Wallis, P<0,05) entre as cepas
testadas. Entretanto, no tempo de 15 min, estas diferencas foram detectadas
apenas quando a cepa SJ32 foi comparada isoladamente com as outras cepas
(Mann-Whitney U-test, p<0,01) (Figura 7). Através da sobreposicado das curvas de
internalizacdo de todas as cepas testadas, verificou-se que a cepa (SJ32) foi
internalizada de forma significamente mais rapida, quando comparada as outras
cepas analisadas.

No tempo de 120min, observou-se 100% de internalizagao, isto €, todos
os macréfagos de um total de 500, apresentaram bactérias internalizadas.
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Figura 6. Eficiéncia de internalizacdo de 11 cepas distintas (UA159, 5ST1, 8VS3,
10ST3, 8ID3, UA130, 1JP2, 3A1, 20A3, 5SM3 e SJ32) de S. mutans por
macrofagos murinos peritoneais, ap6s periodo de 5 minutos de contato. Os
valores das colunas correspondem as meédias de macréfagos com bactérias
internalizadas (um total de 500 macréfagos analisados), obtidas as partir dos
valores de trés experimentos independentes. As barras sobre as colunas indicam

0s desvios padrao.
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Figura 7. Comparacao das curvas de internalizagcado de 11 cepas de S. mutans
por macrofagos murinos. Os valores correspondem as médias de trés
experimentos independentes. Verifica-se que a cepa SJ32, em relagdo as outras
cepas, foi a mais internalizada por macréfagos nos tempos de 5, 15 e 60min
(Mann-Whitney U test , p<0,01).

5.3. Efeito da inativacao de cov e vic na internalizacao de S. mutans por
macroéfagos murinos.

Os indices de internalizacao das 6 cepas de S. mutans (duas selvagens
com os respectivos mutantes covR- e vicH-) foram determinados para o tempo de
5 min de exposicdo aos macrofagos, em trés experimentos independentes. Foi
observado que a cepa UA159 mutante vicH- foi menos internalizada, quando
comparada com a cepa selvagem (Kruskall-Walis, p<0,01) (Figura 8). Uma

relacdo semelhante foi observada entre a cepa LT11 e seus respectivos knock-
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outs, ou seja, LT11 vicH- foi menos internalizada quando comparada a cepa
selvagem (Kruskall-Walis, p<0,01) (Figura 9). Nao se observou diferenca
significativa entre os mutantes covR- obtidos a partir de LT11 e UA159 e as

respectivas cepas selvagens.
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Figura 8. Comparagdo da eficiéncia de internalizagdo das cepas S. mutans
selvagem UA159, mutante vicH- e mutante covR-, por macréfagos peritoneais de
camundongos Balb/c. As colunas representam as médias de macréfagos com
bactérias internalizadas (de um total de 500 macr6fagos analisados), obtidas de

trés experimentos independentes; colchetes indicam os desvios padrao.
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Figura 9. Comparagdo da eficiéncia de internalizagdo das cepas S. mutans
selvagem LT11, mutante vicH- e mutante covR-, por macréfagos peritoneais de
camundongos Balb/c. As colunas representam as médias de macréfagos com
bactérias internalizadas (de um total de 500 macréfagos analisados) obtidas de

trés experimentos independentes; colchetes indicam os desvios padrao.

5.4. Determinacao dos mecanismos de internalizacao bacteriana por
macrofagos em ensaios com inibidores.

Em ensaios com diferentes numeros de bactérias (10, 100 e 200) por
macréfago, verificamos que todos os inibidores testados foram capazes de
interferir no processo de internalizacdo bacteriana (Figuras 10, 11 e 12).
Entretanto, as inibicdes foram mais significativamente observadas, quando se
utilizou um total de 200 bactérias por macréfago. A maior porcentagem de inibicao
foi obtida com a CD, a qual promoveu 98,4% de inibicdo da internalizacao

bacteriana (a 200 bactérias por macréfago) (Figura 10). A amilorida também
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promoveu significativa inibigdo da internalizagdo bacteriana (Figura 11), inibindo
94,6% da internalizacdo (Figura 11). A MO foi a substancia com menor efeito
inibitério (Figura 12), embora também tenha promovido significativa redugéo

