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RESUMO 
 
 Streptococcus sanguinis é uma espécie pioneira comensal das superfícies dos 

dentes, que também está envolvida na endocardite infecciosa. Sua alta prevalência 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 transcrição de dois 

componentes (SDC), que modulam a regulação de genes em respostas a diferentes 

estímulos. Neste estudo avaliou-se o papel do SDC VicRK e CovR, na 

susceptibilidade de S. sanguinis a opsonização pelo sistema complemento. Para isso, 

foram analisados os níveis de deposição de C3b / iC3b na presença de soro em um 

total de sete cepas clínicas de S. sanguinis, e as frequências 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 referência. Resumidamente, as cepas foram incubadas com 

soro humano a 2 ou 20% por 30 min (37 ° C, 10% de CO2), lavadas, e a presença de 

C3b associada à superfície foi detectado utilizando anticorpos anti-C3b humano 

(conjugado com FITC), sendo quantificadas por citometria de fluxo. Para avaliar as 

frequências de fagocitose por PMNs, as cepas foram incubadas com sangue humano 

durante tempos de 5, 15, 30 e 60 min (37 ° C, 10% de CO2), fixadas e coradas com 

May-Grunwald-Giemsa. PMNs com bactérias intracelulares, foram contados 

utilizando um microscópio de luz (1000 x) e os resultados expressos em relação a 

análise de um total de 200 PMNs. Resultados: As percentagens de deposição de C3b 

em SKvic, SKcov e SK36 foram de 5,65 (± 5,4), 9,4 (± 3,09) e 7,22 (± 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 superfície C3b foi significativamente menor em cepas de S. 

sanguinis em comparação a cepa de S.mutans (Kruskal Wallis, p <0,05), e em SKvic 

em comparação a cepa SK36 (Kruskal Wallis, p <0,05). As frequências médias de 

fagocitose por PMNs não foram afetadas, e foram 88, 99,3 e 99% em SKvic, SKcov e 

SK36, respectivamente. Conclusão: a inativação do VicK, mas não de CovR, reduz a 

deposição de C3b em S. sanguinis SK36. Cepas de S. sanguinis também são menos 

suscetíveis a deposição de C3b em comparação 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%CO2), 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% CO2), 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% (± 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 INTRODUÇÃO  

 
 A espécie Streptococcus sanguinis pertence a um dos cinco grupos 

taxonômicos de estreptococos viridans (Ge et al., 2008) reconhecida como  

comensal benéfica dos dentes, seu principal nicho ecológico. Embora 

relativamente inofensivos, os membros da microbiota oral podem invadir a 

corrente sanguínea através do sulco gengival e mucosa oral, o que é favorecido 

por procedimentos odontológicos ou de higiene bucal. O acesso à corrente 

sanguínea pode ocasionalmente causar complicações sistêmicas, tais como 

endocardite bacteriana subaguda (Chiu B, 1999; Koren et al., 2011). Estes 

microrganismos também são detectados em placas ateroscleróticas (Chiu B, 1999; 

Koren et al., 2011). O acesso a novos nichos do hospedeiro impõe a detecção e 

rápida resposta fisiológica a diferentes estresses, como por exemplo, mudanças  

de temperatura, pH, pressão osmótica, exposição a agentes oxidantes e fatores 

imunológicos do hospedeiro, o que envolve a ativação de sistemas de dois 

componentes (SDC) (Raghavan & Groisman, 2010; Duque et al., 2011). 

Proteínas de superfície ligadas à parede celular de patógenos gram-

positivos de humanos como estreptococos, são os principais determinantes de 

virulência, participando  em vários processos biológicos, como interações com a  

matriz extracelular dos tecidos do hospedeiro, interações com células humanas e 

evasão do sistema imunológico. Em diversas espécies de estreptococos, os SDC 

VicRK e CovR têm sido implicados em inúmeros processos de colonização e 

patogenicidade de diversos nichos da mucosa e resposta a fatores do sangue 

(Hyams et al., 2011). Entretanto, não se sabe sobre o papel destes sistemas no 

escape bacteriano ao sistema complemento, o qual é 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 virulência e biogênese de parede celular no escape à opsonização pelo 

sistema complemento e fagocitose por PMNs humanos. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 
2.1 Streptococcus spp. como membros da microbiota bucal 

 

 A cavidade oral representa uma das superfícies humanas com maior carga 

e diversidade de microrganismos (Marsh, 2005; Jenkinson & Lamont, 2005; 

Kuramitsu et al., 2007). As superfícies dentárias são as principais responsáveis 

por estas características, pois albergam os biofilmes dentários (também 

conhecidos como placa dental), os quais consistem bilhões de microrganismos 

organizados em uma matriz extracelular composta principalmente de produtos 

microbianos, incluindo polissacarídeos e DNA extracelular (Marsh, 2003). Estima-

se que 20% das bactérias orais cultiváveis são Streptococcus (Schachtele et al., 

2007), enquanto esta proporção pode ser de 3 a 4 vezes maior em biofilmes 

dentários formados durante as primeiras 24 h de colonização dos dentes (Nyvad & 

Kilian, 1987). Os estágios iniciais da formação de biofilme dental envolvem 

interações específicas entre adesinas bacterianas com um filme de origem 

principalmente salivar adsorvido às superfícies dentárias, o qual é denominado 

película adquirida (PA). A PA é formada por diversas moléculas salivares 

(anticorpos IgAS, proteínas ricas em prolina, estaterina, α-amilase, estaterina e 

mucinas) e também por produtos e componentes microbianos, como por exemplo 

polissacarídeos (Kolenbrander & London, 1993). A grande maioria dos 

colonizadores iniciais da PA são do gênero Streptococcus, em parte porque 

diversas espécies deste gênero 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 após a limpeza dos 

dentes (Diaz et al., 2006). Os estreptococos continuam predominando nos 

biofilmes dentários durante as 24h de maturação (Aas et al.,2005; Nyvad & Kilian, 

