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RESUMO

LUZ, D. E. Estudo do papel do sistema de captagdao de fosfato
inorganico (Pst) na fisiologia e patogénese de Streptococcus mutans.
2010. 87 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2010.

O fosfato inorganico € um composto essencial por estar relacionado com
diversos processos metabdlicos e biossintese de moléculas relevantes a
sobrevivéncia celular. Em bactéria sao conhecidos dois tipos principais de
transportadores especificos de fosfato inorganico, o sistema Pit, de baixa
afinidade, e o sistema Pst de alta afinidade, um ABC transportador,
ativado sob caréncia de fosfato extracelular. O papel deste sistema na
fisiologia e patogénese de Streptococcus mutans, o principal agente
etiolégico da carie dental, foi estudado neste trabalho. Os genes que
codificam o sistema Pst de S. mutans UA159, estdo organizados em um
operon policistrénico (pstS, pstC1, pstC, pstB, smu.1134 e pholU). A
analise das sequéncias de aminoacidos das proteinas do sistema Pst de
S. mutans com ortélogos do género Streptococcus demonstrou maior
identidade com bactérias da cavidade oral. Analise de prevaléncia do
gene pstS, que codifica a proteina ligadora, demonstrou conservacao
entre todas as cepas laboratoriais e de origem clinicas avaliadas. A
delecao de pstS reduziu a capacidade de incorporagao de ortofosfato que
se refletiu na diminuicdo da taxa de replicagao celular em meios com
diferentes concentragbes de fosfato inorganico. A mutagdo também
reduziu a capacidade da bactéria em aderir a superficies abidticas e
diminuiu a hidrofobicidade de superficie, além de aumentar a resisténcia
intrinseca a pH acido. No entanto, ndo houve alteracdo na frequéncia de
transformacao bacteriana. Por fim, o gene pstS de S. mutans foi clonado,
expresso e a proteina 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 patogénese de S. mutans.

Palavras-chave: Sistema Pst. Streptococcus mutans. Importacdo 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 Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo 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 INTRODUGAO

11 Streptococcus mutans

A bactéria Streptococcus mutans € uma eubactéria, firmicute, imoével,
anaerdbia facultativa que se apresenta na forma de cocos pertencentes a
microbiota autdctone da cavidade oral (HAMADA et al., 1980). O S.
mutans é um dos colonizadores primarios do biofilme supragengival e em
conjunto com algumas espécies de Lactobacillus, representa o principal
agente infeccioso associado a carie dental, a patologia infecciosa mais
prevalente em humanos (HARDIE, 1992; VAN HOUTE, 1994). Um
aspecto importante relacionado ao microambiente oral € a variagao na
disponibilidade de nutrientes, o que torna necessario aos microrganismos
que nela habitam, o desenvolvimento de mecanismos de sobrevivéncia
que permitam a captacdo de nutrientes esséncias. Essa necessidade é
destacada quando da analise do genoma de S. mutans UA159,
sequénciado em 2002 pela Universidde de Oklahoma (NC 004350), foram
encontrados cerca de 280 genes - 15% do total de ORFs - codificadores
de sistemas de transporte (AJDIC et al., 2002). Os sistemas de transporte
ativos da familia ABC sdo os mais abundantes com mais de 60
transportadores, ou seja, 10% do numero total de ORFs, da espécie.

Inimeros estudos demonstram que esta bactéria possui varios fatores
de viruléncia importantes para sua patogenicidade como: (i) sua
habilidade de aderir firmemente a superficie dental; (ii) produgao de acidos
a partir de um grande numero de carboidratos provenientes da dieta do
hospedeiro (acidogenicidade); (iii) capacidade de sobreviver e replicar em
ambientes acidos (aciduricidade) (MICHALEK et al., 1981; HAMADA et al.,
1984). Entre esses, destaca-se a capacidade de aderéncia/produgao de
biofilme por se tratar do passo inicial e essencial para o desenvolvimento
da carie dental. Além de permitir o contato direto da bactéria - e por
conseguinte de seus produtos metabdlicos - a superficie dental, o biofilme
dificulta o acesso da saliva a superficie do dente, impedindo a promogao
de sua acao tamponante na presencga do acido lactico produzido por S.

mutans (HAMADA et al., 1980). A adesao de S. mutans a superficie dental
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envolve dois passos: o primeiro estagio, chamada de sacarose-
independente € reversivel - garante a interagdo da bactéria as proteinas
salivares e macromoléculas bacterianas associadas a superficie
mineralizada dos elementos dentais — e se refere a adesao a pelicula
adquirida, (BURNE, 1998). Nesta etapa, adesinas bacterianas como
antigeno I/ll (ou proteina SpaP, ou proteina P1) sdo fundamentais. O
segundo estagio, sacarose-dependente, caracteriza-se pela produgao de
glucanos insoluveis, denominados PECs que sao produzidas pelas
enzimas GTF a partir de sacarose e sua interagdo com as adesinas GBP
(HAMADA et al.,, 1984; BOWEN et al.,, 1991; CROWLEY et al., 1999;
RUSSELL, 2006). A capacidade dessa bactéria em aderir a superficie
dental pode ser aferida, de modo indireto in vitro, pela aderéncia a
superficies abidticas, como placas de microtitulacdo (BERLUTTI et al.,
2004).

1.2 Transportadores de fosfato inorganico em bactérias

O transporte de fosfato inorgéanico (Pi), em conjunto com o transporte
de componentes organo-fosfatados, € essencial para o controle e
regulacdo interna da homeostase de fosfato relacionado a fontes de
energia, biossintese de DNA, RNA e fofolipideos (VAN VEEN et al., 1994).
Os microrganismos devem acumular fésforo e nutrientes que contenham
fésforo do ambiente, esses compostos devem passar pelo envelope
celular antes de chegarem ao citoplasma (VAN VEEN et al., 1994). A
captagcdo de substancias através da membrana citoplasmatica, em
particular de bactérias, € realizada por diferentes processos, como a
difusdo 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 primarios e os sistemas
secundarios (VAN VEEN et al., 1994).

Os sistemas primarios, por definicdo, medeiam um movimento vetorial
do soluto através da membrana citoplasmatica juntamente com uma

reagao quimica, sdo sensiveis ao choque osmatico e sua fonte de energia
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vem diretamente da hidrolise de ATP, dentro deste tipo de sistemas
destaca-se, os ABC transportadores.