(88,2%) do numero de macréfagos com bactérias internalizadas.
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Figura 10. Comparagédo da eficiéncia de internalizacdo da cepa de S. mutans
UA159, por macréfagos peritoneais de camundongos Balb/c quando tratados com
Citocalasina D a 10uM. As colunas representam as médias de macréfagos com
bactérias internalizadas (de um total de 500 macréfagos analisados), durante o
periodo de 5min, obtidas de trés experimentos independentes; colchetes indicam

os desvios padrao.
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Figura 11. Comparagédo da eficiéncia de internalizacdo da cepa de S. mutans
UA159, por macréfagos peritoneais de camundongos Balb/c tratados com
Amilorida em diferentes concentracdes (uM). As colunas representam as médias
de macréfagos com bactérias internalizadas (de um total de 500 macréfagos
analisados), durante o periodo de 5min, obtidas de trés experimentos
independentes; colchetes indicam os desvios padrao.
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Figura 12. Comparagédo da eficiéncia de internalizacdo da cepa de S. mutans
UA159, por macréfagos peritoneais de camundongos Balb/c tratados com
Monodansicadaverina a 150uM. As colunas representam as médias de
macréfagos com bactérias internalizadas (de um total de 500 macréfagos
analisados), durante o periodo de 5min, obtidas de trés experimentos
independentes; colchetes indicam os desvios padrao.
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A analise por microscopia de luz revelou a néo internalizagdo de S.
mutans, pelos macrofagos tratados com inibidores, pois cocos isolados, em

grumos ou em cadeias (Figura 13) foram claramente localizados externamente ao

citoplasma dos macro6fagos.

-

? "\

Figura 13. Aspecto da nao internalizacdo S. mutans por macroéfagos murinos
(Giemsa, 100x) tratados com o inibidor CD a 10uM. A. Observar a presenca de
coco isolado (seta) adjacente ao citoplasma dos macréfagos. B. Aglomerado de
bactérias localizado externamente ao citoplasma macrofagico (seta). C.

Macréfago com cadeia de estreptococos nao internalizada (seta).

37



5.5. Anadlises de bactérias internalizadas por Microscopia Eletrénica de
Transmissao (MET).

A Figura 14 ilustra os aspectos morfolégicos dos compartimentos
citoplasmaticos contendo bactérias internalizadas por macréfagos murinos. A
presenca de espacgos relativamente amplos entre a superficie bacteriana e a
membrana vesicular dos macréfagos sugere a internalizacao por macropinocitose.
Por outro lado, vesiculas menores sugeriram internalizacdo por fagocitose ou
endocitose. A justaposicdo da membrana vesicular a superficie bacteriana,
observada em alguns cortes, indicam a ocorréncia de fagocitose.

Nos macrofagos tratados com inibidores de cada processo de
internalizacao (CD, AM e MV), ndo se verificou a presenca de bactérias no interior
citoplasmatico, corroborando o0s ensaios quantitativos determinados por
microscopia Optica. A Figura 15 ilustra aspecto representativo de macréfagos
previamente tratados com CD expostos as bactérias. As bactérias observadas
encontravam-se sempre no espacgo extracelular, assim como foi observado para

macréfagos tratados com os outros inibidores.
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Figura 14. Aspectos representativos das bactérias no interior de macréfagos

peritoneais. A. Bactéria internalizada, possivelmente, por fagocitose ou endocitose
mediada por clatrina, pois ndo ha espaco entre a membrana e a bactéria
englobada. B. Grande numero de bactérias internalizadas (setas). C. Maior
aumento da Figura B indicando espaco entre a membrana e bactéria internalizada
sugerindo internalizagdo por macropinocitose (seta). Indicacdo das barras: A =
0,54pm, B = 0,86um, C = 0,30 pm.
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Figura 15. Aspectos representativos dos macréfagos expostos a bactérias apds
tratamento com os inibidores CD (A), AM (B) ou MV (C). As setas indicam
bactérias localizadas externamente a célula macrofagica. Indicacdo das barras:
A= 0,86um, B= 0,58um, C = 0,86um.

