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RESUMO 
 

LUZ, D. E. Estudo do papel do sistema de captação de fosfato 
inorgânico (Pst) na fisiologia e patogênese de Streptococcus mutans. 
2010. 87 f. Dissertação (Mestrado em Ciências Biológicas) - Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2010. 
 

O fosfato inorgânico é um composto essencial por estar relacionado com 

diversos processos metabólicos e biossíntese de moléculas relevantes à 

sobrevivência celular. Em bactéria são conhecidos dois tipos principais de 

transportadores específicos de fosfato inorgânico, o sistema Pit, de baixa 

afinidade, e o sistema Pst de alta afinidade, um ABC transportador, 

ativado sob carência de fosfato extracelular. O papel deste sistema na 

fisiologia e patogênese de Streptococcus mutans, o principal agente 

etiológico da cárie dental, foi estudado neste trabalho. Os genes que 

codificam o sistema Pst de S. mutans UA159, estão organizados em um 

óperon policistrônico (pstS, pstC1, pstC, pstB, smu.1134 e phoU). A 

análise das sequências de aminoácidos das proteínas do sistema Pst de 

S. mutans com ortólogos do gênero Streptococcus demonstrou maior 

identidade com bactérias da cavidade oral. Análise de prevalência do 

gene pstS, que codifica a proteína ligadora, demonstrou conservação 

entre todas as cepas laboratoriais e de origem clínicas avaliadas. A 

deleção de pstS reduziu a capacidade de incorporação de ortofosfato que 

se refletiu na diminuição da taxa de replicação celular em meios com 

diferentes concentrações de fosfato inorgânico. A mutação também 

reduziu a capacidade da bactéria em aderir à superfícies abióticas e 

diminuiu a hidrofobicidade de superfície, além de aumentar a resistência 

intrínseca a pH ácido. No entanto, não houve alteração na frequência de 

transformação bacteriana. Por fim, o gene pstS de S. mutans foi clonado, 

expresso e a proteína purificada utilizada para obter anticorpos que 

inibiram o crescimento de S. mutans in vitro. Deste modo, sugere-se que o 

sistema Pst seja relevante na fisiologia e patogênese de S. mutans. 

 
Palavras-chave: Sistema Pst. Streptococcus mutans. Importação de Pi. 

ABC transportador. Fosfato. PstS. 



	  

 

ABSTRACT 

 
LUZ, D. E. Study of the role of inorganic phosphate uptake system 
(Pst) in the physiology and pathogenesis of Streptococcus mutans.  
2010. 87 f. Master thesis (Microbiology) - Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2010. 
 

Inorganic phosphate is an essential compound related for several 

metabolic pathways and for the biosynthesis of molecules relevant to 

cellular survival. Bacteria are known to posses two main specific inorganic 

phosphate transporters types; the low-affinity Pit system, and the high 

affinity Pst system, an ABC transporter, activated by phosphate starvation. 

The aim of this work was to study the role of Pst system in the physiology 

and pathogenesis of Streptococcus mutans, the main etiological agent of 

dental caries. The S. mutans UA159 Pst system genes are organized in a 

polycistronic operon (pstS, pstC1, pstC, pstB, smu.1134 and phoU). The 

amino acid sequence analysis of Pst proteins of S. mutans and orthologs 

found among the Streptococcus genus, showed that highest identity value 

are found in oral cavity bacteria. The PstS binding protein was present in 

all tested S. mutans clinical and laboratory strains. The pstS mutant 

showed a reduced ortophosphate uptake which leaded to growth 

deficiency in different phosphate concentrations. The gene deletion also 

caused a reduction in bacteria adherence to abiotic surfaces, a lower cell 

surface hydrophobicity and a small increase in acid resistance. Otherwise, 

there was no change in the bacterial transformation frequency. Finally, the 

S. mutans pstS gene was cloned, expressed and the purified protein was 

used to obtain antibodies that inhibited the in vitro growth of S. mutans. 

Taking together, these results suggest that the Pst transport system plays 

an important role in physiology and pathogenesis S. mutans. 
 
Keywords: Streptococcus mutans. Pst System. ABC transporters. 

Phosphate. PstS. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Streptococcus mutans 
 

A bactéria Streptococcus mutans é uma eubactéria, firmicute, imóvel, 

anaeróbia facultativa que se apresenta na forma de cocos pertencentes à 

microbiota autóctone da cavidade oral (HAMADA et al., 1980). O S. 

mutans é um dos colonizadores primários do biofilme supragengival e em 

conjunto com algumas espécies de Lactobacillus, representa o principal 

agente infeccioso associado à cárie dental, a patologia infecciosa mais 

prevalente em humanos (HARDIE, 1992; VAN HOUTE, 1994). Um 

aspecto importante relacionado ao microambiente oral é a variação na 

disponibilidade de nutrientes, o que torna necessário aos microrganismos 

que nela habitam, o desenvolvimento de mecanismos de sobrevivência 

que permitam a captação de nutrientes essências. Essa necessidade é 

destacada quando da análise do genoma de S. mutans UA159, 

sequênciado em 2002 pela Universidde de Oklahoma (NC 004350), foram 

encontrados cerca de 280 genes - 15% do total de ORFs - codificadores 

de sistemas de transporte (AJDÍC et al., 2002). Os sistemas de transporte 

ativos da família ABC são os mais abundantes com mais de 60 

transportadores, ou seja, 10% do número total de ORFs, da espécie. 

Inúmeros estudos demonstram que esta bactéria possui vários fatores 

de virulência importantes para sua patogenicidade como: (i) sua 

habilidade de aderir firmemente à superfície dental; (ii) produção de ácidos 

a partir de um grande número de carboidratos provenientes da dieta do 

hospedeiro (acidogenicidade); (iii) capacidade de sobreviver e replicar em 

ambientes ácidos (aciduricidade) (MICHALEK et al., 1981; HAMADA et al., 

1984). Entre esses, destaca-se a capacidade de aderência/produção de 

biofilme por se tratar do passo inicial e essencial para o desenvolvimento 

da cárie dental. Além de permitir o contato direto da bactéria - e por 

conseguinte de seus produtos metabólicos - à superfície dental, o biofilme 

dificulta o acesso da saliva à superfície do dente, impedindo a promoção 

de sua ação tamponante na presença do ácido láctico produzido por S. 

mutans (HAMADA et al., 1980). A adesão de S. mutans à superfície dental 
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envolve dois passos: o primeiro estágio, chamada de sacarose-

independente é reversível - garante a interação da bactéria às proteínas 

salivares e macromoléculas bacterianas associadas à superfície 

mineralizada dos elementos dentais – e se refere à adesão a película 

adquirida, (BURNE, 1998). Nesta etapa, adesinas bacterianas como 

antígeno I/II (ou proteína SpaP, ou proteína P1) são fundamentais. O 

segundo estágio, sacarose-dependente, caracteriza-se pela produção de 

glucanos insolúveis, denominados PECs que são produzidas pelas 

enzimas GTF a partir de sacarose e sua interação com as adesinas GBP 

(HAMADA et al., 1984; BOWEN et al., 1991; CROWLEY et al., 1999; 

RUSSELL, 2006). A capacidade dessa bactéria em aderir à superfície 

dental pode ser aferida, de modo indireto in vitro, pela aderência a 

superfícies abióticas, como placas de microtitulação (BERLUTTI et al., 

2004). 

 

1.2 Transportadores de fosfato inorgânico em bactérias 
 

O transporte de fosfato inorgânico (Pi), em conjunto com o transporte 

de componentes organo-fosfatados, é essencial para o controle e 

regulação interna da homeostase de fosfato relacionado a fontes de 

energia, biossíntese de DNA, RNA e fofolipídeos (VAN VEEN et al., 1994). 

Os microrganismos devem acumular fósforo e nutrientes que contenham 

fósforo do ambiente, esses compostos devem passar pelo envelope 

celular antes de chegarem ao citoplasma (VAN VEEN et al., 1994). A 

captação de substâncias através da membrana citoplasmática, em 

particular de bactérias, é realizada por diferentes processos, como a 

difusão passiva, facilitada, ou ainda, por mecanismos de transporte ativo. 

Sistemas de transporte de nutrientes em bactérias, incluindo o fosfato, 

podem ser divididos em dois grupos: os sistemas primários e os sistemas 

secundários (VAN VEEN et al., 1994).  

Os sistemas primários, por definição, medeiam um movimento vetorial 

do soluto através da membrana citoplasmática juntamente com uma 

reação química, são sensíveis ao choque osmótico e sua fonte de energia 
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vem diretamente da hidrólise de ATP, dentro deste tipo de sistemas 

destaca-se, os ABC transportadores.  

Os transportadores do tipo ABC estão presentes nos três grandes 

reinos biológicos e são empregados por archea, eubactérias e eucariotos, 

sendo utilizados tanto para captar, como para exportar diferentes 

substâncias (HIGGINS, 1992; HIGGINS, 2001). Os sistemas importadores 

do tipo ABC são restritos às bactérias e archeas, em geral, constituem 5% 

dos genomas bacterianos conhecidos e são constituídos por três 

componentes funcionais e estruturais (Figura 1), dentre esses dois estão 

associados à membrana citoplasmática enquanto o terceiro mostra-se 

solúvel nas bactérias gram-negativas, ou associados à membrana 

citoplasmática nas gram-positivas (MOUTRAN et al., 2003; LINTON et al., 

1998).  

Os componentes associados à membrana interna são responsáveis 

pela formação de um poro por onde a substância será transportada, esses 

componentes são, em geral, formados por duas proteínas hidrofóbicas 

que atravessam a membrana citoplasmática, e por isso, são denominados 

de domínio integral de membrana (DIM) (MOUREZ et al., 1997). O 

segundo componente desses sistemas ABC de transporte em bactérias é 

representado domínios geradores de energia, que são proteínas 

associadas à face interna da membrana citoplasmática e ligam ATP, 

sendo chamadas de domínios de ligação de nucleotídeos (DLN) (YOUNG 

et al., 1999). O terceiro componente denominado domínio ligador de 

substrato (LS), é responsável pela especificidade e afinidade do sistema, 

sendo encontrado solúvel no periplasma de bactérias gram-negativas 

enquanto que em gram-positivas, são encontrados na forma de 

lipoproteínas ancoradas por meio de um resíduo de acil-gliceril-cisteína N-

terminal à face externa da membrana citoplasmática (DASSA, 2000). 
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Figura 1. Representação esquemática de um transpotador ABC em bactéria 

gram-positiva. Os três domínios contituintes de um sistema 
importador estão destacados. 

 

Os sistemas secundários por sua vez, catalizam a translocação do 

nutriente através da membrana de maneira uniporte, simporte ou antiporte 

com outro soluto, sem estar associado com uma reação química, são 

insensíveis ao choque osmótico e utilizam o gradiente eletroquímico da 

membrana para extrair a energia necessária para o seu funcionamento 

(HAROLD, 1986). Assim, enquanto transportadores primários são 

intrinsicamente unidirecionais, os transportadores secundários mediam 

fluxo de captação ou efluxo de solutos de acordo com um gradiente 

eletroquímico predito (KONINGS et al., 1994).  

Em Escherischia coli são conhecidos quatro sistemas de transporte de 

fosfato que podem ser classificados com base na especificidade ao 

substrato, bioenergética e critérios estruturais (Figura 2) (VAN VEEN, 

1997). O sistema Pst e o sistema Pit são específicos para fosfato 

inorgânico e são controlados pelo seu movimento. Há também dois 

sistemas de transporte de fosfato inorgânico mediados por troca iônica, 

onde o fosfato inorgânico é aceito como um análogo de um organo-

fosfato, como os sistemas que transporta sn-glicerol-3-fosfato (GlpT) e o 

transportador de Glicose-6-fosfato (UhpT) (LARSON, 1987; MALONEY et 

al., 1990). Pit, GlpT e UhpT são considerados sistemas de transporte 

secundários. Pit funciona como um sistema simporte H+/ soluto. GlpT e 
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UhpT são sistemas antiporte que acopla a acumulação de açucares 

fosfatados à liberação de fosfato sob condições fisiológicas (AMBUDKAR 

et al., 1986; SONNA et al., 1988). Pit, GlpT e UhpT não utilizam uma 

proteína ligadora periplasmática e aparentemente consistem em uma 

única proteína transmembrânica (EIGLMEIER et al., 1987; ELVIN et al., 

1986). O sistema Pst, por outro lado, opera como um mecanismo de 

transporte primário, sua estrutura é bem mais complexa, envolvendo 

várias proteínas de membrana, e também uma proteína ligadora de 

fosfato (SURIN et al., 1987). 

 

 
 
Figura 2. Representação esquemática de transportadores de fosfato em E. coli. 