1987). Estes organismos pioneiros fornecem novos receptores de superfície e 

mudam as condições ecológicas locais através de suas atividades metabólicas, 

permitindo a colonização por novas espécies microbianas (Diaz et al., 2006; 

Marsh, 2003). 
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2.2 Participação de Streptococcus sanguinis em doenças sistêmicas 

 

 Há evidências de que espécies bucais do gênero Streptococcus, podem 

estar envolvidas em doenças sistêmicas em pessoas sadias ou indivíduos  

imunocomprometidas (Hohwy et al., 2001). A alta prevalência e proporção 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 às endocardites infecciosas, e um patógeno 

emergente de diversos problemas sistêmicos desencadeados  pelo acesso à 

corrente sanguínea (Mylonakis et al., 2001; Xu et al., 2007). A alta frequência e/ou 

proporção desta espécie nos biofilmes dos dentes (locais de íntima associação 

com vasos sanguíneos do tecido gengival) talvez contribua para o comum acesso 

desta espécie à corrente sanguínea. Entretanto, é possível que existam fatores de 

escape aos componentes de defesa presentes na corrente sanguínea.  

Entre as diversas espécies de estreptococos que colonizam humanos com 

genoma conhecido, S. sanguins é a espécie com maior número de adesinas e  

proteínas de parede celular do que diversos outras espécies de estreptococos que 

colonizam humanos (Xu et al., 2007). Sabe-se por exemplo, que S. sanguinis são 

capazes ainda de induzir agregação plaquetária em plasma humano, o que é um 

possível fator de virulência desta espécie na patogenia de doenças como 

endocardites infecciosas (EI) e aterosclerose (Herzberg et al., 2005). Entre tanto, 

até onde sabemos, não há estudos investigando a susceptibilidade desta espécie 

à opsonização pelo sistema complemento. 

 

2.3 Fatores de virulência de S. sanguinis  

 

 Fatores que contribuem para a patogenicidade em EI, possivelmente atuam 

nas diferentes fases de infecção. Assim, após acesso à corrente sanguínea, os 

patógenos devem escapar de fatores de defesa do sangue para se aderir à 

superfície do endocárdio com superfície 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 maturação destas vegetações através 

da proliferação, produção de componentes extracelulares e agregação com 

fatores do hospedeiro, o que permite o acúmulo microbiano e escape a fatores de 

defesa. Este processo culmina com a liberação de fragmentos das vegetações 

formando microtrombos envolvidos em derrames, hemorragia cerebral, meningite 

e outras complicações (Werdan et al., 2014). Entre os fatores de virulência de S. 

sanguinis na EI, foram bem estudados sua capacidade de induzir a agregação 

plaquetária (Herzberg et al., 1983) e fatores de interação com componentes de 

matriz extracelular, mas poucos genes foram ainda identificados como 

participantes da virulência nesta espécie (Ge et al., 2008; Crump et al., 2014). 

Cerca de 60% das cepas do grupo Mitis (o qual inclui a espécie S. 

sanguinis) são capazes de induzir a agregação plaquetária in vitro (Herzberg et al, 

1983, 1990). Em S. sanguinis, este processo envolve adesinas de ligação à 

plaqueta e uma proteína de agregação associada a plaqueta designada PAAP, a 

qual ativa a agregação (Herzberg etal, 1983). Plaquetas ativadas também liberam 

fatores de coagulação e ativam trombina local, iniciando a conversão de 

fibrinogênio em fibrina. O agregado de plaquetas humanas resultante tem a 

característica de um emaranhado de fibrina ou trombo séptico. 

Descritos por Ge et al. (2008), os genes purB, purL, thrB e pyrE estão 

associados a redução da formação de biofilme in vitro e com o papel atenuante 

para um modelo de endocardite em coelho, in vivo. Os genes citados foram 

selecionados após 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 formação de biofilme e para desenvolvimento de 

endocardite simultaneamente. Isso indica que a capacidade de formar biofilme in 

vitro de S. sanguinis é independente de fatores de virulência de endocardite in 

vivo. Estudos que induzem a formação de vegetação in vivo, concluem que 

mutações nos genes reguladores de proteínas captadoras de íons e proteínas 

transportadoras, possuem uma redução na virulência (Crump et al. 2014).  Entre 

os mutantes estudados, sodA (codificador de superóxidos dismutase), ssaB 
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(codificador de lipoproteína de sistema ABC de transporte de manganês) foram 

mais virulentos em modelo de endocardite (Crump et al. 2014). Esses resultados 

sugerem que transportadores de manganês pelo sistema SsaABC desempenham 

papel importante na virulência, além de servir como co-fatores ou indutores de 

sodA. 

 

2.3.1 Escape à opsonização 

 

O sistema complemento compreende alguns dos principais componentes 

solúveis do sistema imune inato presentes no sangue humano, envolvido na 

opsonização de microrganismos  (Abbas & Lichtman, 2007). As proteínas solúveis 

do complemento, ao reagir com a superfície bacteriana são ativadas e reagem em 

cascata, o que leva à deposição irreversível da proteína C3b nas superfícies 

bacterianas. O sistema complemento pode ser ativado de forma dependente (via 

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

elas resultam na ligação covalente de C3b ou iC3b (forma resultante da via 

alternativa) às paredes celulares das bactérias Gram-positivas. C3b/iC3b 

funcionam então como opsoninas, facilitando o reconhecimento e fagocitose pelos 

macrófagos e neutrófilos (PMN) do hospedeiro, através de receptores de C3b 

(Abbas & Lichtman, 2007). Ativação do complemento também gera mediadores 

inflamatórios, como os componentes C5a, C3a e C4a, os quais atuam como 

agentes quimiotáticos e ativadores de fagócitos entre outras funções inflamatórias. 

