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RESUMO

Streptococcus sanguinis € uma espécie pioneira comensal das superficies dos
dentes, que também esta envolvida na endocardite infecciosa. Sua alta prevaléncia na
cavidade oral indica capacidade de adaptar-se e sobreviver a diversos fatores de
defesa presentes nesse nicho. Para se adaptar ao ambiente e a fatores do
hospedeiro, as bactérias utilizam-se de sistemas reguladores de transcricdo de dois
componentes (SDC), que modulam a regulacdo de genes em respostas a diferentes
estimulos. Neste estudo avaliou-se o papel do SDC VicRK e CovR, na
susceptibilidade de S. sanguinis a opsonizacao pelo sistema complemento. Para isso,
foram analisados os niveis de deposicao de C3b / iC3b na presenga de soro em um
total de sete cepas clinicas de S. sanguinis, e as frequéncias de fagocitose por
polimorfonucleares (PMNs) do sangue humano foram comparados entre as cepas S.
sanguinis SK36 e mutantes knockout de vicK (SKvic) e covR (SKcov), genes estes
que codificam componentes VicK e CovR, respectivamente. A cepa de S. mutans
U159 foi utilizada como referéncia. Resumidamente, as cepas foram incubadas com
soro humano a 2 ou 20% por 30 min (37 ° C, 10% de CO,), lavadas, e a presenca de
C3b associada a superficie foi detectado utilizando anticorpos anti-C3b humano
(conjugado com FITC), sendo quantificadas por citometria de fluxo. Para avaliar as
frequéncias de fagocitose por PMNs, as cepas foram incubadas com sangue humano
durante tempos de 5, 15, 30 e 60 min (37 ° C, 10% de CO,), fixadas e coradas com
May-Grunwald-Giemsa. PMNs com bactérias intracelulares, foram contados
utilizando um microscépio de luz (1000 x) e os resultados expressos em relacdo a
andlise de um total de 200 PMNs. Resultados: As percentagens de deposicado de C3b
em SKvic, SKcov e SK36 foram de 5,65 (+ 5,4), 9,4 (+ 3,09) e 7,22 (x 6,1) em soro a
2% e 11,3 (£ 2,61), 40,2 (+ 1,46) e 37,9% (£ 3,97) em soro a 20%, respectivamente.
Percentagem de superficie C3b foi significativamente menor em cepas de S.
sanguinis em comparagao a cepa de S.mutans (Kruskal Wallis, p <0,05), e em SKvic
em comparacao a cepa SK36 (Kruskal Wallis, p <0,05). As frequéncias médias de
fagocitose por PMNs nao foram afetadas, e foram 88, 99,3 e 99% em SKvic, SKcov e
SK36, respectivamente. Conclusao: a inativacao do VicK, mas ndao de CovR, reduz a
deposicao de C3b em S. sanguinis SK36. Cepas de S. sanguinis também sdo menos
suscetiveis a deposicao de C3b em comparacao a S. mutans.
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ABSTRACT

Streptococcus sanguinis is a commensal pioneer species of the tooth
surfaces, which is also involved in infectious endocarditis. Its high prevalence in
the oral cavity indicates ability to survive to several host defense factors present in
the oral niches. To sense and respond to environmental and host factors, bacteria
apply regulatory two-component systems (TCSs), which modulate gene
transcription in response to different stimuli. This study evaluated the role of TCS
VicRK and CovR in S. sanguinis susceptibility to opsonization by the complement
system. To this aim, a total of seven S. sanguinis clinical strains were analyzed,
and levels of deposition of C3b/iC3b on the present of serum, and the frequencies
of phagocytosis by polymorphonuclear (PMNs) in human blood were compared
between parent S. sanguinis strain SK36 and knockout mutants of vicK (SKvic)
and covR (SKcov) genes encoding VicK and CovR components, respectively. S.
mutans strain U159 was used as reference. Briefly, strains were incubated with 2
or 20% of human serum during 30 min (37°C, 10%CO,), washed, and the
presence of surface-associated C3b was detected using anti-human C3b
antibodies (FITC conjugated), which were quantified by flow cytometry. To assess
the frequencies of phagocytosis by PMN, strains were incubated with human blood
during 5, 15, 30 and 60 min (37°C, 10% CO,), fixed and stained with May-
Grunwald-Giemsa. PMN with intracellular bacteria were counted using a light
microscope (1000 x) and expressed in relation to a total of 200 PMN analyzed.
Results: The percentages of C3b deposition on SKvic, SKcov and SK36 were 5,65
(£5,4), 9,4 (£ 3,09) e 7,22 (% 6,1) for 2% serum and 11.3 (£ 2.61), 40.2 (£ 1.46) and
37.9% (x 3.97) for 20% serum, respectively. Percentage of surface C3b was
significantly lower in S. sanguinis strains compared to S. mutans (Kruskal Wallis, p
< 0.05), and in SKvic compared to SK36 (Kruskal Wallis, p < 0.05). The mean
frequencies of phagocytosis by PMN was not affected, and were 88, 99.3 and 99%
in SKvic, SKcov and SK36, respectively. Conclusion: the inactivation of the vicK,
but not of covR, reduces the deposition of C3b in S. sanguinis SK36. S. sanguinis
strains are also less susceptible to C3b deposition compared to S. mutans.
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1 INTRODUCAO

A espécie Streptococcus sanguinis pertence a um dos cinco grupos
taxonbmicos de estreptococos viridans (Ge et al., 2008) reconhecida como
comensal benéfica dos dentes, seu principal nicho ecoldégico. Embora
relativamente inofensivos, os membros da microbiota oral podem invadir a
corrente sanguinea através do sulco gengival e mucosa oral, o que é favorecido
por procedimentos odontolégicos ou de higiene bucal. O acesso a corrente
sanguinea pode ocasionalmente causar complicagées sistémicas, tais como
endocardite bacteriana subaguda (Chiu B, 1999; Koren et al., 2011). Estes
microrganismos também sao detectados em placas ateroscleréticas (Chiu B, 1999;
Koren et al., 2011). O acesso a novos nichos do hospedeiro impde a deteccéo e
rapida resposta fisiologica a diferentes estresses, como por exemplo, mudancgas
de temperatura, pH, pressao osmética, exposicao a agentes oxidantes e fatores
imunolégicos do hospedeiro, o que envolve a ativacdo de sistemas de dois
componentes (SDC) (Raghavan & Groisman, 2010; Duque et al., 2011).

Proteinas de superficie ligadas a parede celular de patdégenos gram-
positivos de humanos como estreptococos, sdo os principais determinantes de
viruléncia, participando em varios processos bioldgicos, como interagcdes com a
matriz extracelular dos tecidos do hospedeiro, interacées com células humanas e
evasao do sistema imunologico. Em diversas espécies de estreptococos, os SDC
VicRK e CovR tém sido implicados em inumeros processos de colonizagao e
patogenicidade de diversos nichos da mucosa e resposta a fatores do sangue
(Hyams et al., 2011). Entretanto, ndo se sabe sobre o papel destes sistemas no
escape bacteriano ao sistema complemento, o qual € componente essencial da
imunidade inata para o reconhecimento e fagocitose de bactérias Gram-positivas
pelo hospedeiro (Negrini et al., 2012; Alves et al., 2013). ). Portanto, o objetivo
deste trabalho foi investigar em S. sanguinis, o efeito de dois SDC reguladores de
genes de viruléncia e biogénese de parede celular no escape a opsonizagcao pelo
sistema complemento e fagocitose por PMNs humanos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Streptococcus spp. como membros da microbiota bucal