1) Sistema de trasporte específico de fosfato inorgânico (Pst); 2) 
Transportador de fosfato inorgânico (Pit); 3) Sistema antiporte de 
ligação ao fosfato sn-glicerol-3-Fosfato; 4) Sistema antiporte de ligação 
ao fosfato Glicose-6-Fosfato.  
Fonte: Adaptado de Van Veen, 1997. 

 

O transporte de íons fosfato via Pit, Pst, GlpT e UhpT em E. coli tem 

geralmente sido interpretada em termos de translocação de fosfato 

monobásico ou dibásico. Assim, Pst mediaria a translocação de H2PO4
- e 

HPO4
2- (ROSENBERG, 1987). Os antiporters ligadores de fosfato GlpT e 

UhpT medeiam a troca eletroneutra de H2PO4
- , ânions organo fosfatos ou 

ambos (MALONEY et al., 1990). Em adição, é geralmente assumido que 

HPO4
2- é a espécie de íon fosfato que é transportado por Pit (VAN VEEN, 

1997). 
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Mais recentemente, tem sido descrito em bactérias como E. coli e 

Mycobacterium smegmatis, um segundo sistema pertencente à família 

ABC com afinidade a fosfito/fosfato, regulado pela baixa concentração 

destes compostos, conhecido como sistema Phn, que é codificado por um 

óperon de três genes, possuindo grandes semelhanças com o sistema 

Pst, sendo sugerido substitui-lo no transporte de fosfato, quando este está 

ausente (GEBHARD et al., 2006; ELASHVILI et al., 1998). 

 

1.3 Sistema Pst de transporte de fosfato inorgânico 
 
 O sistema Pst de transporte pertence a grande família dos ABC 

transportadores, e se caracteriza por possuir uma alta afinidade ao fosfato 

inorgânico (HIGGINS et al., 1990). 

 A caracterização desse transportador em E. coli mostrou que este é 

codificado por um óperon policistrônico contendo cinco genes, sendo que 

quatro codificam os componentes estruturais do sistema de transporte 

(Figura 3).  

O primeiro cístron consiste no gene pstS e codifica a proteína ligadora 

de fosfato, caracterizada pela alta afinidade e especificidade a esse íon. A 

jusante são encontrados os genes pstA e pstC, que codificam proteínas 

hidrofóbicas com seis hélices transmembrânicas e são responsáveis pela 

formação do poro pelo qual o fosfato passa após ser ligado por PstS. 

Análises mutacionais de PstA e PstC sugerem que o fosfato é translocado 

através delas via “cadeia de fosfato” formada por uma ponte salina 

contendo três resíduos de arginina/glutamato (ou aspartato). É necessário 

o movimento participativo das hélices de PstA e PstC para abrir ou fechar 

o canal de fosfato, isto é ativado pela isomerização cis-trans de dois pares 

de resíduos de cisteína energizadas pelo ATP hidrolizado por PstB 

(BRANDL et al., 1986; WEBB et al., 1992). PstB consiste na proteína 

ligadora de núcleotídeo, pois possui os motivos de ligação ao ATP (Walker 

A e Walker B) codificada pelo cístron seguinte à pstC (Figura 4). PstB 

interage com PstA e/ou PstC na sua face citoplasmática, e por analogia a 

outros sistemas ABC transportadores, provavelmente funciona como um 

dímero (WANNER, 1993).  
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Figura 3. Organização do óperon pst em E. coli.  

Fonte: AGUENA, 2007. 
 

O último cístron do óperon, phoU, codifica uma proteína periférica de 

membrana, e seu papel no transporte de fosfato ainda é controvérso, 

embora estudos sugiram que esta proteína regule negativamente o 

regulon fosfato (Pho) (BUCKLES et al., 2006).  

 

 
 

Figura 4. Modelo esquematizado do sistema Pst em E. coli.  
Fonte: Adaptado de Dassa et al., 2000.  

 

 Os genes pstS, pstC, pstA, pstB e phoU possuem sua expressão 

altamente regulada. O promotor de pstS é pouco expresso em seus níveis 

basais, quando o fosfato inorgânico está presente em excesso no 

ambiente, porém, mostra uma ativação de 100 vezes na expressão 

quando há carência deste nutriente (METCALF et al., 1991). O óperon pst 

é parte do regulon Pho, que consiste em aproximadamente 33 genes, 

denominados de PSI, cujos os produtos agem primariamente na 

assimilação de fosfato do ambiente (WANNER, 1993).  

O regulon Pho é representado por um sistema de dois componentes 

sendo uma proteína sensora (PhoB) e uma proteína reguladora 

transcricional (PhoR) que na carência de fosfato ativa a transcrição dos 
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genes pertencentes ao regulon, através de sua ligação à sequências 

específicas localizadas nas regiões promotoras dos genes denominadas 

Pho boxes (NOVAK et al., 1999; WANNER, 1995). Estudos sugerem que 

o sistema Pst está ligado a mecanismos moleculares que levam a 

desativação do regulon Pho, interferindo na expressão dos genes ligados 

a ele (LAMARCHE et al., 2008; WANNER, 1996; RAO et al., 1990) 

 

1.4 Pleiotropismo do sistema Pst 
 

Além do papel primordial na incorporação de Pi em condições de 

escassez do nutriente, o sistema Pst de transporte está relacionado a 

mecanismos de virulência em diversos patógenos (LAMARCHE et al., 

2008). De fato, segundo Jacobsen et al. (2008), mutantes pstA e pstS 

mostraram constutividade na expressão de genes do regulon Pho, 

demonstrando o papel repressor do óperon pst sobre esse regulon.  

Efeitos pleiotrópicos do óperon pst foram demonstrados em várias 

linhagens de E. coli. Na linhagem aviária patogênica, a inativação do 

sistema Pst reduziu significativamente o número de lesões extra-

intestinais nas aves, além da perda de resistência ao soro de coelho e ao 

choque ácido. Em enteropatogênica de porcos, mutantes pst tiveram 

adesão aos enterócitos e patogenicidade significativamente menor quando 

comparada à linhagem selvagem. (LAMARCHE et al., 2005; DAIGLE et 

al., 1995; BATISSON et al., 2003). Ja em linhagem extraintestinal, 

mutantes pst tiveram uma perda na produção de polissacarídeos de 

superfície e tornaram-se totalmente não patogênicas. Em E. coli 

uropatogênica, mutações no gene phoU causaram diminuição de 100 

vezes na capacidade de colonizar o trato urinários de camundongos 

(LAMARCHE et al., 2008; BAHRANI-MOUGEOT et al., 2002; BUCKLES et 

al., 2006). Ao contrário de outras linhagens, uma inserção entre os genes 

pstA e pstB, em E. coli enteroinvasiva aumentou cerca de cinco vezes o 

nível de invasão à células epiteliais humanas in vitro, tornando a bactéria 

hiper-invasiva” (SINAI et al., 1993). 

Em Shigella flexneri, outra bactéria entérica, mutações no óperon pst 

acarretaram em uma diminuição da virulência quando comparadas com 
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linhagens selvagens (RUNYEN-JANECKY et al., 2005). Srinivasa Rao et 

al. (2003, 2004), relataram que em um modelo de infecção em peixes, 

mutações nos genes pstC, pstB e pstS atenuaram significativamente a 

virulência da bactéria Edwardsiella tarda, causadora de infecção intestinal 

em humanos e septicemia em peixes. 

No patógeno extra-intestinal Proteus mirabilis, mutações nos genes 

pstS e pstA, levaram à competição deficiente pela colonização na urina, 

bexiga e rins de camundongos quando comparados com a linhagem 

selvagem (BURALL et al., 2004; JACOBSEN et al., 2008). Além disso, 

mutantes pst se mostraram atenuados em modelos de infecção urinária in 

vivo, pela deficiência na produção de biofilme, deficiência essa também 

relatada em mutantes pst de Pseudomonas aureofaciens. Em P. mirabilis, 

o sistema Pst regula negativamente a formação de biofilme, sendo 

portanto, importante para sua patogênese (O’MAY et al., 2009; MONDS et 

al., 2001). 

Dentro do gênero Streptococcus, foi observado que a mutagênese no 

gene pstB resultou na redução da capacidade de captar fosfato, na 

frequência de transformação e na patogenicidade em modelo de 

septicemia em murinos na bactéria (POLISSI et al., 1998; NOVAK et al., 

1999). 

Soualhine et al. (2005) relataram a relação do sistema Pst com a 

resistência à penicilina em S. pneumoniae, onde a inativação do gene 

pstS levou a um aumento de duas vezes na susceptiabilidade à penicilina 

nas linhagens estudadas. Além disso, mutação no gene pstB mostrou 

diminuição tanto na competência quanto na capacidade de produzir 

biofilme, prejudicando a adesão do pneumococo ao epitélio respiratório.  
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2 OBJETIVOS 

 

Este projeto tem como objetivo geral estudar o papel do sistema de 

captação de fosfato inorgânico (Pst), um transportador ativo da família 

ABC, na fisiologia e patogênese da linhagem UA159 de S. mutans. O 

trabalho envolverá os seguintes objetivos específicos: 

 

I. Caracterização in silico dos componentes do sistema de 

transporte de fosfato inorgânico em S. mutans UA159; 

 

II. Determinação da prevalência do componente ligador do 

óperon pst entre amostras de S. mutans; 

 

III. Obtenção de mutante de S. mutans deletado no gene pstS 

para avaliação de seus papéis na fisiologia e patogenicidade 

em S. mutans; 

 

IV. Clonagem, expressão e purificação do componente ligador 

do sistema de transporte de fosfato inorgânico (PstS) para 

produção de anticorpos e avaliação de suas características. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS	  
 

3.1 Identificação e análise computacional do óperon pst 
 

As sequências de interesse ao presente estudo foram obtidas pelos 

bancos de dados do NCBI (www.ncbi.nlm.nhi.gov) e KEGG 

(www.genome.ad.jp/keeg). Utilizando o programa BLAST/P foi feita a 

identificação dos ortólogos do sistema Pst com os maiores graus de 

similaridades, medidos pelos seus respectivos e-values (ALTSCHUL et al., 

1997). Características inerentes aos diferentes ortólogos que compõem o 

sistema Pst entre as bactérias pesquisadas foram obtidas pelas análises 

no programa ProtParam (http://www.expasy.ch/tools/protparam.html). 

Através do método de Neighbor-joining (SAITOU et al., 1987) realizado 

pelo programa Phylip foram obtidas árvores não-enraizadas, com valores 

de bootstrap igual a 100 réplicas, o que possibilita uma análise visual da 

similaridade entre ortólogos. Para análise do codon-usage das bactérias 

utilizadas na expressão heteróloga da proteína PstS foi utilizado a 

ferramenta disponível no site http://www.jcat.de/. Segue a lista de 

programas utilizados em diferentes etapas do trabalho in silico: 

 

3.1.1 BLAST  

 

 Utilizamos o programa BLAST-P (http://blast.genome.d.jp/) para a 

comparação de seqüências de aminoácidos das diferentes proteínas que 

compõem o sistema Pst e seus ortólogs encontrados em diferentes 

bactérias gram-positivas, focando nas pertecentes ao gênero 

Streptococcus. A seqüência incógnita (query) e a seqüência do GeneBank 

(subject) são representadas por suas porcentagens de aminoácidos 

idênticos ou similares obtidas.  

 

3.1.2 ProtParam  (Protein Identification and Analysis Tool) 

 O programa ProtParam fornece as características bioquímicas 

protéicas, a partir das seqüências de aminoácidos das proteínas 
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pesquisadas, como o peso molecular, o número de aminoácidos, o pI 

teórico, entre outros. 

3.1.3 Phylip (PHYLogeny Inference Package) 

 

Árvores não enraizadas foram geradas com o programa Phylip 

por meio dos métodos de Neighbor-Joining, com os valores de Bootstrap 

de 100. (http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html). 

 

3.1.4 SignalP 3.0 

 

Programa que prediz a região de clivagem do peptídeo sinal de 

proteínas presentes em bactérias gram-positivas/negativas, pelos 

métodos de Neural Works e Hidden Markov models 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).   

 

3.2 Meios de cultura e soluções 
 
Meio BHI (Sigma) 

Meio comercial de cultura, contém; 12,5% (m/v) infusão de cérebro 

de borrego, 5% (m/v) infusão de coração de boi, 10% (m/v) 

peptona, 5% (m/v) cloreto de sódio, 2% (m/v) D-Glicose, 2,5% (m/v) 

Dehidrofosfato de sódio. Para meio sólido foi adicionado 2,5% (m/v) 

Agár. 