Portanto, a ação de fagócitos (macrófagos, células dendríticas e PMN) é 

altamente dependente da atividade do complemento (Haas et al.,2002; Ricklin & 

Lambris, 2007; Yuste et al.,2008). Outros componentes do complemento ainda 

melhoram a resposta imune adaptativa mediada por anticorpos e a ação dos 

linfócitos T (Ricklin & Lambris, 2007). Dentre as vias ativação do sistema 

complemento, a via clássica é iniciada por alguns isotipos de anticorpos, os quais 

incluem IgM e IgG (subclasses IgG1 e IgG3 em  humanos). Ao se ligarem aos 

antígenos da superfície bacteriana, as regiões Fc dos anticorpos IgM ou IgG são 

capazes de reagir com proteínas C1q do complemento, ocorrendo em sequência 
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uma cascata de ativação que resultará no recobrimento da superfície bacteriana 

por C3b (Kang et al., 2006; Abbas & Lichtman, 2007). As vias alternativas e da 

lectina são ativadas na ausência de anticorpos, fazendo parte da imunidade 

inespecífica do organismo. Na via alternativa basta a presença no patógeno de 

determinadas características químicas, especialmente ausência de ácido siálico, 

ou ausência de proteínas 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 

superfície de  bactérias (Jorge, 2010). 

Patógenos do gênero Streptococcus apresentam diversos componentes de 

escape ao sistema complemento (Mitchell, 2003). Estes incluem as cápsulas 

polissacarídicas que impedem a deposição dos fragmentos C3b/iC3b decorrentes 

da via clássica e alternativa de ativação do complemento (Mitchell, 2003; Hyams 

et al., 2010). Além disso, proteínas da superfície de estreptococos que se ligam 

aos componentes do sangue do hospedeiro (por exemplo, fibrinogênio, albumina e 

proteínas reguladoras solúveis do complemento) favorecem o escape ao sistema 

complemento (Mitchell, 2003). No genoma de S. sanguinis SK36, identificamos um 

gene que codifica uma proteína semelhante a PavA, além do ortólogo da PsaA de 

S. pneumoniae, a qual é regulada por VicRK nesta última espécie (Ng et al., 

2005).  

Em S. mutans, a autolisina AltA, aparentemente regulada por VicRK, tem 

influência na formação de biofilmes (Ahan & Burne, 2006; Ahn & Burne, 2007) e 

no escape à fagocitose e indução de endocardite bacteriana, possivelmente por se 

ligar à fibronectina solúvel  (Jung et al., 2009).  Embora a atividade autolítica não 

tenha sido demonstrada para GbpB, esta proteína envolvida na formação de 

biofilmes de S. mutans também tem domínios característicos de autolisinas e está 

implicada na divisão celular e morfogênese (Mattos-Graner et al., 2001; Duque et 

al., 2011). O ortólogo 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 hipóteses é que  autolisinas reguladas por VicRK 

possam interferir na susceptibilidade bacteriana à marcação pelo sistema 
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complemento e outros fatores de defesa presentes em  fluídos humanos como 

sangue e saliva em espécies orais de estreptococos, incluindo-se S. sanguinis. 

 

2.4 Sistemas de Dois Componentes e o papel das proteínas reguladoras 

VicRK e CovR na virulência de bactérias do gênero Streptococcus 

 

 Os sistemas de dois componentes (SDCs) são fundamentais para a 

detecção, resposta e adaptação bacteriana a estímulos ambientais (Lamy et al., 

2004; Dalton et al., 2006). Um SDC típico é composto por um receptor de 

membrana, normalmente uma histidina-quinase (HK) e uma proteína reguladora 

intracelular denominada regulador de resposta (RR). A porção externa do receptor 

HK é ativada por um estímulo ambiental específico, sofrendo fosforilação na sua 

porção intracelular (Raghavan & Groisman, 2010). O grupo fosfato é então 

transferido para o RR cognato, o qual sofre modificação da sua conformação para 

se ligar às sequencias reguladoras dos genes alvo, o que pode reprimir ou induzir 

a transcrição dos mesmos. Um total de 14 SDC foram identificados no genoma da 

cepa S. sanguinis SK36, além do RR órfão (sem o receptor HK cognato) CovR 

(SS.1810) (Xu et al., 2007). O sistema VicRK foi analisado por nosso grupo e está 

envolvido no processo de divisão celular e na capacidade de formação de 

biofilmes de forma dependente da produção de DNA extracelular, além de regular 

hidrolases de mureína ainda com função desconhecida (Moraes et al., 2014). Os 

sistema VicRK é altamente conservado entre espécies de bactérias Gram-

positivas (Dubrac et al., 2004) e regula a biogênese da parede celular e proteínas 

de virulência associadas à superfície celular em diversas espécies, entre elas 

estreptococcus do trato oro-respiratório como S. mutans  e S. pneumoniae 

(Senadheera et al., 2005; Duque et al., 2011; Stipp et al., 2010). Entretanto, 

análises comparativas entre mutantes deste sistema obtidos nas espécies S. 

mutans e S. sanguinis, revelam que este sistema desempenha funções espécie-

específicas (Moraes et al., 2014). Diferente de S. mutans, a formação de biofilmes 

regulada pelo sistema VicRK em S. sanguinis é dependente a liberação de DNA 

de forma independente de lise bacteriana, sugerindo mecanismos ativos de 
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secreção de DNA genômico (Moraes et al., 2014). Em S. mutans, verificamos que 

a inativação de vicK reduz drasticamente a fagocitose por PMN em sangue 

humano (Negrini et al., 2011) e a deposição de C3b do complemento (Alves, 

2013).  