A cavidade oral representa uma das superficies humanas com maior carga
e diversidade de microrganismos (Marsh, 2005; Jenkinson & Lamont, 2005;
Kuramitsu et al., 2007). As superficies dentarias sdo as principais responsaveis
por estas caracteristicas, pois albergam os biofilmes dentarios (também
conhecidos como placa dental), os quais consistem bilhées de microrganismos
organizados em uma matriz extracelular composta principalmente de produtos
microbianos, incluindo polissacarideos e DNA extracelular (Marsh, 2003). Estima-
se que 20% das bactérias orais cultivaveis sdo Streptococcus (Schachtele et al.,
2007), enquanto esta proporcao pode ser de 3 a 4 vezes maior em biofilmes
dentarios formados durante as primeiras 24 h de colonizag¢do dos dentes (Nyvad &
Kilian, 1987). Os estgios iniciais da formagdo de biofiime dental envolvem
interacdes especificas entre adesinas bacterianas com um filme de origem
principalmente salivar adsorvido as superficies dentarias, o qual é denominado
pelicula adquirida (PA). A PA é formada por diversas moléculas salivares
(anticorpos IgAS, proteinas ricas em prolina, estaterina, a-amilase, estaterina e
mucinas) e também por produtos e componentes microbianos, como por exemplo
polissacarideos (Kolenbrander & London, 1993). A grande maioria dos
colonizadores iniciais da PA sdo do género Streptococcus, em parte porque
diversas espécies deste género apresentam adesinas de alta afinidade a
componentes da PA. Estima-se que os estreptococos correspondem entre 60 a
80% do biofilme dental formado durante as primeiras 8 h apds a limpeza dos
dentes (Diaz et al., 2006). Os estreptococos continuam predominando nos
biofilmes dentarios durante as 24h de maturacao (Aas et al.,2005; Nyvad & Kilian,
1987). Estes organismos pioneiros fornecem novos receptores de superficie e
mudam as condi¢cbes ecoldgicas locais através de suas atividades metabdlicas,
permitindo a colonizagdo por novas espécies microbianas (Diaz et al., 2006;
Marsh, 2003).



2.2 Participacao de Streptococcus sanguinis em doencas sistémicas

Ha evidéncias de que espécies bucais do género Streptococcus, podem
estar envolvidas em doencgas sistémicas em pessoas sadias ou individuos
imunocomprometidas (Hohwy et al.,, 2001). A alta prevaléncia e proporcdao na
microbiota bucal de S. sanguinis indica a capacidade desta espécie em se adaptar
e sobreviver a diversos fatores de defesa do hospedeiro (Kreth et al., 2005; Kreth
et al., 2009). S. sanguinis (previamente designado Streptococcus sanguis) é a
espécie mais comumente associada as endocardites infecciosas, e um patdégeno
emergente de diversos problemas sistémicos desencadeados pelo acesso a
corrente sanguinea (Mylonakis et al., 2001; Xu et al., 2007). A alta frequéncia e/ou
proporcédo desta espécie nos biofilmes dos dentes (locais de intima associagcéo
com vasos sanguineos do tecido gengival) talvez contribua para 0 comum acesso
desta espécie a corrente sanguinea. Entretanto, é possivel que existam fatores de
escape aos componentes de defesa presentes na corrente sanguinea.

Entre as diversas espécies de estreptococos que colonizam humanos com
genoma conhecido, S. sanguins € a espécie com maior numero de adesinas e
proteinas de parede celular do que diversos outras espécies de estreptococos que
colonizam humanos (Xu et al., 2007). Sabe-se por exemplo, que S. sanguinis sao
capazes ainda de induzir agregacao plaquetaria em plasma humano, o que é um
possivel fator de viruléncia desta espécie na patogenia de doencas como
endocardites infecciosas (El) e aterosclerose (Herzberg et al., 2005). Entre tanto,
até onde sabemos, ndo ha estudos investigando a susceptibilidade desta espécie

a opsonizacao pelo sistema complemento.

2.3 Fatores de viruléncia de S. sanguinis

Fatores que contribuem para a patogenicidade em El, possivelmente atuam
nas diferentes fases de infeccdo. Assim, apds acesso a corrente sanguinea, 0s
patdbgenos devem escapar de fatores de defesa do sangue para se aderir a
superficie do endocardio com superficie lesadas ou inflamadas, as quais
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apresentam agregado de plaquetas e fibrina sobre o endotélio. Bactérias se
estabelecem nestes locais promovendo a maturacao destas vegetacdes através
da proliferacdo, producdo de componentes extracelulares e agregacdao com
fatores do hospedeiro, 0 que permite 0 acumulo microbiano e escape a fatores de
defesa. Este processo culmina com a liberagcdo de fragmentos das vegetacoes
formando microtrombos envolvidos em derrames, hemorragia cerebral, meningite
e outras complicagbes (Werdan et al., 2014). Entre os fatores de viruléncia de S.
sanguinis na El, foram bem estudados sua capacidade de induzir a agregacao
plaquetaria (Herzberg et al., 1983) e fatores de interacdo com componentes de
matriz extracelular, mas poucos genes foram ainda identificados como
participantes da viruléncia nesta espécie (Ge et al., 2008; Crump et al., 2014).

Cerca de 60% das cepas do grupo Mitis (0o qual inclui a espécie S.
sanguinis) sao capazes de induzir a agregacao plaquetaria in vitro (Herzberg et al,
1983, 1990). Em S. sanguinis, este processo envolve adesinas de ligacdo a
plagueta e uma proteina de agregacao associada a plagueta designada PAAP, a
qual ativa a agregacao (Herzberg etal, 1983). Plaquetas ativadas também liberam
fatores de coagulagdo e ativam trombina local, iniciando a conversdo de
fibrinogénio em fibrina. O agregado de plaquetas humanas resultante tem a
caracteristica de um emaranhado de fibrina ou trombo séptico.

Descritos por Ge et al. (2008), os genes purB, purl, thrBe pyrE estao
associados a redugao da formagao de biofilme in vitro e com o papel atenuante
para um modelo de endocardite em coelho, in vivo. Os genes citados foram
selecionados apods ensaios realizados com uma biblioteca de 800 mutantes para a
cepa de S. sanguinis, SK36. Os resultados mostram que somente esses quatro
genes se mostram eficazes para formacao de biofilme e para desenvolvimento de
endocardite simultaneamente. Isso indica que a capacidade de formar biofilme in
vitrode S. sanguinis é independente de fatores de viruléncia de endocardite in
vivo. Estudos que induzem a formagado de vegetacdo in vivo, concluem que
mutacdes nos genes reguladores de proteinas captadoras de ions e proteinas
transportadoras, possuem uma reduc¢ao na viruléncia (Crump et al. 2014). Entre
os mutantes estudados, sodA (codificador de superdxidos dismutase), ssaB
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(codificador de lipoproteina de sistema ABC de transporte de manganés) foram
mais virulentos em modelo de endocardite (Crump et al. 2014). Esses resultados
sugerem que transportadores de manganés pelo sistema SsaABC desempenham
papel importante na viruléncia, além de servir como co-fatores ou indutores de
sodA.