6. DISCUSSAO

Ha diversas evidéncias de que diferentes componentes das bactérias
podem interferir no reconhecimento pelo sistema imunolbégico, e
consequentemente na viruléncia bacteriana e nos seus padrdes de
imunogenicidade.

Streptococcus gordonii, espécie comumente encontrada em casos de
endocardite, possui adesinas de superficie, as quais foram associadas a
capacidade destes microrganismos de sobreviver no interior de PMN (Lee et al.,

40



2006). Streptococcus suis, agente causador de meningite suina, possui capsula
polissacaridica que confere propriedades anti-fagociticas a macréfagos (Charland
et al., 1998). Da mesma forma, S. suis tipo 2, possui capsula rica em acido sialico
0 que confere a este microrganismo uma propriedade anti-fagocitica (Charland et
al., 1996). A bactéria Enterococcus faecalis, a qual faz parte da microflora normal
do trato gastro-intestinal, pode ser causadora de infeccées em humanos, tendo
sido associada a casos de endocardite bacteriana. Cepas desta espécie foram
capazes de sobreviver em macréfagos murinos por 72 h. Produtos secretados por
este microrgansimo foram capazes de interferir nos mecanismos antibactericidas
produzidas por macréfagos (Gentry-Weeks et al., 1999).

Em S. mutans, estudos indicam que padrbées de expressao de proteinas
de superficie interferem no processo de reconhecimento por células de defesa e,
consequentemente, na agressividade de infeccdo por cepas especificas (Nakano
et al., 2004; Nakano et al., 2006). Trés classes de principais antigenos de
superficie de S. mutans estdo envolvidas na patogénese molecular da carie
dentaria, entre eles, a adesina Antigeno I/ll, a qual se liga especificamente a
componentes adsorvidos as superficies dentarias nas fases iniciais de formacgéao
do biofilme; as glucosiltransferases (GtfB, GtfC e GtfD), proteinas catalisadoras da
sintese de glucanos extracelulares a partir da sacarose da dieta e as proteinas
ligantes de glucano (Gbps, referente a “glucan-binding proteins”; GbpA, GbpB,
GbpC e GbpD). As Gtfs e Gbps participam do processo de acumulo de S. mutans
através da producao e interagcdo com a matriz extracelular de glucanos do biofilme
dentario (Smith, 2002). Andlises em modelos de carie experimental em animais
indicam que diferentes componentes da superficie bacteriana sdo imunogénicos e
que a inducao de anticorpos especificos pode proteger contra a carie dentéaria
(Smith, 2002, Mattos-Graner & Smith, 2004). Nakano et al. (2006), utilizaram
mutantes knock-out do Agl/ll (PAc) e verificaram que estes apresentam uma taxa
de internalizacdo por leucécitos polimorfornucleares (PMN) significativamente
menor do que as da cepa selvagem, sugerindo a participacdo desta adesina no
reconhecimento e/ou internalizacdo por PMN. Outros componentes da parede
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celular parecem interferir no processo de internalizacdo por neutréfilos, sendo que
as cepas de S.mutans menos susceptiveis a internalizacdo sao mais aptas a
promover endocardite bacteriana (Nakano et al., 2004). Tsuda et al. (2000),
verificaram que alguns sorotipos especificos de S. mutans relacionados a parede
celular rica em polissacarideo foram resistentes a fagocitose por PMN.