Os transportadores do tipo ABC estdo presentes nos trés grandes
reinos bioldgicos e sdo empregados por archea, eubactérias e eucariotos,
sendo utilizados tanto para captar, como para exportar diferentes
substancias (HIGGINS, 1992; HIGGINS, 2001). Os sistemas importadores
do tipo ABC sé&o restritos as bactérias e archeas, em geral, constituem 5%
dos genomas bacterianos conhecidos e sao constituidos por trés
componentes funcionais e estruturais (Figura 1), dentre esses dois estéao
associados a membrana citoplasmatica enquanto o terceiro mostra-se
soluvel nas bactérias gram-negativas, ou associados a membrana
citoplasmatica nas gram-positivas (MOUTRAN et al., 2003; LINTON et al.,
1998).

Os componentes associados a membrana interna sdo responsaveis
pela formagao de um poro por onde a substancia sera transportada, esses
componentes sdo, em geral, formados por duas proteinas hidrofobicas
que atravessam a membrana citoplasmatica, e por isso, sdo denominados
de dominio integral de membrana (DIM) (MOUREZ et al., 1997). O
segundo componente desses sistemas ABC de transporte em bactérias é
representado dominios geradores de energia, que sao proteinas
associadas a face interna da membrana citoplasmatica e ligam ATP,
sendo chamadas de dominios de ligagdo de nucleotideos (DLN) (YOUNG
et al., 1999). O terceiro componente denominado dominio ligador de
substrato (LS), é responsavel pela especificidade e afinidade do sistema,
sendo encontrado soluvel no periplasma de bactérias gram-negativas
enquanto que em gram-positivas, sdo encontrados na forma de
lipoproteinas ancoradas por meio de um residuo de acil-gliceril-cisteina N-

terminal a face externa da membrana citoplasmatica (DASSA, 2000).



22

Proteina ligadora de
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Figura 1. Representagdo esquematica de um transpotador ABC em bactéria
gram-positiva. Os trés dominios contituintes de um sistema
importador estao destacados.

Os sistemas secundarios por sua vez, catalizam a translocacdo do
nutriente através da membrana de maneira uniporte, simporte ou antiporte
com outro soluto, sem estar associado com uma reacdo quimica, sao
insensiveis ao choque osmatico e utilizam o gradiente eletroquimico da
membrana para extrair a energia necessaria para o seu funcionamento
(HAROLD, 1986). Assim, enquanto transportadores primarios s&o
intrinsicamente unidirecionais, os transportadores secundarios mediam
fluxo de captagcdo ou efluxo de solutos de acordo com um gradiente
eletroquimico predito (KONINGS et al., 1994).

Em Escherischia coli sdo 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 sdo especificos para fosfato
inorganico e sao controlados pelo seu movimento. Ha também dois
sistemas de transporte de fosfato inorganico mediados por troca ibnica,
onde o fosfato inorganico € aceito como um analogo de um organo-
fosfato, como os sistemas que transporta sn-glicerol-3-fosfato (GIpT) e o
transportador de Glicose-6-fosfato (UhpT) (LARSON, 1987; MALONEY et
al., 1990). Pit, GIpT e UhpT sao considerados sistemas de transporte

secundarios. Pit funciona como um sistema simporte H*/ soluto. GlpT e
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UhpT sao sistemas antiporte que acopla a acumulacdo de acucares
fosfatados a liberagdo de fosfato sob condigdes fisiologicas (AMBUDKAR
et al., 1986; SONNA et al.,, 1988). Pit, GlpT e UhpT ndo utilizam uma
proteina ligadora periplasmatica e aparentemente consistem em uma
unica proteina transmembranica (EIGLMEIER et al., 1987; ELVIN et al.,
1986). O sistema Pst, por outro lado, opera como um mecanismo de
transporte primario, sua estrutura € bem mais complexa, envolvendo
varias proteinas de membrana, e também uma proteina ligadora de
fosfato (SURIN et al., 1987).

ADP + Pi

Figura 2. Representagdao esquematica de transportadores de fosfato em E. coli.
1) Sistema de trasporte especifico de fosfato inorgénico (Pst); 2)
Transportador de fosfato inorgénico (Pit); 3) Sistema antiporte de
ligagcdo ao fosfato sn-glicerol-3-Fosfato; 4) Sistema antiporte de ligagao
ao fosfato Glicose-6-Fosfato.

Fonte: Adaptado de Van Veen, 1997.

O transporte de ions fosfato via Pit, Pst, GIpT e UhpT em E. coli tem
geralmente sido interpretada em termos de translocacdo de fosfato
monobasico ou dibasico. Assim, Pst mediaria a translocacdo de H,PO4 e
HPO,* (ROSENBERG, 1987). Os antiporters ligadores de fosfato GIpT e
UhpT medeiam a troca eletroneutra de H,PO, , dnions organo fosfatos ou
ambos (MALONEY et al., 1990). Em adigao, é geralmente assumido que
HPO,* é a espécie de ion 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 a familia
ABC com afinidade a fosfito/fosfato, regulado pela baixa concentragao
destes compostos, conhecido como sistema Phn, que é codificado por um
Operon de trés genes, possuindo grandes semelhangas com o sistema
Pst, sendo sugerido substitui-lo no transporte de fosfato, quando este esta
ausente (GEBHARD et al., 2006; ELASHVILI et al., 1998).

1.3 Sistema Pst de transporte de fosfato inorganico

O sistema Pst de transporte pertence a grande familia dos ABC
transportadores, e se caracteriza por possuir uma alta afinidade ao fosfato
inorganico (HIGGINS et al., 1990).

A caracterizagao desse transportador em E. coli mostrou que este é
codificado por um éperon policistrénico contendo cinco genes, sendo que
quatro codificam os componentes estruturais do sistema de transporte
(Figura 3).

O primeiro cistron consiste no gene pstS e codifica a proteina ligadora
de fosfato, caracterizada pela alta afinidade e especificidade a esse ion. A
jusante sao encontrados os genes pstA e pstC, que codificam proteinas
hidrofébicas com seis hélices transmembranicas e sao responsaveis pela
formagdo do poro pelo qual o fosfato passa apds ser ligado por PstS.
Analises mutacionais de PstA e PstC sugerem que o fosfato é translocado
através delas via “cadeia de fosfato” formada por uma ponte salina
contendo trés residuos de arginina/glutamato (ou aspartato). E necessario
o0 movimento participativo das hélices de PstA e PstC para abrir ou fechar
o canal de fosfato, isto é ativado pela isomerizacao cis-trans de dois pares
de residuos de cisteina energizadas pelo ATP hidrolizado por PstB
(BRANDL et al., 1986; WEBB et al., 1992). PstB consiste na proteina
ligadora de nucleotideo, pois possui os motivos de ligagdo ao ATP (Walker
A e Walker B) codificada pelo cistron seguinte a pstC (Figura 4). PstB
interage com PstA e/ou PstC na sua face citoplasmatica, e por analogia a
outros sistemas ABC transportadores, provavelmente funciona como um
dimero (WANNER, 1993).
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T AEES |r | pstC | pstA |t'.35'.‘° pstB || phoU

Figura 3. Organizagao do 6peron pstem E. coli.
Fonte: AGUENA, 2007.