Meio LB (MILLER,1992) 

1% (m/v) extrato de triptona, 0,5% (m/v) extrato de levedura, 1% 

(m/v) NaCl; pH 7,4; Para meio sólido foi utilizado 2,5% (m/v) de 

ágar 

Meio FMC (TERLECKYJ et al.,1975) 

 44,2% (m/v) KH2PO4, 30,5% (m/v) K2HPO4, 60% (m/v) (NH4)2SO4, 

30% (m/v) L-ácido glutâmico, 10% (m/v) L-treonina, 20% (m/v) L-

arginina, 20% (m/v) L-histidina, 20% (m/v) L-triptofano, 10% (m/v) L-

valina, 11% (m/v) L-lisina, 10% (m/v) L-ácido aspártico, 10% (m/v) 

L-fenilalanina, 10% (m/v) L-serina, 20% (m/v) L-prolina, 20% (m/v) 
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L-hidroxiprolina, 20% (m/v) glicina, 10% (m/v) L-isoleucina, 10% 

(m/v) L-metionina, 20% (m/v) L-cisteína, 20% (m/v) L-tirosina, 10% 

(m/v) L-leucina, 20% (m/v) DL-alanina, 0,5% (m/v) L-glutamina, 

3,5% (m/v) adenina, 2,7% (m/v) guanina, 3% (m/v) uracil, 20% (m/v) 

MgSO4.7H2O, 1% (m/v) NaCl, 1% (m/v) FeSO4.7H2O, 1% (m/v) 

MnSO4.4H2O, 0,02% (m/v) riboflavina, 0,005% (m/v) biotina, 

0,005% (m/v) ácido fólico, 0,04% (m/v) piridoxamina, 0,04% (m/v) 

ácido pantotênico, 0,004% (m/v) ácido para-aminobenzóico, 0,02% 

(m/v) tiamina-HCl, 0,1% (m/v) nicotinamina, 1,8% (m/v) glicose; pH 

7,0; 40mM MOPS quando necessário. 

Meio LS 

20% (m/v) glicose, 0,1% (m/v) L-triptofano, 2% (m/v) 

casaminoácidos, 10% (m/v) extrato de levedura. 

Meio BM (LOO, et al,. 2000) 

10% (m/v) KH2PO4, 2% (m/v) K2HPO4, 1,3% (m/v) (NH4)2SO4, 2% 

(m/v) NaCl, 0,02% (m/v) MnCl2.4H2O, 0.001% (m/v) FeCl3.6H2O, 

2% (m/v) casominoácidos, 0,025% (m/v) MgSO4.7H2O, 0,007% 

(m/v) CaCl2.2H2O, 1,2% (m/v) piridoxina-HCl, 0,23% (m/v) ácido 

nicotínico, 0,12% (m/v) ácido pantotênico, 0,02% (m/v) riboflavina, 

0,005% (m/v) tiamina-HCl, 0,0006% (m/v) D-biotina, 0,025% (m/v) 

L-glutamato, 0,01% (m/v) L-arginina-HCl, 0,01% (m/v) L-cisteína-

HCl, 0,001% (m/v) L-triptofano, 0,18% (m/v) glicose ou 0,17% (m/v) 

sacarose; pH7,4.  

Tampão Citrato-Glicose  

2,29% (m/v) citrato de sódio, 2% (m/v) glicose; pH 7,0; Quando 

necessário foi adicionado 500mM KH2PO4. 

Tampão Glicina-HCl (0,1M) 

 0,75 % (m/v) Glicina; pH 2,85 

 Tampão Glicina-NaOH (0,1M) 

 0,75 % (m/v) Glicina; pH 7,0 

Tampão PUM  

16,94% (m/v) K2HPO4, 7,26% (m/v) KH2PO4, 1,8% (m/v) uréia, 

0,2% Mg2SO4.7H2O; pH 7,1. 

Tampão TAE (Corridas DNA) 
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242% (m/v) Tris, 57,1% (m/v) ácido acético, 100mL EDTA (0,5M 

pH8,0). 

Tampão de eletroforese de proteína 

 3,03% (m/v) Tris, 14,45% (m/v) glicina,  3 mL solução SDS (sodium 

dodecyl sulfate) 20%. 

Tampão A (Purificação da proteína) 

12,1% (m/v) tris, 29,22% (m/v) NaCl. 

Tampão B (Purificação da proteína) 

12,1% (m/v) tris, 29,22% (m/v) NaCl, 68,08% (m/v) Imidazol; pH 

7,2. 

Tampão de transferência  

3% (m/v) Tris-Base, 11,26% (m/v) Glicina, 100 mL metanol 

Tampão PBS-Tween  

 136,8 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4; 

pH7,4; Detergente Tween 80% foi adicionado 

 

Quando necessário, antibióticos foram adicionados nas seguintes 

concentrações: canamicina (Km), 50µg/mL e 1mg/mL; tetraciclina (Tet) 

15µg/mL; ampicilina, 100µg/mL; cloranfenicol (Cm) 10µg/mL e eritromicina 

(Em) 10µg/mL. 
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3.3 Cepas, plasmídeos e oligonucleotídeos 

 
 As linhagens bacterianas utilizadas estão descritas na Tabela 1, os 

plasmídeos na Tabela 2 e os oligonucleotídeos na Tabela 3. 

 
Tabela 1 – Linhagens de bactérias utilizadas  

(Continua) 

 
Linhagem 

 
Característica 

 
Fonte 

A1/A5-A9/A11/A12 
A15/A24/A25 

Isolado clínico de S. mutans Nepomuceno, 2007 

Bacillus subtilis 
WB800 

Não produtora de protease Murashima, 2002 

BL21 pLyss E. coli K12 F- ompT gal dcm 
lon hsdSB(rB

- mB
-) λ(DE3) 

pLysS(cmR) 

Moffatt, 1897 

BL21 Ril E. coli K12 BF-ompT hsdS 
(rB

- mB
-) dcm+ Tet- galλ 

(DE3) endA Hte 

Stratagene 

BL21 RP E. coli K12 BF-ompT hsdS 
(rB

- mB
-) dcm+ Tet- galλ 

(DE3) endA metA::Tn5 

Stratagene 

BL21 star E. coli K12 deficiente em 
RNAse E 

Invitrogen 

BsHT B. subtilis WB800 contendo 
vetor pHT08pstS 

(pHT08+pstS) 

Neste trabalho 

DH10B E. coli K12 ∆(mrr-hsd  MS-
mcrBC) mcrA recA1 

Durfee, 2008 

DL1 S. mutans ΔpstS:NPKmr Este Trabalho 

 
EcoXLPQ 

E. coli XL1-Blue 
transformada com pQpstS 

(pQE-30+pstS) 

 
Este Trabalho 

 
Eco RPPet 

E. coli BL21-RP 
transformada com pETpstS 

(pET-28a+pstS) 

 
Este Trabalho 
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Tabela 1 – Linhagens de bactérias 
(Conclusão) 

 

Linhagem 

 

Característica 

 

Fonte 

EcoPPet E. coli BL21-Plyss com 
pETpstS (pET-28a+pstS) 

Este Trabalho 
 
 

EcoRIPet E. coli BL21-RIL transformada 
com pETpstS (pET-28a+pstS) 

Este Trabalho 
 
 

EcoSPet E. coli BL21-Star transformada 
com pETpstS (pET-28a+pstS) 

Este Trabalho 
 

LT11 S. mutans NCTC10449 cepa 
laboratorial 

Nepomuceno, 2007 

UA159 S. mutans Cepa sequênciada 
na universidade de Oklahoma 

Adíjc, 2002 

XL1-Blue S. mutans lac – F’ [proAB+ 
lacIq lacZ ∆M15 Tn10 (tetr) 

Bullock, 1987 
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Tabela 2 – Vetores e plasmídeos utilizados  
 

Plasmídeo 
 

Característica 
 

Fonte 

 

pALH124 

Vetor de E. coli contendo 

Cassete não-polar Km 

 

Ahn, 2006 

 

pET28a 

Vetor de expressão em E. 

coli, Histag N-terminal, Kmr 

 

Novagen 

 

pETpstS 

Vetor pET28a contendo o 

gene pstS de S. mutans 

 

Este Trabalho 

 

pGEM  T-easy 

Vetor de clonagem linear de 

E. coli, cauda poliT, Ampr 

 

Promega 

 

pGpstS 

Vetor pGEM T-easy contendo 

o gene pstS de S. mutans 

 

Este Trabalho 

 

pHT08 

Vetor de expressão em B. 

subtilis, histag N-terminal Cm 

 

Nguyen et. al., 2007 

 

pHT08pstS 

Vetor pHT08 contendo o 

gene pstS de S. mutans 

 

Este Trabalho 

 

pQE-30 

Vetor de expressão, Histag 

N-terminal, Ampr 

 

Qiagen 

 

pQpstS 

Vetor pQE-30 contendo o 

gene pstS de S. mutans 

 

Este trabalho 

 

pMSP3535 

Vetor de expressão em S. 

mutans Ermr 

 

Bryan et al., 2000 
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Tabela 3 – Oligonucleotídeos utilizados  

Oligonucleotídeo Sequência 

5’arm1pstS 5’ gggTgCTCgAAATgTTgTTg 3  

3’arm1pstS 5’gggCTAgCggATCCAATAAAg’TTA 3’ 

5’arm2 pstS 5’gTTCTTTTAggATCCTgTgTggAg 3 

3’arm2 pstS 5’ AgAgCgAAgCCAAgATgg 3‘ 

FwpstSBamHI 5 'ggCAgTCggATCCCAgTgTTgg 3  

RvpstSSacI 5 'CTTCTCTgAgCTCTTTACTTAgCA 3’  

RvSeqpstS 5' TggAAACAgCTTggCgggC 3’ 

FwseqpstS 5' ggTAAgAAATAgCgCCCgg 3’ 

GtfBFw 5’ACTACACTTTCgggTggCTTgg 3’  

GTfBRv 5’ CAgTATAAgCgCCAgTTTCATC 3’ 

 
3.4 Análise de prevalência do gene pstS em linhagens de S. 
mutans 

 
3.4.1 Isolamento do DNA genômico de S. mutans 

 

O isolamento do DNA genômico foi feito seguindo metodologia 

destrita por BURNE et al. (1987). Foram incubados 20ml de cultura de S. 

mutans, crescida por 16 horas a 37 oC e 5% CO2. A cultura foi 

centrifugada a 4.500g por 15 minutos a 4 oC. O sobrenadante foi 

desprezado, o precipitado suspenso em 5ml de TBS (0,121% Tris) e 

centrifugado a 11.000g por 5 minutos a 4 oC. Foram adicionados 545µl de 

TE (50:10) (3,72% Tris, 6,07% EDTA) e lisozima (10mg/ml), a preparação 

foi incubada a 37 oC por 30 minutos. Após esse período adicionou-se 50µl 

de SDS 20% e incubou-se a 65 oC por 15 minutos. Após leve resfriamento 

da suspensão foi aplicado 2µl de proteinase K (20mg/ml) e incubado a 37 

oC por 30 minutos. Adicionou-se 100µl de NaCl (5M) e 80µl de 
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CTAB+NaCl (10% - 0,7M) manteu-se a amostra a 65 oC por 20 minutos. A 

fase aquosa foi extraída da porção superior após adição de fenol-

clorofórmio-álcool isoamílico (25:24:1) e centrifugação a 15.500g por 5 

minutos. Nova extração da fase aquosa superior foi realizada após adição 

de clorofórmio-álcool isoamílico (24:1) e centrifugação nas mesmas 

condições. Adicionou-se isopropanol absoluto gelado a fase aquosa 

seguido de centrifugação a 13.000g por 30 minutos (para preciptação do 

DNA). O DNA preciptado foi limpo adicionando etanol 70% e 

centrifugando a 11.000g por 10 minutos. O preciptado final foi 

ressuspenso em TE (10:1) (37,2g Tris, 121g EDTA por litro), tratado com 

2µl RNAse (10mg/mL) por 15min a 37 oC e estocada  a –20 oC  até o 

momento de uso. 

 

3.4.2 Amplificação de pstS de S. mutans por PCR  

 
Após o isolamento do DNA genômico de S. mutans, foram 

utilizados iniciadores específicos para a detecção do gene pstS. Estes 

iniciadores foram construídos a partir da sequência genômica da cepa de 

S. mutans UA159 disponível no GenBank (número de acesso AE014133) 

sendo FwpstSBamHI à montante e RvpstSSacI à jusante deste. O ciclo 

empregado para esta amplificação foi: 1. 95 oC por 5 minutos; 2. 95 oC por 

30 segundos; 3. 45 oC por 30 segundos; 4. 72 oC por 1 minuto e 20 

segundos; 5. Repete 5 vezes a partir do passo 2; 6. 95 oC por 30 

segundos; 7. 55 oC por 30 segundos; 8. 72 oC por 1 minuto e 20 

segundos; 9. Repete 25 vezes a partir do passo 6; 10. 72 oC por 7 

minutos. 