Em estudo longitudinal de criangcas durante a fase de erupcao dentaria
foi verificado que criangcas que desenvolviam intensa resposta de anticorpos IgA
salivar a GbpB eram menos susceptiveis a infeccdo por S. mutans quando
comparadas a criangas que nao apresentam ou apresentavam baixos niveis deste
anticorpos na saliva (Nogueira et al., 2005; Nogueira et al., 2007), entretanto nao
se sabe qual o papel desta proteina no reconhecimento bacteriano por células de
defesa. Nao verificamos associacao entre a producéo e localizacao de GbpB e a
freqiéncia de internalizacdo por macréfagos murinos (Figura 6). As cepas
testadas apresentavam padrdes distintos de producéo e localizacdo de GbpB na
superficie celular (Mattos-Graner et al., 2001b). As cepas UA130, 5SM3, 8ID3,
8VS3 e 3A1 apresentam a maior parte da GbpB na forma associada a superficie
celular, enquanto que nos outros isolados testados (SJ32, 20A3, 10ST3, 1JP2 e
5S8T1), a maior parte da GbpB é produzida livre no sobrenadante de cultura (forma
secretada) (Mattos-Graner et al., 2001b). Apesar de terem sido encontradas
diferengas significativas na eficiéncia de internalizacdo entre as cepas testadas,
estas diferencas nao estiveram associadas as diferencas na producdo e
localizacdo de GbpB. Estes resultados sugerem que os diferentes padrées de
producao e localizacdo de GbpB néo interferem no processo de internalizagao por
macréfagos. A comparacao de diversas cepas de S. mutans demonstrou que a
maioria dos genétipos apresentam um padrdo semelhante de internalizacéo
(Figuras 6 e 7). Verificou-se, ainda, que a cepa SJ32 foi a mais internalizada pelos
macréfagos murinos quando comparada as outras cepas (Figuras 6 e 7), esta
diferenca foi estatisticamente significante nos tempos de 5, 15 e 60min (Figura 7).
As razbes para esta diferenca precisam ser elucidadas. Outros antigenos da

parede celular podem estar relacionados a estas diferencas (Nakano et al., 2006)
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e comparacgdes do perfil eletroforético de extratos de parede celular poderiam
auxiliar nesta investigacao.

Andlise de diversos patdégenos das mucosas revelam que o contato
bacteriano com células epiteliais e células do sistema imune inato ativam diversos
sistemas de transcricdo bacteriano e a expressao de genes de viruléncia (Voyich
et al., 2004; Hosogi & Duncan, 2005), muitos destes, codificando proteinas de
superficie ou secretadas (Jadoun & Sela, 2000; Kreikemeyer et al., 2003). O
padrdao de expressdao de antigenos de superficie reconhecidos por fagocitos é
controlado por SDC em espécies relacionadas a S. mutans como Streptococcus
pyogenes e Streptococos agalactiae (Voyich et al., 2004; Lei et al., 2001). Entre
estes sistemas, o sistema Vic (de virulence of control) e o sistema repressor Cov
(de control of virulence) foram também identificados em S.mutans e parecem
regular a expressao de gtfB, gtfC e gbpB (Senadheera et al., 2005, Biswas &
Biswas, 2006).

Foram realizados ensaios para a determinacdo da eficiéncia de
internalizacdo, por macréfagos peritoneais de camundongos Balb/c, de duas
cepas distintas (UA159 e LT11) e dos quatro mutantes (vicH- e covR-) construidos
em nossos laboratérios. O objetivo da construcao destes mutantes foi caracterizar
a influéncia da inativacdo dos genes covR e vicH na producédo de GbpB em cepas
de S. mutans que variam quanto a producao desta proteina. Os dados indicam
que o gene gbpB é regulado por ambos os SDC, repressor (Cov) e indutor (Vic)
de genes de viruléncia (Stipp et al., 2007).

No tempo de 5 min de exposi¢cdo de macrofagos a bactérias, observou-
se que as cepas mutantes LT11vicH- e UA159 vicH- foram significativamente
menos internalizadas quando comparadas com suas respectivas cepas selvagens
(Kruskall-Walis, p<0,01) (Figura 8 e 9). Analises semelhantes foram realizadas
com mutantes vicR- em S. pyogenes, mas nao foram detectadas diferencas
significativas na internalizagdo por neutréfilos entre os mutantes e a cepa
selvagem (Liu et al., 2006). As razdes para as diferencas entre 0 nosso estudo e o

estudo de Liu et al. (2006), precisam ser elucidadas e podem estar associadas as
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diferencas entre as linhagens fagociticas utilizadas (macrofagos versus
neutrofilos) e a variagdes entre os grupos de genes regulados por este sistema
entre as espécies S. mutans e S. pyogenes.