2.3.1 Escape a opsonizacao

O sistema complemento compreende alguns dos principais componentes
soluveis do sistema imune inato presentes no sangue humano, envolvido na
opsonizagao de microrganismos (Abbas & Lichtman, 2007). As proteinas soluveis
do complemento, ao reagir com a superficie bacteriana sdo ativadas e reagem em
cascata, o que leva a deposicao irreversivel da proteina C3b nas superficies
bacterianas. O sistema complemento pode ser ativado de forma dependente (via
classica) ou independente de anticorpos (vias da lectina e alternativa), mas todas
elas resultam na ligagdo covalente de C3b ou iC3b (forma resultante da via
alternativa) as paredes celulares das bactérias Gram-positivas. C3b/iC3b
funcionam entdo como opsoninas, facilitando o reconhecimento e fagocitose pelos
macréfagos e neutrofilos (PMN) do hospedeiro, através de receptores de C3b
(Abbas & Lichtman, 2007). Ativacao do complemento também gera mediadores
inflamatoérios, como os componentes C5a, C3a e C4a, os quais atuam como
agentes quimiotaticos e ativadores de fagdcitos entre outras funcdes inflamatérias.
Portanto, a acado de fagécitos (macrofagos, células dendriticas e PMN) é
altamente dependente da atividade do complemento (Haas et al.,2002; Ricklin &
Lambris, 2007; Yuste et al.,2008). Outros componentes do complemento ainda
melhoram a resposta imune adaptativa mediada por anticorpos € a acdo dos
linfécitos T (Ricklin & Lambris, 2007). Dentre as vias ativacdo do sistema
complemento, a via classica € iniciada por alguns isotipos de anticorpos, 0os quais
incluem IgM e IgG (subclasses IgG1 e IgG3 em humanos). Ao se ligarem aos
antigenos da superficie bacteriana, as regides Fc dos anticorpos IgM ou IgG sao
capazes de reagir com proteinas C1q do complemento, ocorrendo em sequéncia
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uma cascata de ativacao que resultara no recobrimento da superficie bacteriana
por C3b (Kang et al., 2006; Abbas & Lichtman, 2007). As vias alternativas e da
lectina sdo ativadas na auséncia de anticorpos, fazendo parte da imunidade
inespecifica do organismo. Na via alternativa basta a presenga no patégeno de
determinadas caracteristicas quimicas, especialmente auséncia de acido sialico,
ou auséncia de proteinas reguladoras em sua membrana para que a via
alternativa seja desencadeada. A via da lectina apresenta lectinas ligadoras de
manose, encontradas no soro, que se ligam a grupos de manose comuns na
superficie de bactérias (Jorge, 2010).

Patdégenos do género Streptococcus apresentam diversos componentes de
escape ao sistema complemento (Mitchell, 2003). Estes incluem as cépsulas
polissacaridicas que impedem a deposi¢édo dos fragmentos C3b/iC3b decorrentes
da via cléssica e alternativa de ativacdo do complemento (Mitchell, 2003; Hyams
et al., 2010). Além disso, proteinas da superficie de estreptococos que se ligam
aos componentes do sangue do hospedeiro (por exemplo, fibrinogénio, albumina e
proteinas reguladoras soluveis do complemento) favorecem o escape ao sistema
complemento (Mitchell, 2003). No genoma de S. sanguinis SK36, identificamos um
gene que codifica uma proteina semelhante a PavA, além do ort6logo da PsaA de
S. pneumoniae, a qual é regulada por VicRK nesta ultima espécie (Ng et al.,
2005).

Em S. mutans, a autolisina AltA, aparentemente regulada por VicRK, tem
influéncia na formacao de biofilmes (Ahan & Burne, 2006; Ahn & Burne, 2007) e
no escape a fagocitose e indugcédo de endocardite bacteriana, possivelmente por se
ligar a fibronectina soltvel (Jung et al., 2009). Embora a atividade autolitica nao
tenha sido demonstrada para GbpB, esta proteina envolvida na formacdo de
biofilmes de S. mutans também tem dominios caracteristicos de autolisinas e esta
implicada na divisdo celular e morfogénese (Mattos-Graner et al., 2001; Duque et
al., 2011). O ortélogo de gbpB foi identificado em S. sanguinis (denominado pcsB)
e também nesta espécie, verificamos que pcsB é regulado por VicRK (Moraes et
al.,, 2014). Uma das nossas hipoteses é que autolisinas reguladas por VicRK
possam interferir na susceptibilidade bacteriana a marcagdo pelo sistema
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complemento e outros fatores de defesa presentes em fluidos humanos como
sangue e saliva em espécies orais de estreptococos, incluindo-se S. sanguinis.

2.4 Sistemas de Dois Componentes e o papel das proteinas reguladoras
VicRK e CovR na viruléncia de bactérias do género Streptococcus

Os sistemas de dois componentes (SDCs) sao fundamentais para a
deteccdo, resposta e adaptacao bacteriana a estimulos ambientais (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 porcao externa do receptor
HK é ativada por um estimulo ambiental especifico, sofrendo fosforilagdo na sua
porcao intracelular (Raghavan & Groisman, 2010). O grupo fosfato é entéo
transferido para o RR cognato, o qual sofre modificacdo da sua conformacéao para
se ligar as sequencias reguladoras dos genes alvo, o que pode reprimir ou induzir
a transcricdo dos mesmos. Um total de 14 SDC foram identificados no genoma da
cepa S. sanguinis SK36, além do RR érfao (sem o receptor HK cognato) CovR
(SS.1810) (Xu et al., 2007). O sistema VicRK foi analisado por nosso grupo e esta
envolvido no processo de divisdo celular e na capacidade de formacdo de
biofilmes de forma dependente da producao de DNA extracelular, além de regular
hidrolases de mureina ainda com funcdo desconhecida (Moraes et al., 2014). Os
sistema VicRK é altamente conservado entre espécies de bactérias Gram-
positivas (Dubrac et al., 2004) e regula a biogénese da parede celular e proteinas
de viruléncia associadas a superficie celular em diversas espécies, entre elas
estreptococcus do trato oro-respiratério como S. mutans e S. pneumoniae
(Senadheera et al.,, 2005; Duque et al.,, 2011; Stipp et al, 2010). Entretanto,
andlises comparativas entre mutantes deste sistema obtidos nas espécies S.
mutans e S. sanguinis, revelam que este sistema desempenha fungdes espécie-
especificas (Moraes et al., 2014). Diferente de S. mutans, a formacgao de biofilmes
regulada pelo sistema VicRK em S. sanguinis é dependente a liberacdo de DNA
de forma independente de lise bacteriana, sugerindo mecanismos ativos de
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secrecao de DNA gendémico (Moraes et al., 2014). Em S. mutans, verificamos que
a inativagdo de vicK reduz drasticamente a fagocitose por PMN em sangue
humano (Negrini et al., 2011) e a deposicao de C3b do complemento (Alves,
2013).

O regulador 6rfao CovR, também conhecido como GcrR (de Glucan binding
protein Cregulator), reprime diversos genes de viruléncia que sado regulados
positivamente por VicRK em S. mutans (Senadheera et al., 2005; Biswas et al.,
2006; Stipp et al., 2011). A interacao entre estes dois sistemas regulatérios ainda
nao é totalmente conhecida, mas parece existir em S. mutans e em outras
espécies, como S. pneumoniae € S. pyogenes). Diversos genes de biogénese de
parede celular de S. mutans regulados pelo sistema VicRK, nao estdo presentes
no genoma de S. sanguinis, incluindo-se os genes lysM, smaA, SMU_2146c¢ (Stipp
et al., 2013).



3 PROPOSICAO

O objetivo geral deste trabalho foi investigar a participacéo dos reguladores
de transcricdo VicRK e CovR na susceptibilidade de Streptococcus sanguinis a

opsonizacgéo pelo sistema complemento
Para isto, os objetivos especificos deste trabalho incluiram:

1) Caracteristicas de crescimento plancténico em diferentes meios de cultura
para cepa selvagem e mutantes knockouts de Streptococcus sanguinis

2) Analisar entre isolados clinicos de Streptococcus sanguinis a diversidade na
susceptibilidade a deposicao de C3b do complemento.

3) Comparar a ligagdo de proteinas do complemento C3b/iC3b sobre a
superficie bacteriana, entre as cepas SK36, mutantes SKvic, SKcov,
respectivas cepas complementadas em isolados clinicos de saliva e
sangue.

4) Comparar a frequéncia de fagocitose por PMN humanos em sangue
humano entre a cepa SK36, mutantes vicK e covR e respectivas cepas
complementadas .



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cepas e condicoes de cultivo

As cepas S. sanguinis utilizadas neste estudo incluem, cepa selvagem
SK36, isolados clinicos da cavidade oral SK72, SK49, SK115 e isolados clinicos
de sangue SK330, SK353 e SK1056, estes cedidos pelo Dr Mogens Kilian,
Universidade de Aarhus, Dinamarca. Mutantes knockout dos genes vicK e covR
obtidos a partir de SK36, designados respectivamente, SKvic e SKcov, foram
obtidos em estudo anterior (Moraes et al., 2014; Harth-Chu, dados nao
publicados). Como referéncia paras os ensaios realizados neste estudo, foram
usadas cepas de Streptococcus mutans UA159 e respectivos mutantes knockouts
vicK (UAvic) e covR (UAcov) caracterizadas em estudos anteriores (Duque et al.,
2011; Stipp et al.,2013).