 
3.5 Construção do mutante deletado no gene pstS  
 
3.5.1 Obtenção do mutante DL1 

 
A metodologia empregada na construção do mutante DL1 seguiu 

normas estabelecidas na literatura, baseadas na inserção de fragmento 

linear construído in vitro substituindo o gene pstS (LEMOS et al., 2004). 
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As seqüências dos iniciadores foram originadas a partir da seqüência do 

gene e adjacências obtida no site KEGG 

(http://www.genome.ad.jp/kegg/kegg2.html). Os iniciadores 5’arm1pstS e 

3’arm1pstS foram utilizados para amplificar um fragmento de 1.030pb à 

montante do gene pstS. Os iniciadores 5’arm2pstS e 3’arm2pstS foram 

utilizados para amplificar um fragmento de 1.039pb à jusante do gene 

pstS. Os produtos de PCR foram digeridos com a enzima de restrição 

BamHI e ligados ao cassete não polar de canamicina, oriundo do 

plasmídeo pAHL124 após digestão com a mesma endonuclease. As 

misturas de ligação foram introduzidas em S. mutans UA159 por 

transformação natural. 

 

3.5.2 Transformação de S. mutans  

 

 A construção in vitro realizada para a deleção do gene pstS, foi 

inserida na bactéria por transformação, aproveitando das condições de 

competência natural deste gênero bacteriano (PERRY et al., 1983). Uma 

colônia isolada de S. mutans UA159 foi inoculada em 5mL BHI por 16 

horas e 5% CO2. Uma diluição de 1:20 foi realizada em meio BHI fresco 

pré-aquecido. Após 2 horas de crescimento o conteúdo do produto de 

ligação foi adicionado e incubado por 3 horas nas mesmas condições. Os 

transformantes foram semeados em placas de BHI com canamicina 

(1mg/mL) e incubados por 48 horas a 37 0C e 5% CO2. Transformantes 

positivos foram confirmados pela ausência de amplificação do gene pstS 

(iniciadores FwpstSBamHI e RvpstSSacI), por sequênciamento e por 

imunodetecção com anticorpos anti-PstS monoespecíficos.  

 

3.6 Caracterização do mutante DL1 

 

3.6.1 Experimento de internalização de fosfato radioativo (32P) 

 

A cultura foi crescida em 10mL de meio FMC contendo 4mM de 

fosfato por 16h, 37 oC, 5% CO2. Após crescimento foram centrifugadas 

5.000rpm por 10 minutos e ressuspendidas com FMC sem fosfato, por 
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duas vezes e ao final ressuspensas até uma DO600nm 0,1. Em seguida as 

culturas foram incubadas por 6 horas, a 37 oC, 5% CO2 para induzir 

carência de fosfato. Após incubação, foi aliquotado 1mL de cada linhagem 

seguida de incubação por 5min a 37 oC sob agitação e então adicionado 

0,5µM de K2HPO4 e 10µCi de fosfato radioativo (32P). Em intervalos de 

tempos pré estabelecidos, alíquotas de 100µL foram adicionadas à 

membranas de nitrocelulose (MilliporeTM Billerica, Massachusets, USA) em 

um aparelho de Manifold (MilliporeTM Billerica, Massachusets, USA) e 

prontamente embebidas com tampão citrato-glicose contendo 50mM  de 

K2HPO4  para interromper a captação. As membranas foram retiradas do 

aparelho e 3mL de líquido de cintilação foi adicionado. A radiação foi 

contabilizada em um leitor de radiação β. 

 

3.6.2 Curvas de crescimento em diferentes concentrações de fosfato 

 

As cepas foram crescidas em 5mL de meio FMC utilizando tampão 

MOPS 40mM contendo 10mM de fosfato de potássio bibásico H2PO4 por 

16h, 37 oC, 5% CO2. Duas lavagens das culturas foram realizadas com 8 

mL de tampão citrato-glicose. Por fim a DO600mm foi ajustada a 0,3 para os 

inóculos em 5mL de meio FMC (1:25) contendo K2HPO4 nas 

concentrações de 1mM, 4mM, 10mM e 30mM de fosfato. A bactéria foi 

incubada em condições idênticas e a medida de absorbância a 600nm 

feita cada 2 horas. Cada experimento foi feito em triplicatas.  

 

3.6.3 Teste de frequência de transformação de S. mutans  

 

As bactérias foram incubadas em meio BHI acrescido de 5% de 

soro de cavalo inativado a 37 0C e 5%CO2 até uma D.O600nm de 0,2. Após 

o período de incubação, CSP (100mmol ml-1) foi adicionado a cultura e 

esta foi incubada por 20min. Adicionou-se então o plasmídeo pMSP3535 

(500ng.ml-1 ). Amostras que não receberam o plasmídeo serviram como 

controle. As células foram incubadas a 37 oC por 3 horas e plaqueadas 

em placas de BHI com o antibiótico em questão por um período de 48 
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horas. A frequência de transformação foi determinada através da 

contagem de transformantes entre as células viáveis no recipiente (AHN et 

al., 2005). 

 

3.6.4 Teste de aderência/produção de biofilme 

 

Uma colônia isolada de S.mutans foi crescida em 5mL de meio BHI 

a 37ºC, 5%CO2 por 16 horas. Após este período, uma diluição de 1:100 foi 

realizada no meio BHI fresco seguido por incubação nas condições 

descritas anteriormente até atingir uma D.O.600nm 0,5. Uma nova diluição 

de 1:100 foi feita em meio BM fresco, aliquotas de 200µl foram dispostas 

em poços de placas de microtitulação (96-well optical bottom platesTM, 

Nunc, Rochester, NY USA), seguido por incubação, a 37 ºC, 5%CO2 por 

24 horas. Posteriormente, o meio de cultura conjuntamente com as células 

não aderidas foi removido, por inversão da placa. A placa foi submersa em 

solução salina e seu conteúdo retirado por inversão. Foi adicionado 100µl 

de cristal violeta em cada poço e incubado por 15min em temperatura 

ambiente. O processo de lavagem foi então repetido com solução salina 

por duas vezes e, ao final, as células coradas foram ressuspensas com 

200µl de ácido acético (33%) por poço. A absorbância foi aferida em leitor 

de de placas a 600nm (BERLUTTI et al., 2004). 

 

3.6.5 Teste de hidrofobicidade  

 

As culturas bacterianas foram incubadas em meio BHI a 37oC , 

5%CO2 e tiveram sua D.O600nm aferida até que as células atingissem duas 

fases distintas do crescimento celular: logarítmica e estacionária. As 

culturas então foram lavadas três vezes com o tampão PUM, e uma  

D.O.500nm 0,85 foi ajustada. Alíquotas de 3mL das suspensões bacterianas 

foram transferidas para tubos de vidro e tiveram suas D.O550nm 

mensuradas. 400µl de n-hexadecano (Sigma Aldrich IncTM, São Paulo, 

São Paulo, Brasil), foram adicionados, as suspensões foram incubadas a 

30 oC por 10 minutos e posteriormente homogenizadas em agitador de 
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tubos por dois períodos de 30 segundos, com intervalo de 5 segundos de 

repouso entre eles. Após a separação das fases (30 minutos) a D.O550nm 

da fase aquosa foi determinada. Os experimentos foram realizados em 

triplicatas e os valores de hidrofobicidade expressos em porcentagens da 

redução na D.O500nm da suspensão comparada ao valor inicial, o que 

representa a porcentagem de células aderidas ao hexadecano (GIBBONS 

et al., 1983).  

 

3.6.6 Teste de resistência a ácido  

 

Inóculos das cepas UA159 e DL1 foram crescidos em BHI por 18 

horas. Uma alíquota de 200µL foi transferida para 5 mL de BHI fresco e a 

bactéria foi incubada a 37 oC 5%CO2 até uma D.O600nm 0,5-0,6. Após 

incubação, uma alíquota de 100µL foi retirada para servir de controle, 

diluições seriadas foram feitas e plaqueadas em BHI. O restante da 

cultura foi centrifugada a 5.500g por 10 minutos a 20 oC e ressuspesa em 

1mL de tampão glicina pH 7,0. A mistura foi centrifugada a 5.500g por 10 

minutos a 20 oC, ressuspensa em 800µL de tampão glicina pH 2,85, e 

incubada a 37 oC 5%CO2 por diferentes períodos de tempo (30, 60 e 90 

minutos). A cada tempo alíquotas de 100µL eram retiradas para diluições 

seriadas e plaqueamento em BHI. As placas foram incubadas por 48h e 

as unidades formadoras de colônias foram contabilizadas (LEMOS et al., 

2004). 

 

3.7 Clonagem e expressão da proteína PstS 
 

3.7.1 Extração de DNA plasmidial (MIDI-PREP) 

 

 As células foram crescidas em 50mL de meio LB com o antibiótico 

necessário por 16 horas. A cultura foi então centrifugada 8.500g por 10min 

a 4 oC. O precipitado foi ressuspendido em 5mL da solução P1 (2,5% Tris-

HCl pH8.0, 2% EDTA pH 8.0), agitado em um agitador de tubos, e a ele foi 

adicionado 5 mL da solução P2 (2% de NaOH 10N, 5% de SDS 20%), a 
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amostra foi então homogeinizada por inversão. Por fim, 5mL da solução 

P3 (294% KOAc, 11,5% ácido acético glacial) foi adicionado e novamente 

homogeinizado por inversão. A solução foi então centrifugada 12.000g por 

30min a 4 oC, o sobrenadante, transferido para outro tubo, e 1/10 V de 

NaOAC 3M e 1V de isopropanol absoluto foi adicionado. Uma incubação 

de 5min em temperatura ambiente seguida de centrifugação a 13.000g por 

30min a 4 oC foram realizados. O precipitado foi ressuspenso em 300µL 

de água livre de DNAse e tratado com 7µL de RNAse (10mg/mL) por 

15min a 37 oC. Adicionou-se 1V de Fenol-Clorofórmio (1:1), e centrifugou-

se a mistura a 4.500g por 10min. O sobrenadante foi transferido para um 

novo tubo onde 1V de clorofórmio-álcool isoamílico (24:1) foi adicionado e 

centrifugado a 4.500g por 10min. Assim como anteriormente a fração 

superior foi transferida para outro tubo onde adicionaram-se 1/10 V de 

NaOAC 3M pH4,8 e 1V de isopropanol. A amostra foi centrifugada a 

13.000g por 15min a 4 oC. Duzentos microlitros de etanol 70% foi 

adicionado e a amostra centrifugada a 11.000g por 10min. Após secagem, 

o preciptado foi ressuspenso com 125µL de água livre de DNAse e 

mantido a -20 oC. 

 

3.7.2 Digestão de DNA com enzimas de restrição e tratamento com 

enzimas modificadoras 

 

 As amostras de DNA foram digeridas totalmente durante três horas 

e meia a 30 oC ou 37 oC com enzimas de restrição (Fermentas®, Glen 

Burnie, Maryland, USA) conforme recomendado pelo fabricante. No caso 

de fragmentos de DNA com extremidades de ponta cega, a enzima CIAP	  

foi utilizada para retirada de fosfato da extremidade, permitindo a correta 

clonagem do gene. 

 

3.7.3 Ligação de moléculas de DNA 

 

 A ligação de moléculas de DNA com vetores plasmidiais foi 

realizada utilizando 1U de ligase (Fermentas®, Glen Burnie, Maryland, 
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USA), duas a três vezes excesso de inserto em relação ao vetor e tampão 

da enzima fornecido pelo fabricante. A reação foi realizada por 18 horas a 

15 oC.  

 

3.7.4 Transformação química de bactérias 

 

O preparo para a transformação química foi feito com um inóculo de 

100µL de E. coli DH10B em 5 mL de LB e incubação a 37 oC por 24 horas. 

Após incubação foi adicionado 500µL desta cultura a 50ml de LB e 

incubado a 37 oC até atingir a D.O600nm de 0.5 – 0.6. Os tubos então foram 

colocados em gelo por 15 minutos e depois centrifugados a 4.500g por 10 

minutos a 4 oC. As células foram ressuspensas em 16ml de RF1 (12% m/v 

de RbCl; 0,99% m/v de NaCl 5M; 3% de solução KOAc 1M; 0,15% m/v 

CaCl2.2H2O e 15% m/v glicerol; pH5,8) e incubadas em gelo por 60 

minutos, seguido de centrifugação a 4.500g por 10 minutos a 4 oC. A 

cultura foi ressuspensa em 4 mL de RF2 (2% de solução Mops 0,5M; 

0,12% m/v RbCl; 1,1% m/v CaCl2.2H2O; pH6,8) e colocados em gelo por 

15 minutos. Alíquotas de 200µl foram estocadas a -80 oC.  

Após o preparo, alíquotas de 200µl de células foram incubadas 

em gelo por 10 mins seguida da adicição de 10µl da ligação. Esta mistura 

passou por 35min em gelo e 2 minutos a 42 oC. Imediatamente, a mistura 

voltou ao gelo por 10 min onde 800µl de LB foi adicionado seguido de 

incubação por 90 minutos a 37 oC sem agitação. A suspensão foi dividida 

em alíquotas que foram semeadas em placas de meio LB sólido contendo 

ampicilina (100µg/mL), X-gal e IPTG 5M, mantidas a 37 oC por 24 horas, 

para seleção de bactérias transformantes. 