Quanto ao sistema cov, verificamos uma tendéncia a uma menor taxa
de internalizacdo dos mutantes covR- em comparacdo com as cepas selvagens
(Figuras 8 e 9), mas esta reducdo nao foi significativa. Contrariamente, em S.
pyogenes, o mutante knockout de covR foi menos internalizado por células
epiteliais (Jadoun & Sela, 2000), demonstrando provavel diferenca entre as
espécies e entre as linhagens celulares testadas. Em S. mutans, o sistema cov
parece incompleto uma vez que o ortdlogo do receptor covS nao foi detectado
nesta espécie, sendo possivel que o regulador de resposta covR seja ativado por
receptores de outros sistemas SDC (Biswas e Biswas, 2005). Maiores estudos
deverdo ser realizados para verificar a influéncia dos sistemas Vic e Cov na
resposta imune a S. mutans em modelos experimentais de carie. Estes deverao
contribuir para a selecao de alvos terapéuticos no controle da carie dentéria.

Para que se consiga entender os processos de reconhecimento
internalizacdo de microrganismos por células do sistema imune, € fundamental
que se tenha conhecimento da estrutura citoesquelética. O citoesqueleto
apresenta papel fundamental no espraiamento do citoplasma, sendo constituido
de varios tipos de filamentos de proteinas visiveis ao microscépio eletrdnico,
formando uma rede tridimensional interligada em todo citoplasma. Cada um dos
componentes do citoesqueleto é composto por subunidades protéicas simples que
se polimerizam para formar filamentos uniformes. Estes sofrem constantes
desmontagens em suas subunidades monoméricas e remontagens em filamentos,
permitindo o transporte de organelas para o interior da célula. A proteina actina,
presente no citoesqueleto, participa deste processo de internalizacédo, pois sua
polimerizacdo permite que esta estrutura modifique sua forma e movimente-se
gerando invaginacées de membrana as quais facilitam a captacao de fragmentos
externos a célula, como por exemplo, microrganismos (Engqvist-Goldstein &
Drubin, 2003).
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A Citocalasina D inibe a polimerizagédo dos filamentos de actina, ou seja,
inibe a adicdo das subunidades monoméricas na extremidade de polimerizacao
dos filamentos de actina (Cooper, 1987). Portanto, a CD interfere tanto na
fagocitose quanto na macropinocitose e endocitose mediada por clatrina, pois
todos estes processos apresentam o envolvimento de actina (Engqvist-Goldstein
& Drubin, 2003). Além de distinguir os processos de internalizacdo, os ensaios
com os inibidores foram importantes para o controle do método de determinacgéo
da eficiéncia de internalizacdo bacteriana por macréfagos, através das analises
em microscopia éptica.

Utilizando-se a concentracdo de 10uM de CD e pré-tratamento de
macréfagos por 1h, obtivemos inibicdo do processo de internalizagdo bacteriana
de aproximadamente 98,4%. von Delwig et al. (2002), utilizando a mesma
concentracao de CD, bloquearam completamente a captacado de Streptococcus
pyogenes por macrofagos da linhagem J774 (ATCC) em 10 minutos de exposicao
das bactérias aos macréfagos (B/M). Valentin-Weigand et al. (1996), utilizando a
concentracdo de 1uM conseguiram 84% de inibicdo da captacdo desta mesma
bactéria por macréfagos da linhagem J774 (ATCC) durante 5min de exposicao
(B/M). Em estudos com outros géneros de bactérias, Rikihisa et al. (1994),
conseguiram bloquear completamente a internalizagdo de Ehrlichia risticii por
macréfagos da linhagem P388D1 em quatro dias de exposi¢ao (B/M) utilizando
CD a 2uM. Grassmé et al. (1996), utilizaram CD a 3uM e obtiveram bloqueio total
da captacao de Neisseria gonorrhoeae por células epiteliais em 1h de exposicéao
das bactérias a estas células. As comparacoes entre estes estudos e o nosso é
dificultada pelas diferencas entre os géneros de bactérias testadas e as linhagens
celulares variaveis.

QOutro inibidor utilizado foi a AM, inibidor da macropinocitose, por
interferir nos canais de Na'/K* blogueando a entrada de fluido na célula e,
consequentemente, impedindo a formacdo do macropinossomo. Observamos
inibicdo de 94,6% da internalizagdo bacteriana ao utilizarmos 10.000uM de AM e

realizarmos pré-tratamento dos macréfagos por 1h. Com a utilizagcdo de AM a
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3.000uM, von Delwig et al., 2002 observaram bloqueio total da captacado de
Streptococcus pyogenes por macréfagos da linhagem J774 (ATCC) em 10min de
exposicao (B/M), realizando um pré-tratamento das células por meia hora.