O regulador órfão CovR, também conhecido como GcrR (de Glucan binding 

protein Cregulator), reprime diversos genes de virulência que são regulados 

positivamente por VicRK em S. mutans (Senadheera et al., 2005; Biswas et al., 

2006; Stipp et al., 2011). A interação entre estes dois sistemas regulatórios ainda 

não é totalmente conhecida, mas parece existir em S. mutans e em outras 

espécies, como S. pneumoniae e S. pyogenes). Diversos genes de biogênese de 

parede celular de S. mutans regulados pelo sistema VicRK, não estão presentes 

no genoma de S. sanguinis, incluindo-se os genes lysM, smaA, SMU_2146c (Stipp 

et al., 2013). 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

O objetivo geral deste trabalho foi investigar a participação dos reguladores 

de transcrição VicRK e CovR na susceptibilidade de  Streptococcus sanguinis à 

opsonização pelo  sistema complemento 

 

Para isto, os objetivos específicos deste trabalho incluíram:  

 

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

2) Analisar entre isolados clínicos de Streptococcus sanguinis a diversidade na 
susceptibilidade à deposição de C3b do complemento. 

 
3) Comparar a ligação de proteínas do complemento C3b/iC3b sobre a 

superfície bacteriana, entre as cepas SK36, mutantes SKvic, SKcov, 
respectivas cepas complementadas em isolados clínicos de saliva e 
sangue.  

 
4) Comparar a frequência de fagocitose por PMN humanos em sangue 

humano entre a cepa SK36, mutantes vicK e covR e respectivas cepas 
complementadas . 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Cepas e condições de cultivo  

 

 As cepas S. sanguinis utilizadas neste estudo incluem, cepa selvagem 

SK36, isolados clínicos da cavidade oral SK72, SK49, SK115 e isolados clínicos 

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-Chú, dados não 

publicados). Como referência 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 clínicas foram 

cultivadas em meio Agar Brain Heart Infusion (BHA), cepas mutantes e cepas 

complementadas foram cultivadas em BHA acrescido de antibiótico eritromicina na 

concentração de 10µg/ml (BHE) (Merck Labs, Alemanha) respectivamente e 

assim, incubadas a 37ºC, em atmosfera com 10% CO2 (Water-Jacked CO2 

Incubators/Cole Parmer Instruments, EUA) durante 24 h. Após o crescimento, 

colônias 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 condições durante 18 h. 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 

 

4.2 Crescimento planctônico 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 

RPMIerm).  

 Para isto, culturas overnight das cepas, foram crescidas em caldo BHI e 

BHE e incubadas a 37oC, 10% de CO2. Os ensaios de crescimento foram 

realizados em tubos de polietileno com tampa rosqueável de capacidade de 50ml 

(Corning, EUA), contendo o total de 25ml de meio de cultura. A partir da cultura 

overnight, volumes específicos de cada cepa, normalizados pela absorbância 

(A550nm) com densidade óptica (OD) inicial de 0,05, foram transferidos para tubos 

contendo 25ml de meio fresco pré-aquecido a 37ºC e incubados de zero a nove 

horas (37ºC;10%CO2), sendo retirados alíquotas de 500µl de uma em uma hora 

para determinação das absorbâncias em BHI (A550nm) ou RPMI 1640 (A600nm). 

 

4.2.2 Amostras de soro e sangue humano  

 

 As coletas de soro e sangue foram realizadas através de protocolo 

previamente aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Odontologia de Piracicaba (protocolo nº 031/2012), conforme definido na 

Resolução 196/96  relativa à pesquisa com seres humanos (ANEXO 1).  

 Após esclarecimentos e assinatura do Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE) amostras de sangue foram coletadas através de punção da 

veia braquial após assepsia da pele com algodão estéril embebido em álcool 70%. 

A coleta foi realizada por um profissional com experiência e formação na área de 

Biomedicina. A punção venosa foi realizada por método a vácuo, em tubos 

contendo anticoagulante heparina sódica (para sangue total) e tubos seco (para 

soro), não necessitando que indivíduo estivesse em jejum. Os tubos para soro, 
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foram mantidos a temperatura ambiente por 30 min, para retração do coágulo 

sanguíneo. Após esse período, foram centrifugados a 700 xg por 10 minutos, 

separadas alíquotas de 1 mL em microtubos previamente estéreis e assim 

estocadas a -70°C. Alíquotas de soro utilizados nos ensaios de deposição 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 exposição bacteriana ao 

sangue. 

 

4.2.2.1 Critérios de Inclusão 

 

 Adulto, sadio, com idade entre 20 e 40 anos, que não esteja em uso de 

qualquer antibiótico.  

 

4.2.2.2 Critérios de Exclusão 

 

 Excluídos da pesquisa, adultos com problemas de saúde 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 

serão excluídas.  

 

4.3 Determinação da fagocitose por PMNs em sangue humano.  

 

 A frequência de fagocitose por PMNs em sangue humano foi analisada 

como descrito por Negrini et al. (2011), com algumas modificações. Para isto, 

cepas do tipo selvagem e respectivos mutantes, foram cultivadas como descrito no 

item 4.1. Em seguida, aproximadamente 100µL dessas culturas overnight foram 

transferidos para 10 mL de meio fresco e incubadas novamente sob as mesmas 

condições de temperatura e CO2, até atingir a densidade óptica de 0,6 (A550nm), 

correspondente a aproximadamente 1,0 x 109 UFC/mL, ou a metade da fase 

exponencial de crescimento. As células foram então coletadas por centrifugação 
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(10.000 x g, 5 min, 4oC), descartado o sobrenadante e o volume equivalente de 

meio RPMI sem antibiótico foi adicionado aos tubos e assim os pellets foram 

ressuspendidos delicadamente. Foram transferidos 500µL de suspensão 

bacteriana e homogeneizados suavemente a 500µL de sangue venoso fresco 

(colhido de um adulto saudável),  e posteriormente incubados a 37ºC e 5% CO2 

por tempos de 5, 15, 30 e 60 min. Os esfregaços das amostras foram obtidos nos 

tempos 5, 15, 30, 60 min de incubação, corados pelo método de May-Grunwald-

Giemsa e a contagem do número de PMNs com bactérias internalizadas foi 

realizada com o auxilio de um microscópio óptico (ampliação original de 100x), por 

um único examinador cego (TRO) previamente treinado. Foram realizados três 

experimentos independentes com amostras de sangue coletadas do mesmo 

doador e a frequência de internalização de S. sanguinis e  S. mutans foi expressa 

pela porcentagem de PMNs com bactérias intracelulares, em um total de 200 

PMNs analisados por esfregaço. 