 

3.7.5 Eletrotransformação de bactérias 

 

A bactéria a ser eletroporada teve uma colônia isolada incubada 

em 10mL de LB a 37 0C por 16 horas. Foram adicionados 500µl desta 

cultura em 100mL de LB fresco, e a cultura foi incubada a 37 0C até atingir 

a D.O.600nm  0,5-0,6. Resfriou-se a cultura em gelo por 10 minutos, seguida 

de centrifugação a 5.500g por 10min a 4 0C. As células foram 
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ressuspensas em 20mL de água destilada estéril e centrifugadas a 5.500g 

por 40min a 4 0C. O preciptado foi ressuspenso em 8mL de água destilada 

e centrifugada a 5.500g por 10 minutos a 4 0C. Adicionaram-se 1mL de 

glicerol 10% ao precipitado, seguido de centrifugação a 5.500g por 10 

minutos a 4 0C. Por fim o nova ressuspenção foi realizada com 100µl de 

glicerol 10% e a amostra aliquotada em tubos contendo 50µl, sendo 

estocadas a -80 0C até o uso.  

Às alíquotas de células eletrocompetentes, foram adicionados 2µl 

do plasmídeo em questão. A mistura foi transferida para uma cubeta de 

eletroporação 2mm (BioRad®,West Palm Beach, Flórida, USA) resfriada 

em gelo. A eletroporação foi efetuada em um aparelho eletroporador 

(EppendorfTM, São Paulo, São Paulo, Brasil) à 25kV. Após a eletroporação 

foi adicionado à cubeta 1mL de meio LB, e a suspensão foi transferida 

para um tubo de ensaio, incubada por 90 minutos a 37 0C, sem agitação. 

A suspensão foi dividida em alíquotas e semeadas em placas de meio LB 

sólido contendo ampicilina (100µg/mL) ou canamicina (50µg/ml) e 

incubadas por 37 0C por 16 horas. 

 

3.7.6 Clonagem do gene pstS  

 

O gene pstS obtido como descrito no tópico 3.4.2 foi utilizado 

diretamente para clonagem no vetor pGEM-Teasy (Promega®, Madison, 

Winsconsin, USA). A reação de ligação foi realizada e utilizada para 

transformação de células da linhagem DH10B de E. coli K12, pelo método 

de transformação química. Esta construção foi denominada de pGpstS. 

 

3.7.7 Subclonagens do gene pstS em vetores de expressão 

 

Partindo do vetor pGpstS, foi realizado a subclonagem do gene pstS nos 

vetores pQE-30 (QiagenTM, Germantown, Maryland, USA) o qual possui o 

promotor T5 e é expresso na linhagem XL1-Blue de E.coli, originando o 

plasmídeo denominado de pQpstS, e no vetor pET-28a que possui o 

promotor T7 e é expresso em linhagens BL21 de E.coli, originando a 
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construção pETpstS, lembrando que nos dois casos há fusão da proteína 

heteróloga com cauda de histidina. A remoção do gene pstS foi feita após 

digestão do plasmídeo pGpstS com as endonucleases BamHI e SacI. 

Uma terceira subclonagem foi realizada no vetor pHT08, expresso em B. 

subtilis WB800, cuja transformação seguiu o protocolo descrito por 

Anagnostopoulos et al. (1961). A remoção do gene pstS para 

subclonagem nesse vetor foi feita após digestão do plasmídeo pQpstS 

com as enzimas de restrição BamHI e SmaI, esta construção foi 

denominada pHT08pstS. 

 

3.7.8 Indução da expressão da proteína PstS 

 

Para indução da expressão das linhagens EcoXLpQ (E. coli XL1-

Blue transformada com pQpstS), EcoRPet (E. coli BL21-RP transformada 

com pETpstS) , EcoPPet (E. coli BL21-Plyss transformada com pETpstS), 

EcoRIPet (E. coli BL21-RIL transformada com pETpstS), EcoSPet (E. coli 

BL21-Star transformada com pETpstS), e BsHT ( B. subtilis transformada 

com pHT08pstS) empregamos o meio LB. Um pré-inóculo foi realizado em 

5mL de meio LB com antibiótico necessário e incubado por 16h a 37 oC 

sob agitação de 200rpm. Então um inóculo foi realizado em 500mL de 

LB/antibiótico e incubado a 37 oC sob agitação de 200rpm até a densidade 

óptica (600nm) desejada, cerca de 0.5-0.6, quando foi retirada uma 

alíquota para um extrato pré-indução. Foi adicionado 50µL de IPTG 0,5M 

e a culltura voltou para a incubação em 37 oC sob agitação de 200rpm por 

4 horas. Uma alíquota para extrato pós-indução também foi retirada antes 

da centrifugação final a 15.000g por 40min.  

 
3.8 Extração e purificação da proteína PstS 
 

A extração da proteína foi realizada em condições que visaram a 

obteção da proteína heteróloga em sua condição nativa (não 

desnaturada). O protocolo seguiu os seguintes passos: (i) o preciptado 

proveniente da indução foi ressupenso em 50mL do tampão (tampão A ou 
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B) e a esse foram adicionados 200µl de lisozima (10mg/m) seguido de 

agitação até a solubilização do preciptado. (ii) 1mL de PMSF 50mM foi 

adicionado seguido de incubação em gelo por 30 minutos. (iii) A solução 

foi homogeinizada com a utilização do aparelho French press (Artepeças 

Aplab®, São Paulo, São Paulo, Brasil) seguida de centrifugação a 12.000g 

por 30 minutos a 4 0C. (iv) O sobrenadante denominado de extrato solúvel 

foi transferido para um tubo e estocado a 4 0C, enquanto que o extrato 

insolúvel a -20 0C. O sobrenadante foi utilizado para as tentativas de 

purificação por cromatografia de afinidade por imobilização metálica 

(IMAC) com FPLC-Aktä (GE Health Care life Science®, São Paulo, São 

Paulo, Brasil), utilizando um gradiente de concentração de Imidazol a 

partir da diluição dos tampões B.  

O protocolo para purificação da proteína PstS por eletroeluição 

seguiu a metodologia descrita por Keen et al. (1995), com algumas 

alterações. As amostras da proteína PstS eluídas a uma concentração de 

150mM de imidazol foram submetidas a eletroforese em SDS-PAGE e, 

posteriormente a banda correspondente a proteína foi eluída do gel. Esse 

material foi transferido para um saco de diálise, previamente umidecido 

contendo 1mL de tampão de eletroforese de proteína com 50µL de PMSF 

50mM. O conjunto foi colocado em uma cuba de eletroforese contendo o 

mesmo tampão e submetido a uma corrente de 22V por 16 horas. 

Posteriormente, o conteúdo do saco contendo a proteína purificada foi 

retirado e estocado a 4 0C. 

 

3.9 Produção de anticorpos anti-PstS 
 

O anticorpo foi obtido através de imunizações via subcutâneas de 

cinco camundongos Balb/c. Foram administradas quatro doses contendo 

50ng/animal de PstS com intervalos de sete dias. A primeira dose foi 

administrada acrescida de adjuvante completo de Freud e nas doses 

seguintes utilizamos a versão imcompleta do mesmo adjuvante. Sete dias 

após a última imunização, uma sangria total foi realizada, para obtenção 

do soro. Incubamos o sangue por 30min a 37 0C, seguida de uma 
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incubação de mesmo tempo a 4 oC e centrifugação a 13.000g por 10min, 

as amostras dos cinco camundongos foram agrupadas em um pool de 

anticorpo. A especificidade do soro foi testada por imunodetecção. 

 

3.9.1 Imunodetecção com soro anti-PstS 

 

 Um gel de SDS-PAGE foi corrido seguindo a metodologia descrita 

por Laemmli et al. (1970). Os géis foram preparados com acrilamida na 

concentração final de 12,5% e N-N’metileno-Bis-acrilamida (Bis) de 2,6%. 

Após a corrida o gel foi transferido para uma membrana de nitrocelulose 

(Millipore®, Billerica, Massachusets, USA) a 60V por 60min. A membrana 

foi bloqueada com 5% de leite diluído em PBS contendo 0,05% Tween-20 

(PBS-T), por 16 horas. Lavagens com PBS-Tween foram seguidas de 

incubação da membrana com soro anti-PstS diluído 1:1000 em PBS-T por 

90 min. Foram realizadas lavagens com PBS-T seguido de incubação com 

soro Anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase (Promega®, 

Madison, Winsconsin, USA) na diluição de 1:3000 em PBS-T por 90min. A 

detecção foi realizada com o sistema Supersignal West Pico 

Chemioluminescent (Pierce® Rockford, Illinois, USA), de acordo com o 

fabricante. Filmes de raio-X foram utilizados para a detecção das bandas 

correspondentes à proteína PstS. 

 

3.10 Efeito dos anticorpos anti-PstS sobre o crescimento de S. 

mutans 
 

Um inóculo de 1:25 de S. mutans UA159 foi realizado em meio BHI 

contendo diferentes concentrações de soro anti-PstS (1:250, 1:500, 

1:1000), e anti-Bacillus (1:250) que foi utilizado como controle. A 

densidade óptica (600nm) foi medida a cada duas horas. Experimento 

feito em triplicata. 
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3.11 Sequênciamento de DNA 
 
 As amostras de DNA foram amplificadas por PCR, submetidas á 

eletroforese, purificadas conforme descrito acima e sequênciadas (ambas 

as fitas de DNA) com os iniciadores indicados na Tabela 3 utilizando-se o 

kit BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing kit em sequenciador 

automático modelo ABI Prism 3100 Genetic Analyser (Applied 

Biosystems/Hitachi). 
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4 RESULTADOS 

 
4.1 Análise computacional do óperon pst de S. mutans 

 

A análise do genoma da cepa de S. mutans UA159 revelou a 

presença de uma única cópia de um possível óperon pst constituído por 

seis cístrons  (pstS, pstC1, pstC, pstB, smu.1134 e phoU) (Figura 5). O 

primeiro cístron do óperon, pstS, codifica uma proteína ligadora de fosfato. 

A proteína PstS possui massa molecular de 30,8kDa (287aa) e a função 

de definir a afinidade e a especificidade do sistema de transporte. Os dois 

cístrons seguintes, pstC1 e pstC, codificam proteínas de massas 

moleculares correspondentes a 31,7kDa (311aa) e 33,6kDa (395aa), 

respectivamente, e são proteínas transmembrânicas do sistema de 

transporte, formando o poro na membrana citoplasmática, pela qual o 

nutriente deve passar. Os genes pstB e smu.1134 codificam proteínas de 

massas moleculares correspondentes a 30,6kDa (267aa) e 28kDa 

(252aa), respectivamente, e apresentam a função de ATPase, 

responsáveis pela geração de energia necessário ao processo de 

transporte. O último cístron do óperon, é representado pelo gene phoU, 

que codifica uma proteína com massa molecular de 24,7kDa (217aa) e 

não faz parte do transportador de fosfato.  

 
 
Figura 5. Organização do óperon pst em S. mutans UA159. As setas indicam a 

direção de transcrição. O número de aminoácidos codificados por cada 
gene estão indicados na figura.  

 

Comparamos a organização dos genes que constituem o óperon pst de 

quatro espécies do gênero Streptococcus (S. sanguinis, S. thermophilus, 

S. pneumoniae e S. pyogenes) – cujo óperon foi notado no genoma 
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sequênciado disponível no GenBank - com o encontrado em S. mutans 

UA159. Como indicado na Figura 6, todos os óperons pst encontrados nas 

diferentes espécies do gênero Streptococcus compartilham a mesma 

organização genética incluindo a presença do gene phoU. Em Bacillus 

subtilis (bactéria utilizada como comparação, por ter seu óperon pst mais 

estudado entre as bactérias Gram-Positivas), o óperon pst está 

organizado de forma semelhante ao encontrado nas espécies do gênero 

Streptococcus, no entanto, nesta bactéria o gene phoU está ausente. 

 

	  
 
Figura 6. Análise da organização do óperon pst em diferentes espécies de 

Streptococcus. O óperon pst de B. subtilis  também está indicado na 
figura para comparação.  

 

Comparamos as sequências de aminoácidos de todas as proteínas 

codificadas pelos óperons pst encontrados das quatro espécies de 

Streptococcus  (as mesmas mostradas na Figura 6) em relação àquelas 

codificadas pelo S. mutans UA159 por meio do programa Blast/P. Na 

Tabela 4, apresentamos os valores de identidade compartilhados entre os 

diferentes ortólogos em relação às proteínas codificadas por S. mutans. 