Para cada ensaio, as cepas selvagens SK36, UA159 e cepas clinicas foram
cultivadas em meio Agar Brain Heart Infusion (BHA), cepas mutantes e cepas
complementadas foram cultivadas em BHA acrescido de antibiético eritromicina na
concentragdo de 10pg/ml (BHE) (Merck Labs, Alemanha) respectivamente e
assim, incubadas a 37°C, em atmosfera com 10% CO, (Water-Jacked CO,
Incubators/Cole Parmer Instruments, EUA) durante 24 h. Apds o crescimento,
colénias isoladas das cepas selvagens foram inoculadas em 5ml de caldo Brain
Heart Infusion (BHI), seus respectivos mutantes inoculados em 5ml de caldo BHI
com eritromicina (BHE) e incubadas sob as mesmas condigdes durante 18 h.
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4.2 Crescimento plancténico em meio BHI, BHI sacarose e RPMI.
4.2.1 Cultura em meio BHI, BHIs e RPMI

As curvas de crescimento de SK36 e seus mutantes SKvic e SKcov, foram
determinadas em meio complexo BHI e BHE respectivamente, em meio complexo
acrescido de sacarose 0,1% (BHIs e BHEs) e meio RPMI 1640 (RPMI e
RPMlerm).

Para isto, culturas overnight das cepas, foram crescidas em caldo BHI e
BHE e incubadas a 37°C, 10% de CO,. Os ensaios de crescimento foram
realizados em tubos de polietileno com tampa rosqueavel de capacidade de 50mi
(Corning, EUA), contendo o total de 25ml de meio de cultura. A partir da cultura
overnight, volumes especificos de cada cepa, normalizados pela absorbancia
(Assonmy com densidade 6ptica (OD) inicial de 0,05, foram transferidos para tubos
contendo 25ml de meio fresco pré-aquecido a 37°C e incubados de zero a nove
horas (37°C;10%CQ02), sendo retirados aliquotas de 500ul de uma em uma hora
para determinacdo das absorbancias em BHI (Assonm) ou RPMI 1640 (Asoonm)-

4.2.2 Amostras de soro e sangue humano

As coletas de soro e sangue foram realizadas através de protocolo
previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba (protocolo n? 031/2012), conforme definido na
Resolucdo 196/96 relativa a pesquisa com seres humanos (ANEXO 1).

Apébs esclarecimentos e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) amostras de sangue foram coletadas através de puncéao da
veia braquial ap6s assepsia da pele com algodao estéril embebido em alcool 70%.
A coleta foi realizada por um profissional com experiéncia e formacéo na area de
Biomedicina. A pung&o venosa foi realizada por método a vacuo, em tubos
contendo anticoagulante heparina sodica (para sangue total) e tubos seco (para

soro), ndo necessitando que individuo estivesse em jejum. Os tubos para soro,
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foram mantidos a temperatura ambiente por 30 min, para retracdo do coagulo
sanguineo. Apds esse periodo, foram centrifugados a 700 xg por 10 minutos,
separadas aliquotas de 1 mL em microtubos previamente estéreis e assim
estocadas a -70°C. Aliquotas de soro utilizados nos ensaios de deposi¢ao de C3,
foram armazenadas em ultrafreezer, eram retiradas previamente antes do uso e
mantidos em gelo até seu descongelamento total. Para os ensaios de fagocitose,
as coleta de sangue foram realizadas 5 minutos antes da exposicao bacteriana ao

sangue.
4.2.2.1 Critérios de Inclusao

Adulto, sadio, com idade entre 20 e 40 anos, que nao esteja em uso de
qualquer antibidtico.

4.2.2.2 Critérios de Exclusao

Excluidos da pesquisa, adultos com problemas de saude geral ou sob
antibioticoterapia até duas semanas antes do dia da coleta de sangue. Pessoas
que relatem apresentar ansiedade frente aos procedimentos de coleta de sangue

serdo excluidas.

4.3 Determinacao da fagocitose por PMNs em sangue humano.

A frequéncia de fagocitose por PMNs em sangue humano foi analisada
como descrito por Negrini et al. (2011), com algumas modificacées. Para isto,
cepas do tipo selvagem e respectivos mutantes, foram cultivadas como descrito no
item 4.1. Em seguida, aproximadamente 100uL dessas culturas overnight foram
transferidos para 10 mL de meio fresco e incubadas novamente sob as mesmas
condi¢cbes de temperatura e CO,, até atingir a densidade éptica de 0,6 (Assonm),
correspondente a aproximadamente 1,0 x 10° UFC/mL, ou a metade da fase

exponencial de crescimento. As células foram entdo coletadas por centrifugacéao
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(10.000 x g, 5 min, 4°C), descartado o sobrenadante e o volume equivalente de
meio RPMI sem antibi6tico foi adicionado aos tubos e assim os pellets foram
ressuspendidos delicadamente. Foram transferidos 500uL de suspenséao
bacteriana e homogeneizados suavemente a 500uL de sangue venoso fresco
(colhido de um adulto saudavel), e posteriormente incubados a 37°C e 5% CO
por tempos de 5, 15, 30 e 60 min. Os esfregacos das amostras foram obtidos nos
tempos 5, 15, 30, 60 min de incubacédo, corados pelo método de May-Grunwald-
Giemsa e a contagem do numero de PMNs com bactérias internalizadas foi
realizada com o auxilio de um microscopio optico (ampliagcao original de 100x), por
um unico examinador cego (TRO) previamente treinado. Foram realizados trés
experimentos independentes com amostras de sangue coletadas do mesmo
doador e a frequéncia de internalizacao de S. sanguinis e S. mutans foi expressa
pela porcentagem de PMNs com bactérias intracelulares, em um total de 200

PMNs analisados por esfregaco.
4.4 Avaliacao da ligacao e C3b/iC3b do complemento

Os ensaios para analise da deposicao de C3b sobre as cepas estudadas,
foram realizados como descrito por Yuste et al. (2002). Para isto, volumes de
200ul de culturas de S. sanguinis em BHI (18 h, 37°C, 10% COy), foram
transferidos para 5 ml de meio fresco BHI e incubados sob as mesmas condigdes
até atingir uma absorbancia de 0,3 (Assonm), correspondente a aproximadamente
1,0x10°UFC/ml. Apds a incubagdo foram coletados 500 pl destas culturas em
microtubos de 1,5mL e assim centrifugados (11.000 rpm x 2 min), o pellet
bacteriano foi lavado com 500ul de PBS (pH 7,0) por duas vezes. Em seguida,
10ul dessas suspensao bacteriana foi ressuspendidas em 10ul de soro humano,
diluido a 20% em PBS, em seguida os tubos foram incubados durante 30 min em
banho seco a 37°C. Apds a incubagio com soro, as bactérias foram lavadas por
duas vezes em PBS-Tween 20 a 0,05% (PBST, pH 7.4), ressuspendidas em 50 pl
de solucdo de anticorpos policlonais IgG de cabra anti-C3 humano conjugados
com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (ICN, E.U.A.) diluido 1:300 em PBST.
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Apoés incubacdo em gelo por 40 min, as bactérias foram lavadas por duas vezes
em 300ul de PBST, centrifugadas (11.000 rpm x, 2 min) e ressuspendidas em
350ul de PBS paraformoldeido 3% para analise em citbmetro de fluxo
FACSCalibur (BD Biosciences), disponivel no Departamento de Diagndstico Oral
(FOP-UNICAMP).