 

4.4 Avaliação da ligação e C3b/iC3b do complemento 

 

Os ensaios para análise da deposição de C3b sobre as cepas estudadas, 

foram realizados como descrito por Yuste et al. (2002). Para isto, volumes de 

200μl de culturas de S. sanguinis em BHI (18 h, 37oC, 10% CO2), foram 

transferidos  para 5 ml de meio fresco BHI e incubados sob as mesmas condições 

até atingir uma absorbância de 0,3 (A550nm), correspondente a aproximadamente 

1,0x107UFC/ml. Após a incubação foram coletados 500 µl destas culturas em 

microtubos de 1,5mL e assim centrifugados (11.000 rpm x 2 min), o pellet  

bacteriano foi lavado com 500µl de PBS (pH 7,0) por duas vezes. Em seguida, 

10µl dessas suspensão bacteriana foi ressuspendidas em 10µl de soro humano, 

diluído a 20% em PBS, em seguida os tubos foram incubados durante 30 min em 

banho seco a 37oC. Após a incubação com soro, as bactérias foram lavadas por 

duas vezes em PBS-Tween 20 a 0,05% (PBST, pH 7.4), ressuspendidas em 50 µl 

de solução de anticorpos policlonais IgG de cabra anti-C3 humano conjugados 

com isotiocianato de fluoresceína (FITC) (ICN, E.U.A.) diluído 1:300 em PBST. 
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Após incubação em gelo por 40 min, as bactérias foram lavadas por duas vezes 

em 300µl de PBST, centrifugadas (11.000 rpm x, 2 min) e ressuspendidas em 

350µl de PBS paraformoldeído 3% para análise em citômetro de fluxo 

FACSCalibur (BD Biosciences), disponível no Departamento de Diagnóstico Oral 

(FOP-UNICAMP). 

A intensidade de marcação por C3b/iC3b foi avaliada em pelo menos 

25.000 bactérias, localizadas no gate desenhado por meio dos parâmetros de 

tamanho (FCS-Foward Scatter) e complexidade (SSC-Side Scatter) das células. 

População localizada abaixo de 101 no parâmetro SSC foram excluídas. Como 

controles negativos, foram analisadas bactérias tratadas nas mesmas condições 

com PBS ao invés de soro a 20%. Os resultados, expressos como a porcentagem 

de bactérias fluorescentes em comparação aos controles incubados em PBS. 

 

4.5 Forma de análise dos resultados 

  

 Para realizar as análises estatísticas, utilizou-se o software BioStat 5.0. As 

comparações de crescimento planctônico (A550nm) entre cepas foram realizadas 

para cada tempo estudado, através do Teste T de Student para amostras 

pareadas. Para análises e comparações estatística de marcação pelo 

complemento, foram utilizadas as médias de três experimentos independentes 

realizados em triplicata, assim as médias das triplicatas foram utilizadas para as 

comparações entre as cepas. As análises e comparações estatísticas da 

frequência de fagocitose foram feitas a partir da media dos esfregaços em 

duplicata para cada experimento independente. As comparações entre as cepas 

foram realizadas utilizando-se o teste não paramétrico Kruskal-Wallis seguido do 

pós-teste de Dunn. 
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5 RESULTADOS 

 
5.1 Crescimento planctônico das cepas S. sanguinis e knockouts 

 

Como apresentado em estudos anteriores pelo nosso grupo  (Moraes et al., 

2014), a cepa mutante SKvic exibe um fenótipo diferente de crescimento 

planctônico quando comparado à cepa progenitora SK36 e mutante SKcov em 

crescimento planctônico de rotina. Apesar de ocorrer precipitação das células 

durante o crescimento overnight, as células de SK36 e SKcov voltam a suspensão 

uniforme quando homogeneizadas, enquanto que a suspensão de SKvic possui 

característica de agregados (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Crescimento planctônico overnight em meio de cultura BHI, 18h 37ºC 

10% CO2. (A) Cepa selvagem SK36, células homogeneamente dispersas após 

agitação em vórtex; (B) SKvic, caracterizada pela formação de grumos 

dispersos pelo meio após agitação em vórtex (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 relação às outras cepas. SKcov leva um tempo 

maior para atingir a fase logarítmica de crescimento, comparada às outras cepas, 

embora atinja um número de células equivalente ao das outras cepas por volta de 

8 h de incubação. Ao avaliarmos o crescimento em meio RPMI (Figura 4), 

identificamos uma lentidão no crescimento da cepa SKcov. Todas as cepas em 

meio RPMI atingem um número menor de células (Figura 4), quando comparadas 

com os outros meios (Figura 2 e 3).  