O ultimo cistron do 6peron, phoU, codifica uma proteina periférica de
membrana, e seu papel no transporte de fosfato ainda é controvérso,
embora estudos sugiram que esta proteina regule negativamente o
regulon fosfato (Pho) (BUCKLES et al., 2006).

Meio externo

|
Q Periplasma
S

Citoplasma
ADP + Pi J

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 expressao
altamente regulada. O promotor de pstS € pouco expresso em seus niveis
basais, quando o fosfato inorganico esta presente em excesso no
ambiente, porém, mostra uma ativacdo de 100 vezes na expressao
quando ha caréncia deste nutriente (METCALF et al., 1991). O éperon pst
€ parte do regulon Pho, que consiste em aproximadamente 33 genes,
denominados de PSI, cujos os produtos agem primariamente na
assimilagao de fosfato do ambiente (WANNER, 1993).

O regulon Pho é representado por um sistema de dois componentes
sendo uma proteina sensora (PhoB) e uma proteina reguladora

transcricional (PhoR) que na caréncia de fosfato ativa a transcricdo dos
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genes pertencentes ao regulon, através de sua ligagdo a sequéncias
especificas localizadas nas regides promotoras dos genes denominadas
Pho boxes (NOVAK et al., 1999; WANNER, 1995). Estudos sugerem que
o sistema Pst esta ligado a mecanismos moleculares que levam a
desativacado do regulon Pho, interferindo na expressao 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 incorporacdo de Pi em condicbes de
escassez do nutriente, o sistema Pst de transporte esta relacionado a
mecanismos de viruléncia em diversos patégenos (LAMARCHE et al.,
2008). De fato, segundo Jacobsen et al. (2008), mutantes pstA e pstS
mostraram constutividade na expressao de genes do regulon Pho,
demonstrando o papel repressor do 6peron pst sobre esse regulon.

Efeitos pleiotropicos do éperon pst foram demonstrados em varias
linhagens de E. coli. Na linhagem aviaria patogénica, a inativagao do
sistema Pst reduziu significativamente o numero de lesdes extra-
intestinais nas aves, além da perda de resisténcia ao soro de coelho e ao
choque &acido. Em enteropatogénica de porcos, mutantes pst tiveram
adesao aos enterdécitos e patogenicidade significativamente menor quando
comparada a linhagem selvagem. (LAMARCHE et al., 2005; DAIGLE et
al.,, 1995; BATISSON et al.,, 2003). Ja em linhagem extraintestinal,
mutantes pst tiveram uma perda na produgdo de polissacarideos de
superficie e tornaram-se totalmente n&o patogénicas. Em E. coli
uropatogénica, mutagdes no gene phoU causaram diminuicdo de 100
vezes na capacidade de colonizar o trato urinarios de camundongos
(LAMARCHE et al., 2008; BAHRANI-MOUGEOT et al., 2002; BUCKLES et
al., 2006). Ao contrario de outras linhagens, uma insergao entre os genes
pstA e pstB, em E. coli enteroinvasiva aumentou cerca de cinco vezes o
nivel de invasao a células epiteliais humanas in vitro, tornando a bactéria
hiper-invasiva” (SINAI et al., 1993).

Em Shigella flexneri, outra bactéria entérica, mutagdes no 6peron pst

acarretaram em uma diminui¢do da viruléncia 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 infecgdo em peixes,
mutagdes nos genes pstC, pstB e pstS atenuaram significativamente a
viruléncia da bactéria Edwardsiella tarda, causadora de infeccao intestinal
em humanos e septicemia em peixes.

No patégeno extra-intestinal Proteus mirabilis, mutacbes nos genes
pstS e pstA, levaram a competicdo deficiente pela colonizagdo 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 infecgao urinaria in
vivo, pela deficiéncia na produgcao de biofilme, deficiéncia essa também
relatada em mutantes pst de Pseudomonas aureofaciens. Em P. mirabilis,
o sistema Pst regula negativamente a formagédo de biofilme, sendo
portanto, importante para sua patogénese (O’'MAY et al., 2009; MONDS et
al., 2001).

Dentro do género Streptococcus, foi observado que a mutagénese no
gene pstB resultou na redugdo da capacidade de captar fosfato, na
frequéncia de transformagdo 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 relagédo do sistema Pst com a
resisténcia a penicilina em S. pneumoniae, onde a inativagdo do gene
pstS levou a um aumento de duas vezes na susceptiabilidade a penicilina
nas linhagens estudadas. Além disso, mutacdo no gene pstB mostrou
diminuicdo tanto na competéncia quanto na capacidade de produzir

biofilme, prejudicando a adesdo do pneumococo ao epitélio respiratorio.
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2 OBJETIVOS

Este projeto tem como objetivo geral estudar o papel do sistema de
captacédo de fosfato inorganico (Pst), um transportador ativo da familia
ABC, na fisiologia e patogénese da linhagem UA159 de S. mutans. O

trabalho envolvera os seguintes objetivos especificos:

|. Caracterizacdo in silico dos componentes do sistema de

transporte de fosfato inorganico em S. mutans UA159;

[I. Determinagdo da prevaléncia do componente ligador do

Operon pst entre amostras de S. mutans;

[ll. Obtencdo de mutante de S. mutans deletado no gene pstS
para avaliagao de seus papéis na fisiologia e patogenicidade

em S. mutans;

IV. Clonagem, expressao e purificagcdo do componente ligador
do sistema de transporte de fosfato inorganico (PstS) para

producao de anticorpos e avaliagao de suas caracteristicas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Identificagao e andlise computacional do éperon pst

As sequéncias de interesse ao presente estudo foram obtidas pelos
bancos de dados do NCBI (www.ncbi.nim.nhi.gov) e KEGG
(www.genome.ad.jp/keeg). Utilizando o programa BLAST/P foi feita a
identificacdo dos ortélogos do sistema Pst com os maiores graus de
similaridades, medidos pelos seus respectivos e-values (ALTSCHUL et al.,
1997). Caracteristicas inerentes aos diferentes ortélogos que compdéem o
sistema Pst entre as bactérias pesquisadas foram obtidas pelas analises
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 arvores nao-enraizadas, com valores
de bootstrap igual a 100 réplicas, o que possibilita uma analise visual da
similaridade entre ortélogos. Para andlise do codon-usage das bactérias
utilizadas na expressao heterdloga da proteina PstS foi utilizado a
ferramenta disponivel 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
comparacao de sequéncias de aminoacidos das diferentes proteinas que
compdem o sistema Pst e seus ortdlogs encontrados em diferentes
bactérias gram-positivas, focando nas pertecentes ao género
Streptococcus. A seqiéncia incognita (query) e a sequéncia do GeneBank
(subject) sao representadas por suas porcentagens de aminoacidos

idénticos ou similares obtidas.