A intensidade de marcacdo por C3b/iC3b foi avaliada em pelo menos
25.000 bactérias, localizadas no gate desenhado por meio dos parametros de
tamanho (FCS-Foward Scatter) e complexidade (SSC-Side Scatter) das células.
Populacéo localizada abaixo de 10" no parametro SSC foram excluidas. Como
controles negativos, foram analisadas bactérias tratadas nas mesmas condicbes
com PBS ao invés de soro a 20%. Os resultados, expressos como a porcentagem

de bactérias fluorescentes em comparac¢ao aos controles incubados em PBS.
4.5 Forma de analise dos resultados

Para realizar as analises estatisticas, utilizou-se o software BioStat 5.0. As
comparagdes de crescimento planctdénico (A550nm) entre cepas foram realizadas
para cada tempo estudado, através do Teste T de Student para amostras
pareadas. Para analises e comparacbes estatistica de marcacdo pelo
complemento, foram utilizadas as médias de trés experimentos independentes
realizados em ftriplicata, assim as médias das triplicatas foram utilizadas para as
comparacoes entre as cepas. As analises e comparacOes estatisticas da
frequéncia de fagocitose foram feitas a partir da media dos esfregacos em
duplicata para cada experimento independente. As comparagdes entre as cepas
foram realizadas utilizando-se o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido do
pos-teste de Dunn.
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5 RESULTADOS

5.1 Crescimento plancténico das cepas S. sanguinis e knockouts

Como apresentado em estudos anteriores pelo nosso grupo (Moraes et al.,
2014), a cepa mutante SKvic exibe um fendétipo diferente de crescimento
plancténico quando comparado a cepa progenitora SK36 e mutante SKcov em
crescimento plancténico de rotina. Apesar de ocorrer precipitacdo das células
durante o crescimento overnight, as células de SK36 e SKcov voltam a suspensao
uniforme quando homogeneizadas, enquanto que a suspensdo de SKvic possui

caracteristica de agregados (Figura 1).

Figura 1: Crescimento planctonico overnight em meio de cultura BHI, 18h 37°C
10% COso. (A) Cepa selvagem SK36, células homogeneamente dispersas apos
agitagdo em vortex; (B) SKvic, caracterizada pela formagdo de grumos
dispersos pelo meio apés agitagdo em vértex (C) SKcov homogeneamente
dispersa no meio de cultura, como da cepa selvagem.
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As curvas de crescimento, das cepas S. sanguinis SK36 e respectivos
mutantes SKvic e SKcov, foram comparadas em meio BHI (Figura 2), BHI
sacarose 0,1% (Figura 3) e meio RPMI (Figura 4).

As Figuras 2 e 3 indicam crescimento mais lento da cepa SKcov em meio
BHI e BHI sacarose 0,1% em relagcdo as outras cepas. SKcov leva um tempo
maior para atingir a fase logaritmica de crescimento, comparada as outras cepas,
embora atinja um namero de células equivalente ao das outras cepas por volta de
8 h de incubagédo. Ao avaliarmos o crescimento em meio RPMI (Figura 4),
identificamos uma lentiddo no crescimento da cepa SKcov. Todas as cepas em
meio RPMI atingem um ndmero menor de células (Figura 4), quando comparadas
com os outros meios (Figura 2 e 3).

A DO de 0,3 foi selecionada para comparacao entre cepa WT e mutantes
knockouts, uma vez que esta absorbancia corresponde a aproximadamente

metade da fase logaritmica entre todas as cepas S. sanguinis analisadas.
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Figura 2: Curvas de crescimento das cepas S. sanguinis SK36 e respectivos mutantes SKcov e
SKuvic. Crescimento plancténico em meio BHI; As fases logaritmica e estacionaria para SK36 e
SKvic ocorreram no periodos de 2 a 6 e 6 a 8 horas de crescimento, para a cepa SKcov os
mesmos periodos ocorrem tardiamente iniciando em 4h sua fase logaritmica e atinge a fase
estacionaria com 8 horas. Os valores correspondem as médias de trés experimentos
independentes realizados em duplicata. Asteriscos indicam diferengas estatisticamente
significantes (Teste T Student, *p<0,05).
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Figura 3: Curvas de crescimento das cepas S. sanguinis SK36 e respectivos mutantes SKcov e
SKvic.Crescimento plancténico em meio BHI acrescidos de sacarose a 0,1%; As fases
logaritmica e para SK36 e SKvic; Ja o mutante SKcov demora uma hora a mais para atingir sua
fase estacionaria, iniciada em 8 horas de crescimento. Os valores correspondem as médias de
trés experimentos independentes realizados em duplicata.
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Figura 4: Curvas de crescimento das cepas S. sanguinis SK36 e respectivos mutantes SKcov e
SKvic. Crescimento plancténico em meio RPMI; As fases logaritmica e estacionaria
corresponderam, respectivamente, para SK36 e SKvic periodos de 1thorae 30 mina6e 6 a 10
horas de crescimento. Ja o mutante SKcov, demora mais para atingir as mesmas fases (fase
logaritmica de 3 a 10 horas de crescimento, e inicio da fase estacionaria em 10 horas. Os valores
correspondem as médias de trés experimentos independentes realizados em duplicata.
Asteriscos indicam diferengas estatisticamente significantes (Teste T Student, *p<0,05).
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5.2 Ensaios de marcacao pelo complemento sobre a superficie de cepas de

S. sanguinis e mutantes knockouts

A deposicao de C3b nas cepas SK36, SKvic, SKcov (Figura 5) é até trés
vezes menor (7,22; 5,65; 9,4 e 7,4%) quando comparadas a cepa de referéncia
UA159 (média de deposicao de 21,49%) em exposi¢ao ao soro a 2%. Em ensaios
onde a concentragao de soro foi aumentada a 20% (Figura 6), houve uma menor
diferenga entre a cepa selvagem (WT) de S. sanguinis SK36 (37,33%) quando
comparadas a cepa WT de S. mutans UA159 (46,26%). Entretanto, a cepa
mutante SKvic demonstrou deposicdo de C3b/iC3b significativamente menor

quando comparada a cepa selvagem SK36 (Kruskal-Wallis; p< 0,05).
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Figura 5: Porcentagem de ligagdo de C3b/iC3 a superficie das cepas de
SK36, mutantes SKvic, SKcov incubadas com soro 2%. As colunas
representam médias de trés experimentos independentes realizados em
triplicata. As barras indicam os desvios padrdo. Os asteriscos indicam
diferengas estatisticamente significantes (Kruskal-Wallis seguido de Dunn;
p< 0,05) entre as cepas S. sanguinis em relagado a S. mutans.
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Figura 6: Cepas incubadas com soro a 20% durante 30 min. As colunas
representam médias de trés experimentos independentes realizados em
triplicata. As barras indicam os desvios padrdo. Os asteriscos representam
diferencgas estatisticas significantes (Kruskal-Wallis seguido de Dunn; p<0.05)
entre as cepas de S. sanguinis.

5.3 A marcacao pelo complemento sobre as cepas S. sanguinis é menor que
a marcacao em S. mutans UA159

A porcentagem de marcacdo de C3b das cepas de S. sanguinis, foi
comparada com a cepa de S. mutans UA159 em ensaios de citometria de fluxo.
Como observado na figura 5B, a porcentagem de marcagédo referente a cepa
SK36 é de aproximadamente 80% da marcagdo de UA159 ambas tratadas com
soro humano a 20% nas mesmas condi¢cées experimentais. Para verificacdo de
um padrdao de deposicao de C3b, representativo da espécie S. sanguinis,
incluimos outras 6 cepas de S. sanguinis isoladas clinicas de amostras bucais ou
de sangue e utilizamos como referéncia as cepas UA159 e seu mutante knock-out
UAcov (Figura 7).