 A DO de 0,3 foi selecionada para comparação entre cepa WT e mutantes 

knockouts, uma vez que esta absorbância corresponde a aproximadamente 

metade da fase logarítmica 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 

SKvic. Crescimento planctônico em meio BHI; As fases logarítmica e estacionária para SK36 e 

SKvic ocorreram no períodos de 2 a 6 e 6 a 8 horas de crescimento, para a cepa SKcov os 

mesmos períodos ocorrem tardiamente iniciando em 4h sua fase logarítmica e atinge a fase 

estacionária com 8 horas. Os valores correspondem às médias de três experimentos 

independentes realizados em duplicata. Asteriscos indicam diferenças 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 planctônico em meio BHI acrescidos de sacarose a 0,1%; As fases 

logarítmica e para SK36 e SKvic; Já o mutante SKcov demora uma hora a mais para atingir sua 

fase estacionária, iniciada em 8 horas de crescimento. Os valores correspondem às médias de 

três experimentos independentes realizados em duplicata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Curvas de crescimento das cepas S. sanguinis SK36 e respectivos mutantes SKcov e 

SKvic. Crescimento planctônico em meio RPMI; As fases logarítmica e estacionária 

corresponderam, respectivamente, para SK36 e SKvic períodos de 1hora e 30 min a 6 e 6 a 10 

horas de crescimento. Já o mutante SKcov, demora mais para atingir as mesmas fases (fase 

logarítmica de 3 a 10 horas de crescimento, e início da fase estacionária em 10 horas. Os valores 

correspondem às médias de três experimentos independentes realizados em duplicata. 

Asteriscos indicam diferenças estatisticamente significantes (Teste T Student, *p<0,05). 

* *
*

0,01

0,10

1,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

A
60

0n
m

Tempo (h)
SK36 SKcov- Skvick-

0,01

0,1

1

0 1 2 3 4 5 6 7 8

A
55

0n
m

Tempo (h)
SK36 SKcov- Skvick-



18 

 

5.2 Ensaios de marcação pelo complemento sobre a superfície de cepas de 

S. sanguinis e mutantes knockouts 

 

           A deposição de C3b nas cepas SK36, SKvic, SKcov (Figura 5) é até três 

vezes menor (7,22; 5,65; 9,4 e 7,4%) quando comparadas à cepa de referência 

UA159 (média de deposição de 21,49%) em exposição ao soro a 2%. Em ensaios 

onde a concentração de soro foi aumentada a 20% (Figura 6), houve uma menor 

diferença 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 deposição de C3b/iC3b significativamente menor 

quando comparada à cepa selvagem SK36 (Kruskal-Wallis; p< 0,05).  

 

 
Figura 5: Porcentagem de ligação de C3b/iC3 à superfície das cepas de 

SK36, mutantes SKvic, SKcov incubadas com soro 2%. As colunas 

representam médias de três experimentos independentes realizados em 

triplicata. As barras indicam os desvios padrão. Os asteriscos indicam 

diferenças estatisticamente significantes (Kruskal-Wallis seguido de Dunn; 

p< 0,05) entre as  cepas S. sanguinis em relação a S. mutans. 
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Figura 6: Cepas incubadas com soro a 20% durante 30 min. As colunas 

representam médias de três experimentos independentes realizados em 

triplicata. As barras indicam os desvios padrão. Os asteriscos representam 

diferenças estatísticas significantes (Kruskal-Wallis seguido de Dunn; p<0.05) 

entre as cepas de S. sanguinis. 

 

5.3 A marcação pelo complemento sobre as cepas S. sanguinis é menor que 

a marcação em S. mutans UA159 

 

 A porcentagem de marcação 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 marcação referente a cepa 

SK36 é de aproximadamente 80% da marcação de UA159 ambas tratadas com 

soro humano a 20% nas mesmas condições experimentais. Para verificação de 

um padrão de deposição de C3b, representativo da espécie S. sanguinis, 

incluímos outras 6 cepas de S. sanguinis isoladas clínicas de amostras bucais ou 

de sangue e utilizamos como referência as cepas UA159 e seu mutante  knock-out 

UAcov (Figura 7).  

 Após análise dos resultados obtidos das aquisições de três experimentos 

independentes, observamos que a cepa selvagem SK36, quando comparada com 

a cepa de referência UA159, mantém seu padrão de aproximadamente 60% de 

marcação de C3b. Das cepas S. sanguinis utilizadas neste estudo (SK330, SK72, 

SK49, SK115, SK353 e SK1056) 85,7% apresentam deposição 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 é menos susceptível à 

opsonização pelo complemento do que a espécie S. mutans. 

 

Figura 7: Comparação das porcentagens de deposição 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. Diferenças 

significativas na porcentagem de cepas em relação à SM UA159 foram detectadas utilizando-se teste 

Kruskal Wallis: *p< 0,05. 

 

5.4 Análise da frequência de fagocitose por PMN por microscopia de luz 

 

 As Figuras 8 e 9 representam frequência de  internalização 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 rápida durante o tempo 

de 5 min de exposição 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 inativação destes genes em S. sanguinis SK36 não 

afeta significativamente sua fagocitose (Figura 8). 

 A Figura 10 ilustra internalização 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 eficiência semelhante à da cepa selvagem SK36.  
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Figura 8: Efeito da inativação dos genes vicK e covR na fagocitose de S. 

sanguinis por PMN em sangue humano. Os esfregaços foram analisados por 

microscopia de luz (aumento 100X). Colunas representam médias do número de 

PMN com bactérias internalizadas entre o total de 200 PMN contados, obtidas 

em três experimentos independentes (n=3); as barras indicam os desvios padrão. 

Diferenças estatísticas entre as cepas selvagens e seus respectivos mutantes 

estão representados por asteriscos; Kruskal-Wallis: * p<0,05). 

     

Figura 9: Efeito da inativação dos genes vicK e covR na fagocitose de S. mutans 

por PMN em sangue humano. Os esfregaços foram analisados por microscopia 

de luz (aumento 100X). Colunas representam médias do número de PMN com 

bactérias internalizadas entre o total de 200 PMN contados, obtidas em três 

experimentos independentes (n=3); as barras indicam os desvios padrão. 