3.1.2 ProtParam (Protein Identification and Analysis Tool)

O programa ProtParam fornece as caracteristicas bioquimicas

protéicas, a partir das sequéncias de aminoacidos das proteinas
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pesquisadas, como o peso molecular, o numero de aminoacidos, o pl

tedrico, entre outros.

3.1.3 Phylip (PHYLogeny Inference Package)

Arvores nZo 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 regido de clivagem do peptideo sinal de
proteinas 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 solugoes

Meio BHI (Sigma)
Meio comercial de cultura, contém; 12,5% (m/v) infusdo de cérebro
de borrego, 5% (m/v) infusdo de coracdo de boi, 10% (m/v)
peptona, 5% (m/v) cloreto de sodio, 2% (m/v) D-Glicose, 2,5% (m/v)
Dehidrofosfato de sddio. Para meio sélido foi adicionado 2,5% (m/v)
Agar.

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 solido foi utilizado 2,5% (m/v) de
agar

Meio FMC (TERLECKYJ et al.,1975)
44,2% (m/v) KH2POy4, 30,5% (m/v) KaHPO4, 60% (Mm/v) (NH4)2SOs4,
30% (m/v) L-acido glutédmico, 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-acido aspartico, 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-cisteina, 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)
MgS04.7H20, 1% (m/v) NaCl, 1% (m/v) FeS04.7H20, 1% (m/v)
MnSO4.4H,0, 0,02% (m/v) riboflavina, 0,005% (m/v) biotina,
0,005% (m/v) acido folico, 0,04% (m/v) piridoxamina, 0,04% (m/v)
acido pantoténico, 0,004% (m/v) acido para-aminobenzdico, 0,02%
(m/v) tiamina-HCI, 0,1% (m/v) nicotinamina, 1,8% (m/v) glicose; pH
7,0; 40mM MOPS quando necessario.

Meio LS
20% (m/v) glicose, 0,1% (m/v) L-triptofano, 2% (m/v)
casaminoacidos, 10% (m/v) extrato de levedura.

Meio BM (LOO, et al,. 2000)
10% (m/v) KH2POy4, 2% (m/v) KoHPO4, 1,3% (m/v) (NH4)2SO4, 2%
(m/v) NaCl, 0,02% (m/v) MnCl,.4H>0O, 0.001% (m/v) FeCls;.6H20,
2% (m/v) casominoacidos, 0,025% (m/v) MgSOQO4.7H,O, 0,007%
(m/v) CaCly.2H20, 1,2% (m/v) piridoxina-HCI, 0,23% (m/v) acido
nicotinico, 0,12% (m/v) acido pantoténico, 0,02% (m/v) riboflavina,
0,005% (m/v) tiamina-HCI, 0,0006% (m/v) D-biotina, 0,025% (m/v)
L-glutamato, 0,01% (m/v) L-arginina-HCI, 0,01% (m/v) L-cisteina-
HCI, 0,001% (m/v) L-triptofano, 0,18% (m/v) glicose ou 0,17% (m/v)
sacarose; pH7,4.

Tampao Citrato-Glicose
2,29% (ml/v) citrato de sddio, 2% (m/v) glicose; pH 7,0; Quando
necessario foi adicionado 500mM KH2PO4.

Tampao Glicina-HCI (0,1M)
0,75 % (m/v) Glicina; pH 2,85

Tampao Glicina-NaOH (0,1M)
0,75 % (m/v) Glicina; pH 7,0

Tampao PUM
16,94% (m/v) KoHPOs, 7,26% (m/v) KH2PO4, 1,8% (m/v) uréia,
0,2% Mg2S04.7H20; pH 7,1.

Tampao TAE (Corridas DNA)
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242% (m/v) Tris, 57,1% (m/v) &cido acético, 100mL EDTA (0,5M
pH8,0).
Tampao de eletroforese de proteina
3,03% (m/v) Tris, 14,45% (m/v) glicina, 3 mL solugao SDS (sodium
dodecyl sulfate) 20%.
Tampao A (Purificagao da proteina)
12,1% (m/v) tris, 29,22% (m/v) NaCl.
Tampao B (Purificagao da proteina)
12,1% (ml/v) tris, 29,22% (m/v) NaCl, 68,08% (m/v) Imidazol; pH
7,2.
Tampao de transferéncia
3% (m/v) Tris-Base, 11,26% (m/v) Glicina, 100 mL metanol
Tampao PBS-Tween
136,8 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8mM NayHPO4, 1,5 mM KH,POy;
pH7.,4; Detergente Tween 80% foi adicionado

Quando necessario, antibidticos foram adicionados nas seguintes
concentragbes: canamicina (Km), 50ug/mL e 1mg/mL; tetraciclina (Tet)
15ug/mL; ampicilina, 100ug/mL; cloranfenicol (Cm) 10ug/mL e eritromicina
(Em) 10ug/mL.



3.3 Cepas, plasmideos e oligonucleotideos

As linhagens bacterianas utilizadas estao descritas na Tabela 1, os

plasmideos na Tabela 2 e os oligonucleotideos na Tabela 3.