De um modo geral, as proteínas codificadas por S. sanguinis e S. 

thermophilus apresentam maiores valores de identidade com os ortólogos 

de S. mutans. Com relação à proteína ligadora de fosfato inorgânico, PstS 

de S. mutans UA159 (foco de nosso trabalho), o maior valor de identidade 
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encontrado (84%) foi a do ortólogo codificado por S. sanguinis SK36 e o 

menor valor (33%) a do ortólogo codificado por S. pyogenes (Tabela 4). 

Na Tabela 4 apresentamos também os valores preditos de massa 

molecular para cada proteína codificada pelos genes que constituem os 

óperons pst das diferentes espécies de Streptococcus.   

 
Tabela 4 – Massas moleculares preditas das proteínas do sistema Pst e análise 
de similaridade dentre os ortólogos de Streptococcus 
 

 

 Focando na proteína de interesse desse trabalho, PstS, e a partir 

de valores de identidade codificados por 14 espécies de bactérias 

(gêneros Sthaphylococcus, Streptococcus, Bacillus e Escherichia) 

construímos árvores não-enraizadas pelo método neighbor-joining (Figura 

7). Pode-se verificar que as sequências das proteínas PstS codificadas 

pelas espécies de Streptococcus estão reunidas no mesmo ramo da 

árvore. Ortólogos codificados por espécies do gênero Staphylococcus 

mostram uma origem filogenética distinta e estão organizados em ramo 

separado, assim como os ortólogos encontrados em E. coli K12 e B. 

 
           Organismos 

 
Número de aminoácidos (kDa)/ valores de 

identidade 
 

 
PstS 

 
PstC1 
 

 
PstC 

 
PstB 

 
Smu1134 

 
PhoU 

 
 
 
 

S. mutans 
UA159 

287aa 
30,8kDa 
100% 

311aa 
33,6kDa 
100% 

395aa 
31,7kDa 
100% 

267aa 
30,2kDa 
100% 

252aa 
28,0kDa 
100% 

217aa 
24,7kDa 
100% 

 
S. sanguinis 

SK36 

293aa 
31,0kDa 
84% 
 

305aa 
32,8kDa 
90% 

294aa 
31,5kDa 
49% 

267aa 
30,4kDa 
80% 

257aa 
28,6kDa 
52% 

217aa 
25,0kDa 
68% 

 
S.thermophilus 

CNRZ 

299aa 
32,4kDa 
83% 
 

304aa 
32,9kDa 
33% 

300aa 
32,3kDa 
88% 

267aa 
30,2kDa 
74% 

252aa 
27,9kDa 
80% 

218aa 
24,8kDa 
72% 

 
S.pneumoniae 

D39 

291aa 
30,7kDa 
36% 
 

287aa 
30,7kDa 
32% 

271aa 
29,1kDa 
58% 

250aa 
28,1kDa 
69% 

267aa 
30,3kDa 
85% 

216aa 
24,1kDa 
41% 

 
S.pyogenes 

MGAS 

288aa 
30,9kDa 
33% 
 

311aa 
33,6kDa 
32% 

295aa 
31,6kDa 
52% 

267aa 
30,4kDa 
78% 

252aa 
28,2kDa 
52% 

217aa 
24,9kDa 
85% 
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subtilis. A linhagem da bactéria Streptococcus pneumoniae R6, mostrou 

uma origem filogenética distinta das demais espécies de Streptococcus, e 

por isso aparece separada do ramo do gênero. Análises semelhantes 

foram feitas para as sequencias de aminoácidos das proteínas codificadas 

pelos genes dos óperons pst das espécies bacterianas analisadas.  

 
 

 
 

  
Figura 7. Árvore não-enraizada com valores de identidade compartilhados pelas 

proteínas PstS codificadas por 14 espécies de bactérias Dois grupos 
podem ser observados: as espécies do gênero Staphylococcus 
(círculo verde), as espécies do gênero Streptococcus (círculo azul). 
Em destaque a localização de ortólogo de PstS de S. mutans  (círculo 
vermelho). Abreviações utilizadas: Smu (S. mutans UA159), Sag2603 
(S. agalactiae 2603), SpnD39 (S. pneumoniae D39), SpnR6 (S. 
pneumoniae, Ssu98HA (S. suis 98HA), SthLMG (S.  thermophilus 
LMG18311), Spy8232 (S. pyogenes MGAS3282), SpyMAN (S. 
pyogenes str Manfredo), Ssa (S. sanguinis SK36); SauNCTC (S. 
aureus NCTC), Sha (S. haemolyticus), SepATCC (S. epidermidis 
ATCC12228); Bsu (Bacillus subtilis); EcoK12 (Escherichia coli K12). 
 

4.2 Prevalência do gene pstS em linhagens de S. mutans  
 

Verificamos a presença do gene pstS em diferentes linhagens de S. 

mutans. Para tal finalidade utilizamos duas cepas laboratoriais de S. 

mutans (UA159 e LT11) e onze isolados clínicos obtidos a partir de 
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pacientes cárie-ativos. Empregamos a técnica de PCR e os iniciadores 

FwpstSBamHI e RvpstSSacI, definidos a partir do genoma de S. mutans 

UA159. Como mostrado na Figura 8, todas as amostras testadas portam o 

gene pstS e, consequentemente, compartilham sequências gênica 

semelhantes àquela encontrado em S. mutans UA159 
 

	  
 
Figura 8. Detecção do gene pstS em diferentes linhagens de S. mutans. 

Amostras: 1) Marcador de peso molecular (1kb ladder O’Gene RulerTM- 
Fermentas, Glen Burnie, Maryland, USA); 2) Cepa laboratorial S. 
mutans UA159; 3) Cepa laboratorial S. mutans LT11; 4) Cepa clínica 
carie-ativa A1; 5) Cepa clínica carie-ativa A5; 6) Cepa clínica carie-
ativa A6; 7) Cepa clínica carie-ativa A7; 8) Cepa clínica carie-ativa A8; 
9) Cepa clínica carie-ativa A9; 10) Cepa clínica carie-ativa A11; 11) 
Cepa clínica carie-ativa A12; 12) Cepa clínica carie-ativa A15; 13) 
Cepa clínica carie-ativa A24; 14) Cepa clínica carie-ativa A25; 15) 
Marcador de peso molecular (1kb ladder O’Gene RulerTM- Fermentas 
Glen Burnie, Maryland, USA).  

 

4.3 Papel do sistema Pst na fisiologia e patogênese de S. mutans 

 
4.3.1 Construção da linhagem DL1 (ΔpstS) de S. mutans 

 

Com o objetivo de avaliar o papel do óperon pst na fisiologia do S. 

mutans UA159, aplicamos uma estratégia de troca alélica por dupla 

recombinação para gerar uma deleção no gene pstS. Para tal finalidade 

geramos um fragmento de DNA que transporta sequências flanqueadoras 

do gene pstS e um cassete não polar de resistência à canamicina, obtido 

do plasmídeo pALH124 como descrito em materiais e métodos (Figura 9). 

A inserção do fragmento no genoma da linhagem UA159 permitiu a 



	  

 

54	  

deleção não polar do gene pstS. Foram analisados alguns clones obtidos 

após o processo de mutagênese sítio-dirigida e um mutante, denominado 

DL1, foi selecionado.  

 

 

	  
 
 
Figura 9. Representação esquemática da mutagênese do gene pstS de S. 

mutans. A figura mostra o óperon pst de S. mutans nativo, a 
localização das regiões adjascentes que compões o gene que irá 
substituir o gene alvo, a construção deste com a ligação do cassete 
não polar, e por fim o óperon mutado. 

 

Na Figura 10 apresentamos os produtos de amplificação a partir 

do DNA genômico extraído das linhagens UA159 e DL1 com iniciadores 

para os genes pstS e gtfB (um marcador específico para S. mutans). 

Como pode ser notado, o mutante DL1 não gerou uma banda 

correspondente ao gene pstS, confirmando a deleção do gene 

correspondente. 
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Figura 10. Amplificação dos genes gtfβ e pstS nas cepas selvagem e mutada de 

S.mutans. Amostras: 1) Marcador de peso molecular; 2) Amplificação 
do gene gtfβ na linhagem de S. mutans UA159; 3)  Amplificação do 
gene gtfβ na linhagem de S.mutans DL1 ; 4) Amplificação do gene 
pstS na linhagem de S. mutans UA159; 5) Ausência de amplificação 
do gene pstS na linhagem de S. mutans DL1; 6) Marcador de peso 
molecular.  

 

4.3.2 Efeito da mutação no gene pstS no crescimento e captação de 

fosfato em S. mutans 

 
Para comprovar que a deleção do gene pstS afeta a captação de 

fosfato, realizamos ensaios com fosfato radioativo marcado com 32P nas 

linhagens UA159 e no mutante DL1. Os resultados encontrados 

demonstram que a captação de fosfato decaiu no mutante DL1 em relação 

à linhagem parental (Figura 11). Tal resultado confirma a funcionalidade 

do gene pstS na linhagem UA159 e sugere que outros mecanismos de 

transporte de fosfato são codificados pela linhagem. 
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Figura 11. Internalização de ortofosfato (32P) em linhagens de S. mutans. () 

UA159; () DL1. Valores expressos em nanomoles por 107 de 
bactéria. Cada ponto da curva é a média de três triplicatas 
independentes.  

 

As linhagens UA159 e DL1 foram então comparadas quanto à 

capacidade de crescimento em meios de cultura com diferentes 

concentrações de fosfato. Foram testadas quatro concentrações de 

fosfato, 1mM, 4mM, 10mM e 30mM e em todas as concentrações testadas 

o mutante DL1 cresceu menos que a linhagem parental. Na concentração 

de 1mM de fosfato não foi detectado crescimento significativo do mutante 

DL1 (Figura 12). 
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Figura 12. Curvas de crescimento das linhagens UA159 e DL1 de S.mutans em 

meio FMC com diferentes concentrações de fosfato. A) Curva 
utilizando 1mM de fosfato; B) Curva utilizando 30mM de fosfato. 
() Linhagem UA159; () Linhagem DL1. Gráficos representam 
três experimento independentes cada um com três repetições. 

 

A 

B 
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4.3.3 Efeito da deleção do gene pstS na frequência de transformação de 

S. mutans 

 

 A competência natural é uma característica que abrange poucos 

gêneros dentro das eubactérias, entre eles destacam-se espécies de 

Streptococcus, como o S. mutans. Avaliamos o impacto da deleção do 

gene pstS na capacidade de transformação da linhagem DL1 em relação 

à linhagem parental quando usamos o vetor pMSP3535. Os resultados 

encontrados mostram que o mutante DL1 não difere da cepa parental 

UA159 no que diz respeito à frequência de trasformação com o vetor 

pMSP3535 na presença ou ausência do peptídeo CSP que aumenta a 

capacidade transformante da bactéria  (Figura 13). 

 

 
Figura 13. Freqüência de transformação das linhagens UA159 e DL1 de S. 

mutans. As linhagens foram cultivadas na presença (barras 
brancas) ou na ausência (barras cinzas) do peptídeo CSP. Os 
valores são expressos como número de transformantes em relação 
ao número total de células. Cada valor representa a média e desvio 
padrão de três experimentos independentes. 

 

4.3.4 Efeito da deleção do gene pstS na expressão de fatores 

relacionados a virulência de S. mutans 

 

 A capacidade de adesão a superfícies abióticas por meio da 

produção de biofilme representa o principal fator de virulência do S. 

mutans. Com o intuito de avaliar o impacto da deleção do gene pstS na 
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capacidade de S. mutans em aderir à superfícies abióticas, comparamos a 

adesão das linhagens DL1 e UA159 em placas de microtitulação em 

meios enriquecidos com glicose ou sacarose. Como mostrado na Figura 

14, o mutante DL1 mostrou uma redução significativa na capacidade de 

aderência a superfícies abióticas com relação à linhagem selvagem, 

quando cultivado na presença de sacarose. Na presença de glicose não 

observamos diferença significativa na capacidade de adesão entre as 

linhagens DL1 e UA159. 

 

	  
Figura 14. Adesão das linhagens UA159 e DL1 S. mutans a superfícies 

abióticas. Os ensaios foram feitos em placas de microtitulação com 
bactérias cultivadas em meio BM acrescido com glicose ou 
sacarose. As barras cinzas representam dados obtidos com a 
linhagem UA159 e as barras brancas representam os valores 
encontrados com o mutante DL1. Os valores representam médias e 
desvios padrão de três experimentos independentes. * significância 
estatística (p > 0,05). 	  

	  

Visto que a mutação no gene pstS leva a alteração na capacidade 

de aderência de S. mutans, verificamos a hidrofobicidade de superfície, 

outro fator que interfere na capacidade do patógeno em aderir aos tecidos 

do hospedeiro, os valores foram expressos como porcentagem de células 

bacterianas aderidas ao n-hexadecano, mostrados na Figura 15. O 

mutante DL1 mostrou-se menos hidrofóbico (% média de células aderidas 

ao hexadecano = 21 ± 1,2) do que a linhagem selvagem (% média de 

	  	  	  
	  	  	  	  	  	  * 
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células aderidas ao hexadecano = 80 ± 3,6). A diferença entre as duas 

linhagem foi estatisticamente significante.  