O processo de internalizacéo por endocitose mediada por clatrina pode
ser inibido por MV, pois esta substancia bloqueia a transglutamase necesséria
para a formacao da capsula de clatrina, caracteristica principal da endocitose
(Goldstein et al., 1979). Utilizando MV a 150uM e tendo realizado pré-tratamento
dos macrofagos por 3h, observamos um bloqueio de 88,2% na captacado de S.
mutans por macroéfagos. Rikihisa et al. (1994), puderam bloquear completamente
a internalizacao de Ehrlichia risticii por macrofagos da linhagem P388D1 em
quatro dias de exposicao (B/M) utilizando MV a 100pM e um tempo de pré-
tratamento dos macréfagos igual a realizada em nossos experimentos (3h).
Valentin-Weigand et al. (1996), em seu estudo com Streptococcus pyogenes,
tratando macréfagos da linhagem J774 (ATCC) com 10uM de MV durante 5min de
exposicao (B/M), foram capazes de inibir a internalizacdo bacteriana em 54%.
Grassmé et al. (1996), utilizando a mesma concentragdo utilizada em nosso
estudo, ndo obtiveram efeito na infeccdo de células epiteliais por Neisseria
gonorrhoeae em 1h de exposicao bactéria/célula. von Delwig et al. (2002), nao
encontraram inibicdo do processo de internalizacao de Streptococcus pyogenes
utilizando uma concentragdo de 20uM de MV durante 10min de exposicao (B/M).
A despeito de diferengas na eficiéncia de inibicdo dos processos de
internalizacdo, os ensaios realizados com os inibidores foram importantes para
validar o método quantitativo de determinacdo dos indices de internalizacao
bacteriana através da contagem por microscopia optica.

Os experimentos realizados com os inibidores indicam que S. mutans
podem ser internalizados por processos dependentes (fagocitose) ou
independentes de receptores (macropinocitose e endocitose). Analises por
microscopia eletrénica de transmissao corroboram com estes dados, uma vez que
diferentes aspectos morfolégicos das membranas envolvendo as bactérias
internalizadas foram detectados (Figura 14).
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Os ensaios de MET (Figuras 14 e 15) realizados com a cepa UA159
(representativa do padrao mais comum de internalizacao) foram compativeis com
os ensaios utilizando-se diferentes inibidores indicando que S. mutans sao
internalizados por fagocitose, macropinocitose e endocitose mediada por clatrina,
nas condicoes testadas. Espaco entre a membrana endocitica e as bactérias, séo
sugestivos de macropinocitose (von Delwig et al., 2002), enquanto que, a
internalizacdo de estreptococos por fagocitose é caracterizada pela presenca de
membranas vesiculares intimamente associadas a superficie da bactéria
internalizada (von Delwig et al., 2002), como observado na Figura 14.

Assim como em Streptococcus pyogenes (von Delwig et al., 2002;
Valenting-Weigand et al., 1996), Streptococcus mutans podem ser internalizados
por diferentes processos como a fagocitose, macropinocitose e endocitose
mediada por clatrina nas condi¢des testadas. Estes dados sdo compativeis com a
hipétese de que padrdes distintos de antigenos de S. mutans podem ser
apresentados por CAA determinando, assim, diferencas na especificidade

adaptativa a estas bactérias (Nogueira et al., 2007).
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que:

1) Variagdes na produgédo de GbpB ndo influenciam significativamente
na susceptibilidade de S. mutans a internalizagdo por macréfagos murinos, na
auséncia de opsoninas.

2) A inativagdo de vicH reduz significativamente a eficiéncia de
internalizacdo de S. mutans por macr6fagos murinos, na auséncia de opsoninas.
No caso da inativagdo de covR, ndo houve influéncia significante na eficiéncia de
internalizacdo deste microrganismo.

3) S. mutans podem ser internalizados por macréfagos murinos através
de diferentes mecanismos, incluindo-se fagocitose, macropinocitose e endocitose

mediada por clatrina.
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