Tabela 1 — Linhagens de bactérias utilizadas

(Continua)
Linhagem Caracteristica Fonte
A1/A5-A9/A11/A12 | Isolado clinico de S. mutans | Nepomuceno, 2007
A15/A24/A25
Bacillus subtilis Nao produtora de protease Murashima, 2002
WB800
BL21 pLyss E. coliK12 F ompT gal dcm Moffatt, 1897
lon hsdSg(rs mg’) A(DE3)
pLysS(cm"®)
BL21 Ril E. coliK12 BFompT hsdS Stratagene
(rs mg’) dem™ Tet galA
(DE3) endA Hte
BL21 RP E. coli K12 BFompT hsdS Stratagene
(rs mg’) dem™ Tet galA
(DE3) endA metA::Tn5
BL21 star E. coli K12 deficiente em Invitrogen
RNAse E
BsHT B. subtilis WB800 contendo Neste trabalho
vetor pHTO8pstS
(pHTO8+pstS)
DH10B E. coli K12 A(mrr-hsd MS- Durfee, 2008
mcrBC) mcrA recA1
DLA1 S. mutans ApstS:NPKm' Este Trabalho
E. coli XL1-Blue
EcoXLPQ transformada com pQpstS Este Trabalho
(pQE-30+pstS)
E. coliBL21-RP
Eco RPPet transformada com pETpstS Este Trabalho

(pET-28a+pstS)
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(Conclusao)

Linhagem Caracteristica Fonte
EcoPPet E. coli BL21-Plyss com Este Trabalho
pETpstS (pET-28a+pstS)
EcoRIPet E. coli BL21-RIL transformada Este Trabalho
com pETpstS (pET-28a+pstS)
EcoSPet E. coli BL21-Star transformada Este Trabalho
com pETpstS (pET-28a+pstS)
LT11 S. mutans NCTC10449 cepa Nepomuceno, 2007
laboratorial
UA159 S. mutans Cepa sequénciada Adijc, 2002
na universidade de Oklahoma
XL1-Blue Bullock, 1987

S. mutans lac ~ F’ [proAB*
lacl’ lacZ AM15 Tn10 (tet)
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Plasmideo Caracteristica Fonte
Vetor de E. coli contendo
pALH124 Cassete nao-polar Km Ahn, 2006
Vetor de expressao em E.
pET28a coli, Histag N-terminal, Km' Novagen
Vetor pET28a contendo o
pETpstS gene pstS de S. mutans Este Trabalho
Vetor de clonagem linear de
pGEM T-easy E. coli, cauda poliT, Amp’ Promega
Vetor pGEM T-easy contendo
pGpstS 0 gene pstS de S. mutans Este Trabalho
Vetor de expressao em B.
pHTO8 subtilis, histag N-terminal Cm | Nguyen et. al., 2007
Vetor pHTO8 contendo o
pHTO8pstS gene pstS de S. mutans Este Trabalho
Vetor de expresséao, Histag
pQE-30 N-terminal, Amp’ Qiagen
Vetor pQE-30 contendo o
pQpstS gene pstS de S. mutans Este trabalho
Vetor de expressdo em S.
pMSP3535 mutans Erm' Bryan et al., 2000
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Tabela 3 — Oligonucleotideos utilizados

Oligonucleotideo Sequéncia
5’arm1pstS 5 gggTgCTCgAAATgTTgTTg 3
3’arm1pstS 5'gggCTAgCggATCCAATAAAGTTA 3
5’arm2 pstS 5gTTCTTTTAgQgATCCTgTgTggAg 3
3’arm2 pstS 5" AgAgCgAAgCCAAgATgg 3
FwpstSBamHI 5 'ggCAgTCggATCCCAgTgTTgg 3
RvpstSSacl 5'CTTCTCTgAgCTCTTTACTTAQCA 3
RvSeqpstS 5' TggAAACAgCTTggCgggC 3’
FwseqpstS 5' ggTAAgAAATAgCgCCCqgg 3’
GtiBFw 5ACTACACTTTCgggTggCTTgg 3’
GTfBRv 5 CAgTATAAgCgCCAgTTTCATC 3’

3.4 Andlise de prevaléncia do gene pstS em linhagens de S.

mutans

3.4.1 Isolamento do DNA gendémico de S. mutans

O isolamento do DNA gendmico foi feito seguindo metodologia
destrita por BURNE et al. (1987). Foram incubados 20ml de cultura de S.
mutans, crescida por 16 horas a 37 °C e 5% CO,. A cultura foi
centrifugada a 4.500g por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
desprezado, o precipitado suspenso em 5ml de TBS (0,121% Tris) e
centrifugado a 11.000g por 5 minutos a 4 °C. Foram adicionados 545ul de
TE (50:10) (3,72% Tris, 6,07% EDTA) e lisozima (10mg/ml), a preparagao
foi incubada a 37 °C por 30 minutos. Apds esse periodo adicionou-se 50ul
de SDS 20% e incubou-se a 65 °C por 15 minutos. Apos leve resfriamento
da suspenséo foi aplicado 2ul de proteinase K (20mg/ml) e incubado a 37
°C por 30 minutos. Adicionou-se 100ul de NaCl (5M) e 80ul de
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CTAB+NaCl (10% - 0,7M) manteu-se a amostra a 65 °C por 20 minutos. A
fase aquosa foi extraida da porgcao superior apos adicdo de fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) e centrifugacdo a 15.500g por 5
minutos. Nova extragao da fase aquosa superior foi realizada apos adicao
de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e centrifugacdo nas mesmas
condigdes. Adicionou-se isopropanol absoluto gelado a fase aquosa
seguido de centrifugagdo a 13.000g por 30 minutos (para preciptagao 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) (37,29 Tris, 121g EDTA por litro), tratado com
2ul RNAse (10mg/mL) por 15min a 37 °C e estocada a —20 °C até o

momento de uso.

3.4.2 Amplificagao de pstS de S. mutans por PCR

Apds o isolamento do DNA genbmico de S. mutans, foram
utilizados iniciadores especificos para a detecgdo do gene pstS. Estes
iniciadores foram construidos a partir da sequéncia genémica da cepa de
S. mutans UA159 disponivel no GenBank (numero de acesso AE014133)
sendo FwpstSBamHI a montante e RvpstSSacl a jusante deste. O ciclo
empregado para esta amplificagao foi: 1. 95 °C por 5 minutos; 2. 95 °C por
30 segundos; 3. 45 °C por 30 segundos; 4. 72 °C por 1 minuto e 20
segundos; 5. Repete 5 vezes a partir do passo 2; 6. 95 °C por 30
segundos; 7. 55 °C por 30 segundos; 8. 72 °C por 1 minuto e 20
segundos; 9. Repete 25 vezes a partir do passo 6; 10. 72 °C por 7

minutos.
3.5 Construgcao do mutante deletado no gene pstS
3.5.1 Obtencao do mutante DL1
A metodologia empregada na constru¢do do mutante DL1 seguiu

normas estabelecidas na literatura, baseadas na inser¢ao de fragmento

linear construido in vitro substituindo o gene pstS (LEMOS et al., 2004).
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As sequéncias dos iniciadores foram originadas a partir da sequéncia do
gene e adjacéncias obtida no site KEGG
(http://lwww.genome.ad.jp/kegg/kegg2.html). Os iniciadores 5’arm1pstS e
3’'arm1pstS foram utilizados para amplificar um fragmento de 1.030pb a
montante do gene pstS. Os iniciadores 5’arm2pstS e 3’arm2pstS foram
utilizados para amplificar um fragmento de 1.039pb a jusante do gene
pstS. Os produtos de PCR foram digeridos com a enzima de restricao
BamHI| e ligados ao cassete nao polar de canamicina, oriundo do
plasmideo pAHL124 apds digestdo com a mesma endonuclease. As
misturas de ligagdo foram introduzidas em S. mutans UA159 por

transformacao natural.