Apébs analise dos resultados obtidos das aquisi¢cdes de trés experimentos
independentes, observamos que a cepa selvagem SK36, quando comparada com
a cepa de referéncia UA159, mantém seu padrdao de aproximadamente 60% de
marcacao de C3b. Das cepas S. sanguinis utilizadas neste estudo (SK330, SK72,

SK49, SK115, SK353 e SK1056) 85,7% apresentam deposicdo de C3b
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significativamente menor que na cepa S. mutans UA159 (Kruskal Wallis, p< 0,05).
Estes dados indicam que a espécie S. sanguinis € menos susceptivel a
opsonizagao pelo complemento do que a espécie S. mutans.
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Figura 7: Comparacgéao das porcentagens de deposi¢cdo de C3b entre cepas S. sanguinis isoladas de
biofilme dental (SK36, SK72, SK49 e SK115) ou sangue (SK330, SK353 e SK1056) e S. mutans
UA159. As colunas representam médias de triplicatas de um experimento representativo. Diferengas
significativas na porcentagem de cepas em relagdo a SM UA159 foram detectadas utilizando-se teste
Kruskal Wallis: *p< 0,05.

5.4 Analise da frequéncia de fagocitose por PMN por microscopia de luz

As Figuras 8 e 9 representam frequéncia de internalizacao das cepas S.
sanguinis e S. mutans por PMN em sangue humano. Observa-se que entre as
cepas selvagens (SK36 e UA159) ocorreu uma fagocitose rapida durante o tempo
de 5 min de exposicdo bacteriana ao sangue. Entretanto, enquanto o mutante
covR, obtido em S. mutans UA159, é significativamente menos fagocitado do que
a cepa selvagem (Figura 9), a inativacao destes genes em S. sanguinis SK36 nao
afeta significativamente sua fagocitose (Figura 8).

A Figura 10 ilustra internalizagcao das cepas SK36, SKvic e SKcov por PMN
em sangue humano. A despeito do grande tamanho das cadeias de SKvic, esta
cepa foi fagocitada com eficiéncia semelhante a da cepa selvagem SK36.
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Figura 8: Efeito da inativagdo dos genes vicK e covR na fagocitose de S.
sanguinis por PMN em sangue humano. Os esfregagos foram analisados por
microscopia de luz (aumento 100X). Colunas representam médias do nimero de
PMN com bactérias internalizadas entre o total de 200 PMN contados, obtidas
em trés experimentos independentes (n=3); as barras indicam os desvios padrao.
Diferencas estatisticas entre as cepas selvagens e seus respectivos mutantes

estdo representados por asteriscos; Kruskal-Wallis: * p<0,05).
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Figura 9: Efeito da inativagédo dos genes vicK e covR na fagocitose de S. mutans
por PMN em sangue humano. Os esfregagos foram analisados por microscopia
de luz (aumento 100X). Colunas representam médias do numero de PMN com
bactérias internalizadas entre o total de 200 PMN contados, obtidas em trés
experimentos independentes (n=3); as barras indicam os desvios padrdo.
Diferencas estatisticas entre as cepas selvagens e seus respectivos mutantes

estao representados por asteriscos; Kruskal-Wallis: * p<0,05).
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Figura 10: Imagens representativas de PMNs de sangue humano internalizados em diferentes tempos de
exposigao das cepas S. sanguinis SK36, SKvic, SKcov e cepas de S. mutans UA159, UAvic e UAcov. As
cepas selvagens SK36 e UA159 e mutantes knockouts SKvic e SKcov, tiveram uma alta frequéncia de
internalizacdo desde o tempo inicial de exposi¢do (5 min), o que difere dos mutantes knockouts UAvic e
UAcov com uma frequéncia de internalizagdo menor no mesmo periodo de tempo.
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6 DISCUSSAO

Streptococcus sanguinis sao frequentemente associados a endocardite
bacteriana, visto que € a espécie de estreptococos mais frequentemente
encontrada em sangue (Douglas et al, 1993). Porém sao os principais
colonizadores primarios dos biofilmes dentarios considerados microrganismos
comensais benéficos dos dentes por causa de capacidade de inibir patégenos da
carie dentaria (Kreth et al., 2005) e doencas periodontais (Jenkinson & Lamont RJ,
2005). Esta espécie tem papel importante no estabelecimento da microbiota dos
dentes, na qual bactérias do género Streptococcus compreendem cerca de 60 a
80% dos microrganismos nos periodos iniciais de 4 a 8h de formacao dos
biofilmes (Rosan & Lamont, 2000). Os sistemas regulatérios de dois componentes
(SDCs) sdo componentes criticos de determinantes de viruléncia de bactérias
patogénicas. Estes sistemas permitem as bactérias detectarem diferentes
condicoes de estresse durante todos os estagios de colonizacdo e infeccdo do
hospedeiro permitindo alteracbes rapidas no padrdao de transcricio de genes
necessarios para sua adaptacao fisiolégia e persisténcia no seus nichos. SDCs
que codificam genes de escape a fatores de defesa do hospedeiro e outros fatores
de viruléncia séo utilizados por Streptococcus pyogenes do Grupo A (GAS), como
durante diversos processos de infecgcdo da mucosa orofaringea e outros nichos do
hospedeiro (Churchward, 2007). Estes incluem o SDCCovRS, composto pela
proteina sensora CovS e o regulador de resposta CovR. Em GAS, a proteina
sensora fosforila CovR, o qual atua como repressor de diversos genes. Em
resposta a estimulos do hospedeiro, como por exemplo a presenca do peptideo
catiénico LL-37, CovS atua defosforilando CovR induzindo assim a expressao de
genes de viruléncia reprimidos por CovR (Churchward, 2007; Gryllo et al., 2008).
Diferente de S. pyogenes, S. sanguinis ndo contém o gene que codifica a proteina
sensora de membrana extracellular (CovS) (Churchward, 2007; Xu et al. 2007).
Portanto, & necessario identificar em S. sanguinis, qual é a proteina sensora

responsavel pela sua fosforilacdo e defosforilagdo. Ainda é preciso indentificar em
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S. sanguinis quais sdo os genes diretamente regulados por CovR (Agrahari et al.,
2013).

A espécie S. sanguinis apresenta um vasto numero de proteinas de
superficie celular comparada a outras espécies de estreptococos (Xu et al. 2007),
o que talvez explique sua grande capacidade de colonizar as superficies dentarias
recobertas por saliva ou outros tecidos do hospedeiro, como o endocardio.
Diversas espécies de Streptococcus apresentam proteinas de parede importantes
para o escape a fatores de defesa do hospedeiro (Banas & Vikerman, 2003; Smith
& Mattos-Graner, 2008; Bowen & Koo, 2011). Por outro lado, o sistema imune
utiliza de opsoninas para facilitar o reconhecimento e internalizacao por fagécitos
através de receptores de superficie. O revestimento de um microrganismo com
moléculas que favorecem seu reconhecimento e internalizagdo por fagdcitos &
conhecido como opsonizagado. Sua ligacao especifica, a receptores de superficie
celular, € o que caracteriza o primeiro passo da fagocitose. As principais
opsoninas incluem anticorpos (IgG) e proteinas do complemento, principalmente
C3B/iC3b anticorpos e C3b do complemento (Abbas & Lichtman, 2007; Ricklin &
Lambris, 2007).

Embora a fagocitose de bactérias Gram-positivas também possa ocorrer de
forma independente de opsoninas, na qual € mediada por receptores de
reconhecimento, como receptores de manose, receptores scavenger (Draper et
al., 2006), a deficiéncia do complemento tem grande impacto na sobrevida de
animais a infec¢cdes por bactérias do género Streptococcus spp. Diversos
processos subsequentes a fagocitose ativam sistemas de destruicdo no interior
dos fagossomos através de enzimas hidroliticas e compostos oxidativos altamente
toxicos (Silverstein, 2003). Estudos indicam que cepas de uma mesma espécie
variam quanto a susceptibilidade de internalizacdao por fagocitos. Por exemplo,
cepas de S. mutans do sorotio k, frequentemente envolvidas em endocardite
bacterianas, sdo menos eficientemente internalizadas por neutréfilos do sangue, o
que parece estar associada a diferencas nos componentes da parede celular em
comparacdo com cepas menos invasivas (Nakano et al, 2004). No presente
estudo, observamos diversidade na susceptibilidade de cepas S. sanguinis a
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deposicao de C3b (Fig.7) e estudos futuros serdo necessarios para avaliar

diferencas na susceptibilidade a fagocitose na presenca de sangue.