	  

	  
	  
Figura 15. Perfil de hidrofobicidade das linhagens UA159 e DL1 de S. mutans. 

Células foram analisadas na fase logarítmica de crescimento durante 
cultivo em meio FMC a 37oC em condição capnofilica. Barra 
representa média de três experimentos independentes, expressos 
como porcentagem de células aderidas ao n-hexadecano. * 
significância estatística (p > 0,05).  

 

A sobrevivência em ambiente ácido representa uma característica 

importante relacionada à virulência de diversas espécies de bactérias 

patogênicas. O S. mutans expressa genes que permitem a sua 

sobrevivência em condição de baixo pH. Para avaliarmos se a deleção do 

gene pstS afetou sua capacidade em sobreviver em condição de baixo 

pH, incubamos a linhagem UA159 e o mutante DL1 em meio com pH de 

2,85. O resultado encontrado mostrou que a deleção do gene pstS levou a 

um pequeno aumento na resistência ao pH ácido, porém este não foi 

estatisticamente significativo (Figura 16).  

	  

	  	  	  	  	  	  * 
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Figura 16. Sensibilidade à acidez das linhagens UA159 e DL1 de S. mutans. As 

células das cepas   UA159 () e  DL1 () de S. mutans em fase 
logarítmica de crescimento foram exposta ao pH de 2,6 durante 90 
minutos e o número de células viáveis determinado após 
plaqueamento em meio BHI.  

 

4.4 Obtenção de anticorpos policlonais anti-PstS 
  

4.4.1 Construção de vetores para expressão da proteína recombinante 

PstS de S. mutans 

 

Para geração de anticorpos e visando futuros estudos sobre a 

estrutura molecular da proteína PstS, clonamos e expressamos o gene 

pstS de S.mutans em linhagens de E. coli e B. subitilis. O gene foi 

amplificado e clonado no vetor pGEM T-easy. Após introdução na 

linhagem de E.coli K12 DH10β selecionamos um clone recombinante e o 

plasmídeo obtido foi denominado pGpstS (Figura 17). A inserção do gene 

pstS no vetor foi confirmada por análise de restrição. 
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Figura 17. Clonagem do gene pstS no vetor pGEM-Teasy. (A) Representação 

esquemática do plasmídeo pGpstS. A origem de replicação, os 
genes bem como os sítios de restrição mais relevantes estão 
indicados na figura. (B) Análise eletroforética em gel de agarose dos 
fragmentos gerados após  restrição do plasmídeo pGpstS. 1) 1kb 
ladder; 2) gene pstS amplificado; 3) plasmídeo pGpstS íntegro; 4) 
pGpstS linearizado com SacI (fragmento de 4.000pb); 5) pGpstS 
digerido com as enzimas BamHI e SacI, nota-se a presença de 2 
fragmentos, um de 3kb (pGEM T-easy) e um de 750pb (gene pstS); 
6) 1kb ladder. 

 

A partir do vetor pGpstS, subclonamos o gene pstS nos vetores de 

E. coli pQE-30 e pET28a, e as construções foram denominadas pQpstS, 

pETpstS, respectivamente (Figuras 18 e 19). Os plasmídeos 

recombinantes foram analisadas por digestão com as enzimas BamHI  e 

SacI e  sequênciamento automático. Para as duas construções 

confirmamos a clonagem precisa do gene pstS de S. mutans.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A  B 
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Figura 18. Construção do plasmídeo pQpstS  a partir da subclonagem do gene 

pstS no vetor pQE-30. (A) Representação esquemática do plasmídeo 
pQpstS. A origem de replicação, os genes relevantes bem como os 
sítios de restrição do gene estão indicados na figura. (B) Análise 
eletroforética em gel de agarose dos fragmentos gerados após 
restrição do plasmídeo pQpstS. 1) 1kb ladder; 2) gene pstS purificado 
a partir do vetor pGpstS; 3) pQE-30 linearizado com SacI (fragmento 
de 3,5kb); 4) pQpstS linearizado com SacI (∼4,2kb); 5) pQpstS 
digerido com as enzimas BamHI e SacI, nota-se a presença de 2 
fragmentos, um maior de 3,5kb (pQE-30) e um menor de 750pb 
(gene pstS); 6) 1kb ladder. 
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Figura 19. Construção do plasmídeo pETpstS, obtido com a inserção do gene 

pstS no vetor pET-28a. (A) Representação esquemática do 
plasmídeo pETpstS. A origem de replicação, os genes relevantes 
bem como os sítios de restrição do gene estão representados. (B) 
Análise eletroforética, por gel de agarose do perfil de restrição do 
plasmídeo pETpstS. 1) 1Kb ladder; 2) gene pstS purificadodo vetor 
pGpstS; 3) pET-28a linearizado com SacI (5Kb); 4) pETpstS 
linearizado com SacI (fragmento de ∼5,7Kb); 5) 1Kb ladder.  

  

O gene pstS de S. mutans também foi clonado em um vetor de 

expressão em Bacillus subtilis. Utilizamos o vetor pHT08 e posterior 

introdução na linhagem B. subtilis WB800. Essa clonagem originou o vetor 

denominado pHT08pstS e a linhagem denominada BsHT (Figura 20). A 

confirmação da subclonagem foi feita com DNA plasmidial dos clones 

recombinantes e digestão com as enzimas BamHI e SmaI. 
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Figura 20. Construção do plasmídeo pHT08pstS, obtido com a inserção do gene 

pstS de S. mutans no vetor pHT08. (A) Representação esquemática 
do plasmídeo pHT08pstS. A origem de replicação, os genes 
relevantes bem como os sítios de restrição do gene estão 
representados. (B) Análise eletroforética, por gel de agarose do perfil 
de restrição do plasmídeo pHT08pstS. 1) 1Kb ladder (O’Gene RulerTM 
-Fermentas); 2) gene pstS purificado a partir do vetor pQpstS; 3) 
pHT08pstS linearizado com BamHI (fragmento de ∼8,7Kb); 4) pHT08 
linearizado com BamHI (8Kb); 5) pHT08pstS digerido com as 
enzimas BamHI e SmaI,  nota-se a presença de 2 fragmentos, um 
maior de 8Kb (pHT08) e um menor de 750pb (gene pstS); 6) 1Kb 
ladder.  

 

4.4.2 Expressão da proteína PstS em E. coli e B. subtilis 

 

 Tentativas iniciais de expressão da proteína PstS em E.coli 

transformada com o plasmídeo pQpstS (EcoXLPQ) não resultaram no 

esperado. De forma semelhante não tivemos sucesso na expressão da 

proteína recombinante em linhagens de E. coli transformadas com o vetor 

pETPstS. Por outro lado, tentativas de expressão da proteína PstS de S. 

mutans na linhagem de B. subtilis W800 foram bem sucedidas. Embora 

não visível em géis de poliacrilamida corados com azul de comassie, a 

proteína PstS foi detectada em extratos da linhagem BsHT após revelação 

com anticorpos específicos para a cauda de histidina presente na proteína 

PstS recombinante (Figura 21). 
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Figura 21. Imunodetecção da proteína recombinante PstS de S. mutans  

expressa por linhagem de B. subtilis. 1) Extrato total de B. subtilis 
WB800 recombinante antes da indução com IPTG; 2) Extrato total 
B. subtilis recombinante após indução com IPTG. A proteína 
recombinante foi detectada com anticorpo anti-Histag específico. A 
seta indica a posição e massa molecular da proteína PstS 
recombinante.  

 

A proteína PstS expressa na linhagem BsHT foi purificada por 

cromatografia de afinidade ao níquel em função da presença da cauda de 

histidina fusionada à proteína heteróloga. A proteína foi obtida na forma 

solúvel após eluição com 150mM de imidazol mas várias proteínas 

contaminantes estavam presentes na amostra (Figura 22). Para a 

obtenção de uma proteína pura o suficiente para gerar anticorpos 

específicos, a proteína recombinante foi eletroeluída do gel de 

poliacrilamida como descrito em materiais e métodos (Figura 23). A 

preparação obtida por eletrodiálise mostrou-se livre de contaminantes 

embora pouco concentrada (334,44 µg/mL). No entanto, foi possível utliza-

la para a imunização de camundongos e obtenção de anticorpos 

policlonais anti-PstS monoespecíficos. 
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Figura 22. Purificação da proteína recombinante PstS de S. mutans Amostras 
analisadas em SDS-PAGE em gel de poliacrilamida. 1) Marcador 
molecular de proteínas (PageRulerTM - Fermentas®, Glen Burnie, 
Maryland, USA); 2) Fração obtida com 90 mM de imidazol; 3) Fração 
obtida com 110mM de imidazol; 4) Fração obtida com 130mM de 
imidazol; 5) Fração da proteína PstS obtida com 150mM de imidazol. 

 
 
 

 
 

Figura 23. Purificação da proteína recombinante PstS por eletroeluição. 
Amostras analisadas em SDS-PAGE em gel de poliacrilamida: 1) 
Marcador molecular de proteínas (PageRuler); 2) Frações da 
proteína purificada após eletroeluição.  
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4.4.3 Geração dos anticorpos policlonais anti-PstS em camundongos 

 
Camundongos Balb/c foram imunizados com quatro doses 

(50mcg/dose) da proteína purificada PstS por via subcutânea com  

adjuvante completo de Freud na primeira dose e adjuvante incompleto de 

Freud nas doses seguintes. O soro obtido dos animais após a imunização 

atingiu título de 21.000 quando testado frente à proteína pstS 

recombinante. O soro obtido foi testado quanto à especificidade em 

Western blots. Como mostrado na Figura 24, os anticorpos gerados 

detectaram de forma específica a proteína PstS em extrato de proteínas 

totais de S. mutans UA159. Como esperado, não detectamos a proteína 

PstS em extrato de proteínas totais da linhagem mutante DL1.  

 

	  
 
Figura 24. Imunodetecção com anticorpos anti-PstS específicos. A proteína PstS 

de S. mutans é detectada com anticorpos produzidos em 
camundongos imunizados com a proteína Psts recombinante. 
Amostras: 1) Extrato total de S. mutans UA159, 2) Extrato total de S. 
mutans DL1, 3) Proteína PstS recombinante.   

 

4.4.4  Efeito de anticorpos anti-PstS no crescimento de S. mutans 

 

 Para avaliarmos possíveis efeitos bactericida do anticorpo 

policlonal anti-PstS, incubamos células da linhagem UA159 com o 

diferentes diluições deste soro. Como controle, o mesmo ensaio foi 

realizado com soro de animais imunizados com extrato celular de B. 

subtilis. Os resultados encontrados indicam que a incubação da linhagem 

UA159 com anticorpos anti-PstS resultou na perda de viabilidade das 

células de forma dose-dependente (Figura 25).  
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Figura 25. Efeito do soro anti-PstS sobre o crescimento da linhagem de  S. 

mutans UA159. () UA159 incubada com soro anti-B. subtilis (1:250) 
como controle; () UA159 incubada com soro anti-PstS na diluição 
de 1:1000; (-) UA159 incubada com soro Anti-PstS na diluição de 
1:500; () UA159 incubada com soro anti-PstS na diluição de 1:250. 
Cada curva representa três experimentos independentes. 
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5 DISCUSSÃO 

 
 O sistema Pst de transporte de fosfato inorgânico é responsável 

pela captação de Pi quando há carência deste no meio extracelular 

(PRATT et al., 2010). Os genes que codificam esse transportador tem sua 

regulação de transcrição dependente do sistema de dois componentes 

PhoB/PhoR, conhecido por regular cerca de 33 genes em E. coli 

relacionados com a incorporação de fosfato extracelular, sendo 

denominado regulon Pho (WANNER, 1993; ORIHUELA et al., 2001; 

WANNER, 1993). 

Neste trabalho apresentamos pela primeira vez, dados que 

demonstram a interação do sistema Pst de transporte com a virulência do 

patógeno oral S. mutans, agente etiológico da cárie dental que se 

encontra também associado a algumas doenças sistêmicas como a 

endocardite bacteriana. (NOMURA et al., 2006; NEMOTO et al., 2008; 

BANAS, 2004). 

 Partindo da análise in silico, verificamos a presença de um óperon 

pst completo no genoma de S. mutans UA159, composto por seis cístrons: 

pstS que codifica uma proteína ligadora de fosfato, pstC1 e pstC, 

proteínas transmembrânicas formadoras do poro responsável pela entrada 

do nutriente, pstB e smu.1134 proteínas ligadoras de nucleotídeo, e phoU 

que não possuí um papel no transporte de fosfato, mas parece participar 

da regulação e controle da expressão do regulon Pho (ADÍJC et al., 2002; 

STEED et al., 1993).  