3.5.2 Transformacao de S. mutans

A construgao in vitro realizada para a delecdo do gene pstS, foi
inserida na bactéria por transformacao, aproveitando das condi¢cdes de
competéncia natural deste género bacteriano (PERRY et al., 1983). Uma
colbénia isolada de S. mutans UA159 foi inoculada em 5mL BHI por 16
horas e 5% CO,. Uma diluicdo de 1:20 foi realizada em meio BHI fresco
pré-aquecido. Apos 2 horas de crescimento o conteudo do produto de
ligagao foi adicionado e incubado por 3 horas nas mesmas condi¢des. Os
transformantes foram semeados em placas de BHI com canamicina
(1mg/mL) e incubados por 48 horas a 37 °C e 5% CO,. Transformantes
positivos foram confirmados pela auséncia de amplificacédo do gene pstS
(iniciadores FwpstSBamHI e RvpstSSacl), por sequénciamento e por

imunodetecgao com anticorpos anti-PstS monoespecificos.
3.6 Caracterizagao do mutante DL1
3.6.1 Experimento de internalizacdo de fosfato radioativo (*3P)
A cultura foi crescida em 10mL de meio FMC contendo 4mM de

fosfato por 16h, 37 °C, 5% CO.. Apds 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 DOgoonm 0,1. Em seguida as
culturas foram incubadas por 6 horas, a 37 °C, 5% CO, para induzir
caréncia de fosfato. Apds incubagao, foi aliquotado 1mL de cada linhagem
seguida de incubagdo por 5min a 37 °C sob agitagdo e entéo adicionado
0,5uM de K;HPO4 e 10uCi de fosfato radioativo (**P). Em intervalos de
tempos pré estabelecidos, aliquotas de 100uL foram adicionadas a
membranas de nitrocelulose (Millipore™ Billerica, Massachusets, USA) em
um aparelho de Manifold (Millipore™ Billerica, Massachusets, USA) e
prontamente embebidas com tampao citrato-glicose contendo 50mM de
KoHPO, para interromper a captagdo. As membranas foram retiradas do
aparelho e 3mL de liquido de cintilacido foi adicionado. A radiacéo foi

contabilizada em um leitor de radiagao f.

3.6.2 Curvas de crescimento em diferentes concentragdes de fosfato

As cepas foram crescidas em 5mL de meio FMC utilizando tampéo
MOPS 40mM contendo 10mM de fosfato de potassio bibasico H,PO4 por
16h, 37 °C, 5% CO,. Duas lavagens das culturas foram realizadas com 8
mL de tampao citrato-glicose. Por fim a DOgoomm fOi ajustada a 0,3 para os
in6bculos em 5mL de meio FMC (1:25) contendo K;HPO. nas
concentracées de 1TmM, 4mM, 10mM e 30mM de fosfato. A bactéria foi
incubada em condi¢des idénticas e a medida de absorbancia a 600nm

feita cada 2 horas. Cada experimento foi feito em triplicatas.
3.6.3 Teste de frequéncia de transformacgao de S. mutans

As bactérias foram incubadas em meio BHI acrescido de 5% de
soro de cavalo inativado a 37 °C e 5%CO, até uma D.Oggonm de 0,2. Apds
o periodo de incubagdo, CSP (100mmol ml™) foi adicionado a cultura e
esta foi incubada por 20min. Adicionou-se entao o plasmideo pMSP3535
(500ng.ml™" ). Amostras que ndo receberam o plasmideo serviram como
controle. As células foram incubadas a 37 °C por 3 horas e plaqueadas

em placas de BHI com o antibiético em questdo por um periodo de 48
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horas. A frequéncia de transformacdo foi determinada através da
contagem de transformantes entre as células viaveis no recipiente (AHN et
al., 2005).

3.6.4 Teste de aderéncia/producao de biofilme

Uma colbnia isolada de S.mutans foi crescida em 5mL de meio BHI
a 37°C, 5%CO; por 16 horas. Apés este periodo, uma diluicdo de 1:100 foi
realizada no meio BHI fresco seguido por incubagdo nas condigbes
descritas anteriormente até atingir uma D.O.s00nm 0,5. Uma nova diluicéo
de 1:100 foi feita em meio BM fresco, aliquotas de 200ul foram dispostas
em pocos de placas de microtitulagdo (96-well optical bottom plates™,
Nunc, Rochester, NY USA), seguido por incubacéao, a 37 °C, 5%CO;, por
24 horas. Posteriormente, o meio de cultura conjuntamente com as células
nao aderidas foi removido, por inversao da placa. A placa foi submersa em
solugdo salina e seu conteudo retirado por inversao. Foi adicionado 100ul
de cristal violeta em cada poc¢o e incubado por 15min em temperatura
ambiente. O processo de lavagem foi entdo repetido com solugéo salina
por duas vezes e, ao final, as células coradas foram ressuspensas com
200ul de acido acético (33%) por pogo. A absorbancia 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 37°C |,
5%CO0O; e tiveram sua D.Ogoonm aferida até que as células atingissem duas
fases distintas do crescimento celular: logaritmica e estacionaria. As
culturas entdo foram lavadas trés vezes com o tampao PUM, e uma
D.0.500nm 0,85 foi ajustada. Aliquotas de 3mL das suspensdes bacterianas
foram transferidas para tubos de vidro e tiveram suas D.Oss0nm
mensuradas. 400ul de n-hexadecano (Sigma Aldrich Inc™, S&o Paulo,
Sao Paulo, Brasil), foram adicionados, as suspensdes foram incubadas a

30 °C por 10 minutos e posteriormente homogenizadas em agitador de
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tubos por dois periodos de 30 segundos, com intervalo de 5 segundos de
repouso entre eles. Apds a separagao das fases (30 minutos) a D.Oss0nm
da fase aquosa foi determinada. Os experimentos foram realizados em
triplicatas e os valores de hidrofobicidade expressos em porcentagens da
reducdo na D.Osponm da suspensdo comparada ao valor inicial, o que
representa a porcentagem de células aderidas ao hexadecano (GIBBONS
et al., 1983).