Diferenças estatísticas entre as cepas selvagens e seus respectivos mutantes 

estão 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 

exposição 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 frequência de 

internalização desde o tempo inicial de exposição (5 min), o que difere dos mutantes knockouts UAvic e 

UAcov com uma frequência de internalização menor no mesmo período de tempo.  
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6 DISCUSSÃO 

 
 Streptococcus sanguinis são frequentemente associados à endocardite 

bacteriana, visto que é a espécie de estreptococos mais frequentemente 

encontrada em sangue (Douglas et al., 1993). Porém são os principais 

colonizadores primários dos biofilmes dentários considerados microrganismos 

comensais benéficos dos dentes por causa de  capacidade de inibir patógenos da 

cárie dentária (Kreth et al., 2005) e doenças periodontais (Jenkinson & Lamont RJ, 

2005). Esta espécie tem papel importante no estabelecimento da microbiota dos 

dentes, na qual  bactérias do gênero Streptococcus compreendem cerca de 60 a 

80% dos microrganismos nos períodos iniciais de 4 a 8h de formação dos 

biofilmes (Rosan & Lamont, 2000). Os sistemas regulatórios de dois componentes 

(SDCs) são componentes críticos de determinantes de virulência de bactérias 

patogênicas. Estes sistemas permitem às bactérias detectarem diferentes 

condições de estresse durante todos os estágios de colonização e infecção do 

hospedeiro permitindo alterações rápidas no padrão de transcrição de genes 

necessários para sua adaptação fisiológia e persistência no seus nichos. SDCs 

que codificam genes de escape a fatores de defesa do hospedeiro e outros fatores 

de virulência são utilizados por Streptococcus pyogenes do Grupo A (GAS), como 

durante diversos processos de infecção da mucosa orofaríngea e outros nichos do 

hospedeiro (Churchward, 2007). Estes incluem o SDCCovRS, composto pela 

proteína sensora CovS e o regulador de resposta CovR. Em GAS, a proteína 

sensora fosforila CovR, o qual atua como repressor de diversos genes. Em 

resposta a estímulos do hospedeiro, como por exemplo a presença do peptídeo 

catiônico LL-37, CovS atua defosforilando CovR induzindo assim a expressão de 

genes de virulência reprimidos por CovR (Churchward, 2007; Gryllo et al., 2008). 

Diferente de S. pyogenes, S. sanguinis não contém o gene que codifica a proteína 

sensora de membrana extracellular (CovS) (Churchward, 2007; Xu et al. 2007). 

Portanto, é necessário identificar em S. sanguinis, qual é a proteína sensora 

responsável pela sua fosforilação e defosforilação. Ainda é preciso indentificar em 



24 

 

S. sanguinis quais são os genes diretamente regulados por CovR (Agrahari et al., 

2013). 

 A espécie S. sanguinis apresenta um vasto número de proteínas de 

superfície celular comparada a outras espécies de estreptococos (Xu et al. 2007), 

o que talvez explique sua grande capacidade de colonizar as superfícies dentárias 

recobertas por saliva ou outros tecidos do hospedeiro, como o endocardio. 

Diversas espécies de Streptococcus apresentam proteínas 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 internalização por fagócitos 

através de receptores de superfície. O revestimento de um microrganismo com 

moléculas que favorecem seu reconhecimento e internalização por fagócitos é 

conhecido como opsonização. Sua ligação específica, a receptores de superfície 

celular, é o que caracteriza o primeiro passo da fagocitose. As principais 

opsoninas incluem anticorpos (IgG) e proteínas 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 é mediada por receptores de 

reconhecimento, como receptores de manose, receptores scavenger (Draper et 

al., 2006), a deficiência do complemento tem grande impacto na sobrevida de 

animais a infecções por bactérias do gênero Streptococcus spp. Diversos 

processos subsequentes à fagocitose ativam sistemas de destruição no interior 

dos fagossomos através de enzimas hidrolíticas e compostos oxidativos altamente 

tóxicos (Silverstein, 2003).  Estudos indicam que cepas de uma mesma espécie 

variam quanto à susceptibilidade de internalização por fagócitos. Por exemplo, 

cepas de S. mutans do sorotio k, frequentemente envolvidas em endocardite 

bacterianas, são menos eficientemente internalizadas por neutrófilos do sangue, o 

que parece estar associada a diferenças nos componentes da parede celular em 

comparação com cepas menos invasivas (Nakano et al., 2004). No presente 

estudo, observamos diversidade na susceptibilidade de cepas S. sanguinis à 



25 

 

deposição de C3b (Fig.7) e estudos futuros serão necessários para avaliar 

diferenças na susceptibilidade à fagocitose na presença de sangue.  

 

6.1 Os fatores regulados pelos sistemas VicK e CovR interferem na 

marcação pelo sistema complemento 

 

Uma das principais estratégias bacterianas para evasão do complemento 

consiste no escape à deposição de C3b através da inibição da convertase de C3 

ou lise de C3b (Lambris et al., 2008). Patógenos do gênero Streptococcus 

apresentam diversos componentes de escape ao sistema complemento que 

impedem a deposição de C3b/iC3b, decorrentes da via clássica e alternativa de 

ativação do complemento, à superfície bacteriana (Mitchell, 2003; Hyams et al., 

2010). Além disso, proteínas da superfície de estreptococos que se ligam aos 

componentes do sangue do hospedeiro (por exemplo, fibrinogênio, albumina e 

proteínas reguladoras solúveis do complemento) favorecem o escape à 

opsonização por C3b (Mitchell, 2003).  