O óperon encontrado no genoma de S. mutans UA159 possui 

homologia com E. coli e espécies de Streptococcus não habitantes da 

cavidade oral, como foi demonstrado pela análise de identidade das 

proteínas codificadas pelos óperons pst. O sistema Pst também 

apresentou uma maior variação nos valores de identidade quando da 

análise de seu componente ligador (uma característica comum dos ABC 

transportadores), PstS, o qual apresentou maiores valores de 

conservação em relação ao ortólogo encontrado em S. sanguinis, um 

habitante saprófita do mesmo nicho de colonização, a cavidade oral. A 

homologia observada não se apresenta apenas na sequência de 
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aminoácidos, mas também na conservação organizacional deste óperon. 

Análise prévia do genoma de S. pneumoniae R6 realizada pelo grupo 

liderado pelo Dra. Tuomanen corrobora os achados do recente trabalho, 

com a ressalva que essa linhagem em particular apresenta apenas uma 

cópia do gene codificador do domínio ligador de nucleotídeos (NOVAK et 

al., 1999).  

A conservação de sequência e organização do óperon pst entre as 

bactérias analisadas é um indício da importância desse componente para 

a sobrevivência nesse gênero bacteriano. Com o intuito de aprofundar os 

estudos dessa hipótese buscamos avaliar a presença do domínio ligador 

do sistema Pst entre cepas clínicas e laboratoriais de S. mutans 

disponíveis na bacterioteca do laboratório. Essa análise nos apresentou 

mais um indício da importâcia desse sistema nessa espécie bacteriana, 

pois 100% das amostras analisadas amplificaram o gene pstS por PCR, 

diferentemente do encontrado para outros transportadores da família ABC 

(NEPOMUCENO et al., 2007). Esse dado é curioso quando levamos em 

conta que a cavidade oral é um ambiente com altas concentrações de 

fosfato, presente não apenas na saliva, mas também pela liberação 

causada pela ionização da hidroxiapatita promovida pelo ácido produzido 

pelo metabolismo de S. mutans, o que leva a um microambiente com 

inibição constante da transcrição do sistema Pst teoricamente (GARCÍA-

GODOY et al., 2008; LUOMA, 1968). Uma das hipóteses que explicam 

essa característica aparentemente dúbia está na importância que um 

sistema de alta afinidade poderia apresentar nas infeções extra-orais 

causadas por essa bactéria, como a endocardite, na qual a concentração 

de Pi não é alta (HORAUD et. al., 1984). Um trabalho que respalda essa 

possibilidade foi realizado em S. pneumoniae no qual a deleção de pstS 

reduziu a capacidade de crescimento e sobrevivência dessa bactéria em 

peritônio de modelo murino (ORIHUELA et al., 2001). Outra hipótese é a 

de que nessa bactéria esse sistema pode não responder ao fosfato 

extracelular, como descrito em S. pneumoniae Rx6 no qual não houve 

alteração nos níveis de expressão do óperon pst com relação a diferentes 

concentrações de fosfato (NOVAK et al., 1999). 
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Um mutante de S. mutans com deleção do gene pstS por 

substituição com um cassete não polar de canamicina foi obtido por 

mutagênese sítio dirigida para permitir a confirmação da informação 

predita in silico, de que esse óperon codifica um transportador de Pi. A 

escolha por um cassete não polar foi realizada para asseguramos que as 

respostas experimentais observadas se correlacionam apenas com a 

ausência de pstS, sem envolvimento de genes à jusante do promotor 

(AHN et al., 2005). A ausência da proteína ligadora de fosfato, PstS, no 

mutante DL1 levou a uma diminuição significativa da capacidade de 

captação de ortofosfato, comprovando o papel deste óperon no transporte 

de Pi. Porém a diminuição mostrada pelo mutante foi de cerca de 50%, 

sugerindo portanto a existência de um sistema alternativo de captação em 

baixas concentrações de Pi. Dados similares já foram observados em 

outras espécies como E.coli e seu sistema Pit de captação (WILLSKI et 

al., 1980; JACKSON et al., 2008). Em Mycobacterium smegmatis, um 

segundo sistema de captação com alta afinidade a Pi foi caracterizado. O 

sistema Phn pertencente a família de transportadores ABC atua em baixas 

concentrações de fosfato (GEBHARD et al., 2006). Além disso, sistemas 

não específicos para incorporação de fosfato podem auxiliar na captação 

deste nutriente quando sistemas específicos estão ausentes, como os 

representado pelos sistemas baseados em troca aniônica do tipo 

simporte, como o GlpT (transportador de sn-glicerol-3-P) e o UhpT 

(transportador de glucose-6-P) ambos conhecidos em E. coli e também 

considerados sistemas secundários, como o Pit, com a diferença de que 

esses sistemas captam compostos fosfatados e não fosfato inorgânico 

(VAN VEEN, 1997). 

Ao compararmos o perfil de crescimento da cepa DL1 em relação a 

linhagem UA159 de S. mutans em meio definido com diferentes 

concentrações de fosfato, notamos que houve uma redução significativa 

na taxa de replicação celular, mesmo em concentração de Pi 

consideradas altas como 30mM, o que sugere uma possível alteração em 

aspectos fisiológicos da bactéria. Deficiências semelhantes foram 

relatadas em estudos anteriores em diferentes bactérias. A linhagem 

mutante pstB de S. pneumoniae R6 dobrou seu tempo de geração quando 
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comparado à linhagem selvagem, mesmo em concentração de fosfato 

considerada ótima (NOVAK et al., 1999). Perfil de redução similar foi 

observada em Proteus mirabilis quando incubado em baixas 

concentrações de fosfato, apesar dessa alteração não ser suficiente para 

atenuar a bactéria in vivo (JACOBSEN et al., 2008). O mutante pstS de 

Mycobacterium smegmatis também mostrou deficiência de crescimento 

quando cultivado em meio contendo 10 mM de fosfato inorgânico 

(GEBHARD et al., 2006). Mutantes pstC e pstA de Pseudomonas 

aureofaciens também tiveram taxas de crescimento mais reduzido quando 

comparadas com a linhagem selvagem (MONDS et al., 2001). 

Além do papel na captação de nutriente, o sistema Pst possui um 

efeito pleiotrópico na célula. Tal característica deve estar associada a 

importância que o fosfato possui no metabolismo, pois faz parte de uma 

ampla variedade de metabólitos, compostos moleculares de modificações 

pós-traducionais e de moléculas que atuam em vias de sinalização 

intracelular. O fosfato também possui papel fundamental na expressão de 

genes do regulon Pho já que atua como seu repressor (SOUALHINE et 

al., 2005; NOVAK et al., 1999). Partindo desse princípio avaliamos a 

interferência do sistema Pst em características importantes para a 

virulência e sobrevivência de S. mutans. 

O primeiro aspecto analisado foi a frequência de transformação de 

S. mutans, uma característica inerente desse gênero bacteriano e 

particularmente importante para a espécie que se encontra em um nicho 

com alta concentração celular e, portanto, com uma variabilidade genética 

importante (STEWART et al., 2008; YOSHIDA et al., 2002; RICKARD et 

al., 2003). Diferentemente do relato da literatura para S. pneumoniae R6,  

no qual a mutação em pstB levou à diminuição da frequência de 

transformação, não houve diferença significativa da frequência de 

transformação da cepa DL1 em relação a UA159 de S. mutans, 

independente da presença do peptídeo de estímulo à competência 

(NOVAK et al., 1999). 

Com relação à capacidade de aderência à superfície abiótica, um 

dos fatores de virulência mais relevantes para S. mutans, a cepa mutante 

DL1 apresentou uma redução significativa quando da utilização de 
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sacarose como fonte de carbono em relação ao S. mutans UA159. A 

sacarose é o principal açúcar envolvido na aderência desta bactéria, por 

ser o elemento primordial utilizado pelas enzimas GTFs para produção 

dos PECs e maturação do biofilme. Esse dado demonstra pela primeira 

vez a relação entre um transportador ABC e a capacidade de aderência 

de S. mutans (NEPOMUCENO et al., 2007). No entanto a resposta é 

corroborada pelos dados observados em outros gêneros bacterianos, 

como P. aureofaciens na qual a deleção dos genes pstC e pstA levou à 

incapacidade na produção de biofilme em PVC, devido à incapacidade em 

reprimir o regulon Pho, um regulador negativo da produção de biofilme 

nessa espécie (MONDS et al., 2001). Outro importante exemplo foi 

descrito em Proteus mirabilis no qual também ocorre uma regulação 

negativa da produção de biofilme pelo sistema Pst, sendo os mutantes no 

óperon atenuados em modelos de infecção urinária in vivo, o que 

demonstra o papel deste sistema na patogênese desse microrganismo 

(O’MAY et al., 2009).  

Grupos de pesquisa têm sugerido que as propriedades hidrofóbicas 

das bactérias podem ser um importante fator em sua aderência aos 

tecidos do hospedeiro (GIBBONS et al., 1983). Em nossa avaliação, o 

mutante DL1 mostrou menor taxa de partição ao n-hexadecano em 

relação à linhagem selvagem, o que sugere uma redução da presença de 

moléculas ou proteínas de superfície capazes de promover interações 

hidrofóbicas, o que pode prejudicar sua aderência à saliva. Estudos 

anteriores sugerem que essas interações hidrofóbicas possuem um 

importante papel na adesão de uma variedade de bactérias orais à 

película salivar (GIBBONS et al., 1983). 

Por fim analisamos a capacidade de resistência ao pH ácido, fator 

importante para a sobrevivência de S. mutans no microambiente da placa 

dental, e essencial para a formação da cárie dental (LEMOS et al., 2004). 

Um leve aumento na sobrevivência ao pH ácido foi observado na 

linhagem mutante em relação à selvagem, o que poderia interferir 

positivamente na virulência dessa bactéria, porém além deste efeito não 

se mostrar estatisticamente significativo, as perdas na capacidade de 
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adesão suplantariam a vantagem na aciduricidade promovida pela 

mutação no sistema Pst. 

Em outra vertente do trabalho, promovemos a clonagem, expressão 

e purificação do domínio ligador de substrato, visando à obtenção de 

anticorpos policlonais monoespecíficos. O sistema mais bem sucedido 

nesse trabalho foi a expressão de PstS em linhagens de Bacillus subtilis 

WB800, seguida de purificação por HPLC e eletroeluição da proteína em 

géis de policrilamida. A falha nas tentativas de expressão em modelos 

laboratoriais consagrados baseados em vetores de E. coli pode ser 

explicada pela diferença no codon usage de S. mutans em relação à 

bactéria gram-negativa.  

 Os anticorpos policlonais anti-PstS obtidos pela purificação de PstS 

tiveram sua especificidade confirmada por imunodetecção, comprovando 

ser específico para a proteína de S. mutans. Sua utilização foi focada em 

testes que demonstraram uma alteração no crescimento de S. mutans 

UA159, quando de sua presença, de maneira dose dependente, sugerindo 

uma ação protetora deste soro contra S. mutans UA159, contrariando 

resultados obtidos em S. pneumoniae onde o soro anti-PstS não foi 

protetor nas linhagens testadas em modelos in vivo (ORIHUELA et al., 

2001). Apesar de promissores, os resultados ainda são parciais e exigem 

testes em modelos in vivo para confirmarmos o possível papel protetor de 

anticorpos anti-PstS  



	  

 

76	  

6 CONCLUSÕES 
 

• S. mutans UA159 possuí uma única cópia do óperon pst contendo 

seis cístrons que codificam um sistema de captação de fosfato. 

Esse óperon é homólogo ao encontrado em E. coli, assim como em 

outras espécies do gênero Streptococcus, além de possuir uma 

organização conservada no gênero; 

• O gene pstS esta presente em todas linhagens clínicas e 

laboratorias de S. mutans testadas; 

• A captação de fosfato foi reduzida parcialmente na cepa DL1 

indicando a atuação de um sistema alternativo independente de 

Pst; 

• A deleção do gene pstS leva a um crescimento deficiente mesmo 

em concentração de fosfato considerada alta como 30 mM;  

• O mutante DL1 não apresentou alteração na frequência de 

transformação, independente da presença de CSP; 

• A linhagem mutante teve a capacidade de adesão e perfil 

hidrofóbico de superfície diminuído, o que prejudicaria a 

colonização e a formação de biofilme; 

• A linhagem DL1 mostrou capacidade de resistência ao pH ácido 

aumentada em relação à selvagem, porém de maneira não 

significativa; 

• A proteína PstS foi expressa e purificada com sucesso e anticorpos 

policlonais foram obtidos em camundongos BALB/C;  

• Os anticorpos anti-PstS produzidos mostraram uma ação de 

redução de crescimento sobre S. mutans UA159 

• Os resultados sugerem que o sistema Pst de transporte apresenta-

se relevante para a sobrevivência e virulência de S. mutans, 

mesmo na presença de sistemas alternativos de transporte de Pi. 
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