3.6.6 Teste de resisténcia a acido

Indculos das cepas UA159 e DL1 foram crescidos em BHI por 18
horas. Uma aliquota de 200ulL foi transferida para 5 mL de BHI fresco e a
bactéria foi incubada a 37 °C 5%CO, até uma D.Ogoonm 0,5-0,6. Apds
incubacdo, uma aliquota de 100uL foi retirada para servir de controle,
diluicbes seriadas foram feitas e plagueadas em BHI. O restante da
cultura foi centrifugada a 5.500g por 10 minutos a 20 °C e ressuspesa em
1mL de tampéao glicina pH 7,0. A mistura foi centrifugada a 5.500g por 10
minutos a 20 °C, ressuspensa em 800uL de tampao glicina pH 2,85, e
incubada a 37 °C 5%CO; por diferentes periodos de tempo (30, 60 e 90
minutos). A cada tempo aliquotas de 100uL eram retiradas para diluigcbes
seriadas e plagueamento em BHI. As placas foram incubadas por 48h e
as unidades formadoras de colénias foram contabilizadas (LEMOS et al.,
2004).

3.7 Clonagem e expressao da proteina PstS

3.7.1 Extracdo de DNA plasmidial (MIDI-PREP)

As células foram crescidas em 50mL de meio LB com o antibiético
necessario por 16 horas. A cultura foi entdo centrifugada 8.500g por 10min
a 4 °C. O precipitado foi ressuspendido em 5mL da solugdo P1 (2,5% Tris-
HCI pH8.0, 2% EDTA pH 8.0), agitado em um agitador de tubos, e a ele foi
adicionado 5 mL da solugéo P2 (2% de NaOH 10N, 5% de SDS 20%), a
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amostra foi entdo homogeinizada por inversédo. Por fim, 5mL da solugéo
P3 (294% KOAc, 11,5% acido acético glacial) foi adicionado € novamente
homogeinizado por inversao. A solugéo foi entdo centrifugada 12.000g por
30min a 4 °C, o sobrenadante, transferido para outro tubo, e 1/10 V de
NaOAC 3M e 1V de isopropanol absoluto foi adicionado. Uma incubacéao
de 5min em temperatura ambiente seguida de centrifugagao a 13.000g por
30min a 4 °C foram realizados. O precipitado foi ressuspenso em 300uL
de agua livre de DNAse e tratado com 7uL de RNAse (10mg/mL) por
15min a 37 °C. Adicionou-se 1V de Fenol-Cloroférmio (1:1), e centrifugou-
se a mistura a 4.500g por 10min. O sobrenadante foi transferido para um
novo tubo onde 1V de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) foi adicionado e
centrifugado a 4.500g por 10min. Assim como anteriormente a fracéo
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 °C. Duzentos microlitros de etanol 70% foi
adicionado e a amostra centrifugada a 11.000g por 10min. Apds secagem,
o preciptado foi ressuspenso com 125uL de agua livre de DNAse e
mantido a -20 °C.

3.7.2 Digestao de DNA com enzimas de restricdo e tratamento com

enzimas modificadoras

As amostras de DNA foram digeridas totalmente durante trés horas
e meia a 30 °C ou 37 °C com enzimas de restricio (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 Ligagao de moléculas de DNA

A ligagdo de moléculas de DNA com vetores plasmidiais foi

realizada utilizando 1U de ligase (Fermentas®, Glen Burnie, Maryland,
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USA), duas a trés vezes excesso de inserto em relagao ao vetor e tampao
da enzima fornecido pelo fabricante. A reacgao foi realizada por 18 horas a
15°C.

3.7.4 Transformacao quimica de bactérias

O preparo para a transformacao quimica foi feito com um inéculo de
100uL de E. coli DH10B em 5 mL de LB e incubacgéo a 37 °C por 24 horas.
Apods incubacao foi adicionado 500uL desta cultura a 50ml de LB e
incubado a 37 °C até atingir a D.Ogoonm de 0.5 — 0.6. Os tubos entdo foram
colocados em gelo por 15 minutos e depois centrifugados a 4.500g por 10
minutos a 4 °C. As células foram ressuspensas em 16ml de RF1 (12% m/v
de RbCI; 0,99% m/v de NaCl 5M; 3% de solugao KOAc 1M; 0,15% m/v
CaCly.2H,O e 15% m/v glicerol; pH5,8) e incubadas em gelo por 60
minutos, seguido de centrifugagdo a 4.500g por 10 minutos a 4 °C. A
cultura foi ressuspensa em 4 mL de RF2 (2% de solugdo Mops 0,5M;
0,12% m/v RbCI; 1,1% m/v CaCl,.2H,0; pH6,8) e colocados em gelo por
15 minutos. Aliquotas de 200ul foram estocadas a -80 °C.

ApoOs o preparo, aliquotas de 200ul de células foram incubadas
em gelo por 10 mins seguida da adici¢ao de 10ul da ligagao. Esta mistura
passou por 35min em gelo e 2 minutos a 42 °C. Imediatamente, a mistura
voltou ao gelo por 10 min onde 800ul de LB foi adicionado seguido de
incubagéo por 90 minutos a 37 °C sem agitagédo. A suspensao foi dividida
em aliquotas que foram semeadas em placas de meio LB sdélido contendo
ampicilina (100ug/mL), X-gal e IPTG 5M, mantidas a 37 °C por 24 horas,

para selecao de bactérias transformantes.
3.7.5 Eletrotransformacao de bactérias

A bactéria a ser eletroporada teve uma col6nia isolada incubada
em 10mL de LB a 37 °C por 16 horas. Foram adicionados 500ul desta
cultura em 100mL de LB fresco, e a cultura foi incubada a 37 °C até atingir
a D.O.s00nm 0,5-0,6. Resfriou-se a cultura em gelo por 10 minutos, seguida

de centrifugacdo a 5.500g por 10min a 4 °C. As células foram
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ressuspensas em 20mL de agua destilada estéril e centrifugadas a 5.500g
por 40min a 4 °C. O preciptado foi ressuspenso em 8mL de agua destilada
e centrifugada a 5.500g por 10 minutos a 4 °C. Adicionaram-se 1mL de
glicerol 10% ao precipitado, seguido de centrifugagdo a 5.500g por 10
minutos a 4 °C. Por fim o nova ressuspencao foi realizada com 100ul de
glicerol 10% e a amostra aliquotada em tubos contendo 50ul, sendo
estocadas a -80 °C até o uso.