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

Uma das principais estratégias bacterianas para evasdao do complemento
consiste no escape a deposicao de C3b através da inibicdo da convertase de C3
ou lise de C3b (Lambris et al, 2008). Patégenos do género Streptococcus
apresentam diversos componentes de escape ao sistema complemento que
impedem a deposi¢cdo de C3b/iC3b, decorrentes da via classica e alternativa de
ativacao do complemento, a superficie bacteriana (Mitchell, 2003; Hyams et al.,
2010). Além disso, proteinas da superficie de estreptococos que se ligam aos
componentes do sangue do hospedeiro (por exemplo, fibrinogénio, albumina e
proteinas reguladoras sollveis do complemento) favorecem o escape a
opsonizagéao por C3b (Mitchell, 2003).

Em S. pneumoniae, foi demonstrado que a inativacdo de genes que
codificam enzimas de biogénese de parece celular, como as hidrolases de
mureina LytB e LytC (genes IlytB e IytC, respectivamente) aumenta a deposicéo
C3b, o que indica papel importante destas autolisinas na resisténcia de S.
pneumoniae a marcacao pelo complemento (Ramos-Sevillano et al., 2011). A
inativacao dos SDCs VicRK e CovR promovem alteracdes de biogénese e divisao
da parede celular em espécies de estreptococos como S. mutans, S. pneumoniae
e S. sanguinis (Ng et al., 2005; Senadheera et al., 2005; Duque et al., 2011; Stipp
et al., 2014; Moraes et al., 2014), através da regulacdo de genes relacionados a
biogénese do envelope celular, formacao de biofilmes e resposta ao estresse
oxidativo. Genes que compdem os regulons do sistema VicRK e CovR variam
entre as espécies, mas estdo normalmente implicados em mecanismos de
colonizacao do hospedeiro e formacao de biofilmes nas espécies (Ng et al., 2005;
Senadheera et al.,, 2005; Duque et al., 2011; Stipp et al., 2014; Moraes et al.,
2014).
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No presente estudo, observamos em S. sanguinis e mutantes knock-out
vicK e covR uma pequena redugdo na susceptibilidade a deposicdo de C3b do
complemento, quando expostos a concentragdes variaveis de soro humano. Estes
dados diferem dos dados obtidos em S. mutans, no qual a porcentagem de
deposicao de C3b foi reduzida em cerca de 50% nos mutantes knockout vicK e
covR, quando comparadas a cepas padrao UA159. (Alves et al.,2013). Analises
das médias de intensidade de fluorescéncia de C3b marcado com anticorpos
fluorescentes seriam necessarias para a melhor quantificacdo da deposi¢édo de
C3b nas superficie das cepas de S. sanguinis. Em SK36, foi verificado que a
inativacdo de vicK diminui a expressdo de proteinas de biogénese de parede
celular, incluindo-se a hidrolase de mureina (SSA_0094, SSA 0304), a GbpB
(também conhecida como PcsB) uma outra proteina de biogénese de membrana
(SSA_1543), e aumenta a expressao da proteina Cgt (SSA_1324), responsavel
também pela biogénese de membrana (Moraes et al., 2014). E possivel, portanto,
que algumas destas proteinas estejam implicadas no escape a opsonizacao pelo
complemento, como verificado para LytB/C em S. pneumoniae (Ramos-Sevillano
et al., 2011). Analises do genoma de SK36 e de outras cepas de S. sanguinis sao
ainda necessarias para identificar outras proteinas envolvidas no escape ao
complemento, uma vez que verificamos entre diversos isolados de S. sanguinis,
uma menor susceptibilidade a deposicao do complemento em comparagcao com S.
mutans (Figura 7). A menor susceptibilidade de S. sanguinis a deposicdo do
complemento quando comparada a S. mutans, possivelmente contribui para a
maior capacidade desta espécie de causar infecgoes sistémicas, conforme citado
anteriormente, um SDC bem estudado em GAS é o CovRS, em que estudos
mostraram que CovR reprime o gene speB, codificador de uma cisteina-protease
que afeta a viruléncia em diferentes estagios da infeccao através da degradacao
de glicoproteinas de matriz extracelular, de IL-13 e da liberagdo de proteinas de
superficie de S. pyogenes (Hytdnen et al., 2001). CovRS também regula os genes
envolvidos na sintese da capsula de acido hialurdnico, genes esses necessarios
para a disseminacédo do GAS (Heath et al., 1999; Trevifio et al., 2009; Liang et al.,
2013). O SDC CovSR de GAS também regula fatores de escape a
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opsonofagocitose mediada pelo complemento (Agrahari et al.,, 2013). Uma cepa
de S. pyogenes isolada de paciente com fasciite necrosante (AP53), a qual
contém uma mutacdo natural no gene covS, tem baixa susceptibilidade a
deposicdo de C3b e a fagocitose, sendo a deposicdo de C3b fortemente
aumentada quando esta cepa é complementada com a coépia intacta de covS
(Agrahari et al., 2013). A inativacdo covR em APS53 promoveu ainda aumento de
mais de 100% na ligacao desta cepa a proteinas reguladoras do complemento
C4BP e Fator H, as quais se ligam a glicosaminoglicanos das células humanas
inibindo a formagcdo da convertase de C3 e a deposicao de C3b (Dave et al.,
2004). A participacao de covRS na deposicao de C3b foi confirmada na cepa
NS931, indicando o papel deste SDC no escape a opsonizacdo em de GAS.

Na espécie S. pneumoniae, variagdes na sintese de diferentes tipos de
capsula polissacaridica sdo reconhecidas como um dos principais fatores de
escape a opsonizagao pelo complemento (Hyams et al., 2013). A formagéo do
biofilme evita a deposi¢édo de C3b e fagocitose em S. pneumoniae (Domenech et
al., 2013). Em S. sanguinis, o SDC VicRK regula genes implicados na formacéao de
biofilme, e em S. mutans, ambos SDCs VicRK e CovR sao requeridos para fungcéao
semelhante (Duque et al., 2011; Stipp et al., 2013; Moraes et al., 2014).

6.2 Frequéncia de fagocitose por PMNs

A ativacdo da imunidade pelo complemento € um mecanismo muito
eficiente da resposta imune envolvidos no processo de fagocitose de
microrganismos patogénicos. A inativacdo dos sistemas VicRK e CovR em S.
mutans promove reducdes significativas na fagocitose por PMNs em sangue
humano (Negrini et al.,, 2012). Porém, diferente de S. mutans em que as cepas
knockout (UAvic e UAcov) apresentaram reducdes significativas na fagocitose
pelos PMNs, o mesmo nao ocorreu em S. sanguinis, visto que apenas a mutante
knockout SKvic apresentou reducao significativa em relacdo a cepa selvagem
SK36, igualando-se a essa apds 60 minutos de exposicdo aos PMNs. A reducéo
de deposicdo de C3b na superficie bacteriana tem sido associada a redugdes
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significativas na fagocitose soro-dependente por PMNs em S. mutans (Alves et al.,
2013) e S. pyogenes (Agrahari et al., 2013). Porém em nosso estudo, nao
pudemos verificar qualquer efeito da inativagao de covR ou vicK na fagocitose por
PMNs (Figura 8) Curiosamente, o mutante de vicK obtido em S. mutans UA159
(UAvic) também nao demonstrou redugédo significativa na susceptibilidade a
fagocitose, diferindo de estudos prévios realizados em diferentes condicdes com
este mutante (Negrini et al, 2012; Alves, 2013). Variagcbes entre soros e das
caracteristicas de PMNs de diferentes voluntarios poderiam explicar estas
incongruéncias. Assim, novos ensaios com diferentes amostras de soro precisarao

ser realizadas para elucidar este ponto.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

1) Diversas cepas de S. sanguinis sao menos susceptiveis a deposi¢cao de C3b do
complemento quando comparadas a cepa S. mutans UA159

2) A inativacao de vic, reduz a deposicao de iC3b/C3b em S. sanguinis SK36.