Em S. pneumoniae, foi demonstrado que a inativação de genes que 

codificam enzimas de biogênese de parece celular, como as hidrolases de 

mureína LytB e LytC (genes lytB e lytC, respectivamente) aumenta a deposição 

C3b, o que indica papel importante destas autolisinas na resistência de S. 

pneumoniae à marcação pelo complemento (Ramos-Sevillano et al., 2011). A 

inativação dos SDCs VicRK e CovR promovem alterações de biogênese e divisão 

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 regulação de genes relacionados à 

biogênese do envelope celular, formação de biofilmes e resposta ao estresse 

oxidativo. Genes que compõem os regulons do sistema VicRK e CovR variam 

entre as espécies, mas estão normalmente implicados em mecanismos de 

colonização do hospedeiro e formação 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 redução na susceptibilidade à deposição de C3b do 

complemento, quando expostos a concentrações variáveis de soro humano. Estes 

dados diferem dos dados obtidos em S. mutans, no qual a porcentagem de 

deposição de C3b foi reduzida em cerca de 50% nos mutantes knockout vicK e 

covR, quando comparadas à cepas padrão UA159. (Alves et al.,2013). Análises 

das médias de intensidade de fluorescência de C3b marcado com anticorpos 

fluorescentes seriam necessárias para a melhor quantificação da deposição de 

C3b nas superfície das cepas de S. sanguinis. Em SK36, foi verificado que a 

inativação de vicK diminui a expressão de proteínas de biogênese de parede 

celular, incluindo-se a hidrolase de mureína (SSA_0094, SSA_0304), a GbpB 

(também conhecida como PcsB) uma outra proteína de biogênese de membrana 

(SSA_1543), e aumenta a expressão da proteína Cgt (SSA_1324), responsável 

também pela biogênese de membrana (Moraes et al., 2014). É possível, portanto, 

que algumas destas proteínas estejam implicadas no escape à opsonização pelo 

complemento, como verificado para LytB/C em S. pneumoniae (Ramos-Sevillano 

et al., 2011). Análises do genoma de SK36 e de outras cepas de S. sanguinis são 

ainda necessárias para identificar outras proteínas envolvidas no escape ao 

complemento, uma vez que verificamos entre diversos isolados de S. sanguinis, 

uma menor susceptibilidade à deposição do complemento em comparação com S. 

mutans (Figura 7). A menor susceptibilidade de S. sanguinis à deposição do 

complemento quando comparada à S. mutans, possivelmente contribui para a 

maior capacidade desta espécie de causar infecções sistêmicas, 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 cisteína-protease 

que afeta a virulência em diferentes estágios da infecção através da degradação 

de glicoproteínas de matriz extracelular, de IL-1β e da liberação de proteínas de 

superfície de S. pyogenes (Hytönen et al., 2001). CovRS também  regula os genes 

envolvidos na síntese da cápsula de ácido hialurônico, genes esses necessários 

para a disseminação do GAS (Heath et al., 1999; Treviño et al., 2009; Liang et al., 

2013). O SDC CovSR de GAS também regula fatores de escape à 
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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 mutação natural no gene covS, tem baixa susceptibilidade à 

deposição de C3b e à fagocitose, sendo a deposição de C3b fortemente 

aumentada quando esta cepa é complementada com a cópia intacta de covS 

(Agrahari et al., 2013). A inativação covR em AP53 promoveu ainda aumento de 

mais de 100% na ligação desta cepa a proteínas reguladoras do complemento 

C4BP e Fator H, as quais se ligam a glicosaminoglicanos das células humanas 

inibindo a formação da convertase de C3 e a deposição de C3b (Dave et al., 

2004). A participação de covRS na deposição de C3b foi confirmada na cepa 

NS931, indicando o papel deste SDC no escape à opsonização em de GAS. 

Na espécie S. pneumoniae, variações na síntese de diferentes tipos de 

cápsula polissacarídica são reconhecidas como um dos principais fatores de 

escape à opsonização pelo complemento (Hyams et al., 2013). A formação do 

biofilme evita a deposição de C3b e fagocitose em S. pneumoniae (Domenech et 

al., 2013). Em S. sanguinis, o SDC VicRK regula genes implicados na formação de 

biofilme, e em S. mutans, ambos SDCs VicRK e CovR são requeridos para função 

semelhante (Duque et al., 2011; Stipp et al., 2013; Moraes et al., 2014). 

 

6.2 Frequência de fagocitose por PMNs 

 

 A ativação da imunidade pelo complemento é um mecanismo muito 

eficiente da resposta imune envolvidos no processo de fagocitose de 

microrganismos patogênicos. A inativação dos sistemas VicRK e CovR em S. 

mutans promove reduções 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 reduções significativas na fagocitose 

pelos PMNs, o mesmo não ocorreu em S. sanguinis, visto que apenas a mutante 

knockout SKvic apresentou redução significativa em relação à cepa selvagem 

SK36, igualando-se a essa após 60 minutos de exposição aos PMNs. A redução 

de deposição de C3b na superfície bacteriana tem sido associada a reduções 
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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, não 

pudemos verificar qualquer efeito da inativação de covR ou vicK na fagocitose por 

PMNs (Figura 8) Curiosamente, o mutante de vicK obtido em S. mutans UA159 

(UAvic) também não demonstrou redução significativa na susceptibilidade à 

fagocitose, diferindo de estudos prévios realizados em diferentes condições com 

este mutante (Negrini et al., 2012; Alves, 2013). Variações entre soros e das 

características de PMNs de diferentes voluntários poderiam explicar estas 

incongruências. Assim, novos ensaios com diferentes amostras de soro precisarão 

ser realizadas para elucidar este ponto. 
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7 CONCLUSÃO 

 
Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:   

 

1) Diversas cepas de S. sanguinis são menos susceptíveis à deposição de C3b do 

complemento quando comparadas à cepa S. mutans UA159 

 

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

 

3) A inativação de covR não afeta a deposição de iC3b/C3b em S. sanguinis 

SK36. 

 

4) Mutantes SKvic e  SKcov não diferem significativamente da cepa selvagem 

SK36 quanto à fagocitose por PMN em sangue humano. 
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