3) A inativacdo de covR ndo afeta a deposicao de iC3b/C3b em S. sanguinis
SK36.

4) Mutantes SKvic e SKcov nao diferem significativamente da cepa selvagem
SK36 quanto a fagocitose por PMN em sangue humano.
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Titulo: Estudo da participac3o dos reguladores de transcngdo génica VicRK e CovR na susceptibilidade de
Strepfococcus sanguinis a opsonizacdo pelo sistema complemento

Pesquisadores: Renata de Oliveira Mattos Graner (Pesquisadora respensavel); Thais Rossini de Oliveira; Flavia
Sammartino Manano Rodrigues

Este termo contém as informacgtes sobre a pesquisa na qual vocé esta sendo convidado a participar. Por favor,
leiz-o atentamente. Qualguer divida que tiver, esclarega-a com a pesquisadora responsavel (Renata de Oliveira
Mattos Graner), a qual estara a sua inteira disposic3o. Vocé deve decidir se deseja ou ndo participar desta
pesquisa apos entender todos os aspectos descntos a seguir, de modo que possa tomar uma decisdo
consciente.

1) Objetive: estudar os mecanismos através dos quais as bactérias da espécie Streptococcus sanguinis
adquirem caracteristicas que as tormnam capazes de escapar do sistema complemento, componente importante
do sistema imune, na defesa contra bacténa, e causar a endocardite bacternana em humanos. Assim, neste
estudo sera investigado o comportamento destas bacténas quando em contato com o sangue humano de
pessoas saudaveis.

2) Descricao da pesquisa: Participardo deste trabalho voluntarios adultos, sadics, com idade entre 20 e 40
anos. A coleta de 10 ml de sangue do wvoluntano sera realizada assepticamente, através da puncio da velia
braguial apos assepsia da pele com algod3o esténl embebido em alcool 70%. O sangue serdo coletados em
tubos estéreis hepannizados pelo método a vacuo, ndo necessitando que individuo esteja em jejum. As amostras
serdo processadas no Laboratéric de Microbiologia e Imunologia da FOPUMNICAMP, por profissionais
expenentes onde serdo expostas a presenca de bacténas e assim serdo avaliados o crescimento e sobrevida
desta em sangue.

3) Desconfortos, riscos e beneficios esperados: Os nscos previsiveis a coleta de sangue s3o0 minimos, mas o
voluntario podera apresentar sintomas ou desconforto tais como: tontura, queda de press3o, desmaio e nauseas,
mas estes serdo minimizados uma vez que todos os procedimentos de biosseguranga serdo aplicados. As
coletas de sangue serdo realizadas no Ambulatono Médico da FOP-UNICAMP; portanto nos casos de ocormréncia
dos sintomas mencionados, o paciente sera colocado confortavelmente na posic3o de decibito lateral do lado
esquerdo e assistidos pelo pesguisador e/ou profissional de enfermagem se necessario. Os niscos de ocoméncia
destes sintomas s3o minimos, pois os procedimentos de coleta de sangue serdo realizades por profissional com
expenéncia e formacio especializada para esta fung3o (biomédica: Flavia Sammartine Mariano Rodrigues do
CRBM: 9585). Além disto, voluntanos que relatarem ansiedade frente aos procedimentos de coleta de sangue
serdo excluidos do estudo. Também ha riscos previsiveis para os pesquisadores, sendo assim a coleta de
sangue sera realizada pelo método a vacuo, o qual & um sistema fechado de coleta, onde o sangue flui
diretamente para o tubo, proporcionando ao profissional biossegurancga, pois ndo ha necessidade do manuseio
da amostra de sangue. Também nZo havera beneficio direto aos voluntanos, mas esses poderdo ter acesso aos
dados da pesquisa relacionado a sua participacio.

4) Alternativas: N3o existern métodos alternativos para a cbtenc3o das informactes necessarias.

5) Exclusbes: Serdo excluidos da pesquisa, adultos com problemas de salde geral ou sob antibioticoterapia até
duas semanas antes do dia da coleta de sangue. Pessoas gue relatarem apresentar ansiedade frente aos
procedimentos de coleta de sangue serdo excluidas.

6) Compensacao: N3o ha previsdo de indenizacio ou ressarcimento, pois ndo existiro nscos ou gastos
relacionados exclusivamente com a participac3o na pesquisa.

7} Confidencialidade dos registros: Yocé tera direito & pnvacidade, visto que todas as informacdes obtidas
laboratonais permanecerdo confidenciais nos &mbitos possiveis da lei, assegurando a protecdo da sua imagem.
Serdo respeitados seus valores culturais, sociais, morais, religiosos e &ticos. A menos que a revelacio seja
exigida por ac3o legal ou regulatona, todos os esforcos serdo feitos para protegé-lo, de serem identificados
pessoalmente. Como participante desta pesquisa, vocé tera acesso aos resultados obtidos e permitira o acesso
dos mesmos aos pesguisadores envolvidos e aos membros da comissdo de ética responsavel. Os resultados
deste trabalho poderdo ser apresentados em congressos cu publicados em revistas cientificas, porém sua
identidade ndo sera divulgada.
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8) Direito de participar, recusar ou sair: Sua participacdo € voluntana e vocé podera recusar-se a participar ou
mesmo interromper sua participacdo a qualguer momento, sem penalidades ou perdas de seus beneficios aos
quais de outra forma tenha direito ou sem ter prejuizo ao seu cuidado. Ao participar, vocé concorda em cooperar
com a pesquisa, ndo abrndo mao de seus direitos legais ao assinar o termo de consentimento informado.

9) Contatos: Quaisquer dividas poderZo ser esclarecidas com a pesquisadera responsavel, Renata de Oliveira
Mattos Graner (19) 21065379, e-mail: rmgraner@fop.unicamp.br, com a aluna de mestrado Thais Rossini de
Oliveira (19) 9888-1847. e-mail:

oliver-tr@bhotmail.com e com a pesquisadora colaboradora Flavia Sammartine Marianc Rodngues (19) 2106-
5379, e-mail: flaviasmanano@yahoo.com.br, Laboratono de Microbiclogia e Imunologia, Faculdade de
Odontologia de Piracicaba- UNICAMP, Avenida Limeira, 901, Bairro: Areido.

ATENCAO: A sua participagdo em gualquer tipo de pesquisa & voluntdria. "Em caso de dividas quanto aos seus direitos como voluntario de
pesquisa,. enfre em contato com o Comité de Efica em Pesquisa da FOP; Av Limeira 801, FOP-Unicamp, CEP 13414 -D03. Piracicaba — SP.
FonefFax 18-210653492, e-mail cepf@fop.unicamp.br & webpage www.fop.unicamp.bricep”.

CONSENTIMENTO DO PACIENTE

Tendo compreendido o fermo de infomagio e consentimenio para a participagio da pesguisa clinica intitulada "Estudo da pariicipagio dos
reguladores de transerigio génica VicRK e CovR na susceptibilidade de Streptococcus mutans & opsonizagio pelo sisterna complemento™

Euw, concordo em participar deste estudo. Sei que

minha participagio & voluntaria & que posso intermompe-la a gualguer momento sem penalidades. Autorzo a utilizagio dos dados obtidos
pelos pesquisadores envolvidos para a publicagdo em revistas cientificas e apresentagdo em congressos, desde que minha identidade nio
seja divulgada.

Recebi uma copia do termo de consentimento.

{M30 assine este termo caso ndo tenha tido oportunidade de esclarecer suas dividas ou n3o tenha recebido respostas satisfatérias a todas
alas),

Piracicaba, de de
Acsinatura. RG:
Renata de Odiveira Matios Graner
Pesquisadora respons dvel
RG. 106z0c48-8
Thais Rossini de Oliveira Flavia Sammartino Marianc Rodrigues
Pesquisadora Colaboradora Co-onentadora
RG.45.903 . 278-0 RG: 33048014-7
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