As aliquotas de células eletrocompetentes, foram adicionados 2ul
do plasmideo em questdo. A mistura foi transferida para uma cubeta de
eletroporagdo 2mm (BioRad:,West Palm Beach, Florida, USA) resfriada
em gelo. A eletroporagado foi efetuada em um aparelho eletroporador
(Eppendorf™, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil) & 25kV. Apds a eletroporacéo
foi adicionado a cubeta 1mL de meio LB, e a suspenséo foi transferida
para um tubo de ensaio, incubada por 90 minutos a 37 °C, sem agitacao.
A suspensao foi dividida em aliquotas e semeadas em placas de meio LB
sélido contendo ampicilina (100ug/mL) ou canamicina (50ug/ml) e

incubadas por 37 °C por 16 horas.

3.7.6 Clonagem do gene pstS

O gene pstS obtido como descrito no topico 3.4.2 foi utilizado
diretamente para clonagem no vetor pGEM-Teasy (Promega+:, Madison,
Winsconsin, USA). A reagao de ligacao foi realizada e utilizada para
transformacao de células da linhagem DH10B de E. coli K12, pelo método

de transformacao quimica. Esta constru¢ao foi denominada de pGpstS.

3.7.7 Subclonagens do gene pstS em vetores de expressao

Partindo do vetor pGpstS, foi realizado a subclonagem do gene pstS nos
vetores pQE-30 (Qiagen™, Germantown, Maryland, USA) o qual possui o
promotor T5 e é expresso na linhagem XL1-Blue de E.coli, originando o
plasmideo 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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construgcao pETpstS, lembrando que nos dois casos ha fusdo da proteina
heteréloga com cauda de histidina. A remogao do gene pstS foi feita apds
digestdo do plasmideo pGpstS com as endonucleases BamH| e Sacl.
Uma terceira subclonagem foi realizada no vetor pHTO08, expresso em B.
subtilis WB800, cuja transformacdo seguiu o protocolo descrito por
Anagnostopoulos et al. (1961). A remocao do gene pstS para
subclonagem nesse vetor foi feita apds digestdo do plasmideo pQpstS
com as enzimas de restricaio BamHl e Smal, esta construgao foi

denominada pHTO8pstS.

3.7.8 Inducédo da expressao da proteina PstS

Para indugédo da expressao das linhagens EcoXLpQ (E. cofi 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 pHTO8pstS) empregamos o meio LB. Um pré-indculo foi realizado em
5mL de meio LB com antibidtico necessario e incubado por 16h a 37 °C
sob agitacdao de 200rpm. Entdo um indéculo foi realizado em 500mL de
LB/antibiotico e incubado a 37 °C sob agitagdo de 200rpm até a densidade
Optica (600nm) desejada, cerca de 0.5-0.6, quando foi retirada uma
aliquota para um extrato pré-indugdo. Foi adicionado 50ulL de IPTG 0,5M
e a culltura voltou para a incubagdo em 37 °C sob agitagdo de 200rpm por
4 horas. Uma aliquota para extrato pds-indugcado também foi retirada antes

da centrifugagao final a 15.000g por 40min.

3.8 Extracao e purificagao da proteina PstS

A extragao da proteina foi realizada em condi¢cbes que visaram a
obtegdo da proteina heterbloga em sua condicdo nativa (n&o
desnaturada). O protocolo seguiu os seguintes passos: (i) o preciptado

proveniente da indugao foi ressupenso em 50mL do tampéao (tampao A ou
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B) e a esse foram adicionados 200ul de lisozima (10mg/m) seguido de
agitacdo até a solubilizagdo do preciptado. (i) TmL de PMSF 50mM foi
adicionado seguido de incubagado em gelo por 30 minutos. (iii) A solugéo
foi homogeinizada com a utilizacdo do aparelho French press (Artepecas
Aplab®, So Paulo, S3o Paulo, Brasil) seguida de centrifugagdo a 12.000g
por 30 minutos a 4 °C. (iv) O sobrenadante denominado de extrato solGvel
foi transferido para um tubo e estocado a 4 °C, enquanto que o extrato
insolivel a -20 °C. O sobrenadante foi utilizado para as tentativas de
purificacdo por cromatografia de afinidade por imobilizagdo metalica
(IMAC) com FPLC-Akta (GE Health Care life Science:, Sdo Paulo, Sao
Paulo, Brasil), utilizando um gradiente de concentracédo de Imidazol a
partir da diluicdo dos tampdes B.

O protocolo para purificacdo da proteina PstS por eletroeluicao
seguiu a metodologia descrita por Keen et al. (1995), com algumas
alteracdes. As amostras da proteina PstS eluidas a uma concentragao de
150mM de imidazol foram submetidas a eletroforese em SDS-PAGE e,
posteriormente a banda correspondente a proteina foi eluida do gel. Esse
material foi transferido para um saco de dialise, previamente umidecido
contendo 1mL de tampao de eletroforese de proteina com 50uL de PMSF
50mM. O conjunto foi colocado em uma cuba de eletroforese contendo o
mesmo tampéo e submetido a uma corrente de 22V por 16 horas.
Posteriormente, o conteudo do saco contendo a proteina purificada foi

retirado e estocado a 4 °C.
3.9 Producgao de anticorpos anti-PstS

O anticorpo foi obtido através de imunizagdes via subcutaneas 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 versdo imcompleta do mesmo adjuvante. Sete dias
apo6s a ultima imunizagdo, uma sangria total foi realizada, para obtencéo

do soro. Incubamos o sangue por 30min a 37 °C, seguida de uma
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incubag&o de mesmo tempo a 4 °C e centrifugagéo a 13.000g por 10min,
as amostras dos cinco camundongos foram agrupadas em um pool de

anticorpo. A especificidade do soro foi testada por imunodeteccao.
3.9.1 Imunodetecg¢ao 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
concentracao final de 12,5% e N-N’metileno-Bis-acrilamida (Bis) de 2,6%.
Apoés 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 diluido em PBS contendo 0,05% Tween-20
(PBS-T), por 16 horas. Lavagens com PBS-Tween foram seguidas de
incubagado da membrana com soro anti-PstS diluido 1:1000 em PBS-T por
90 min. Foram realizadas lavagens com PBS-T seguido de incubagdo com
soro Anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase (Promega®,
Madison, Winsconsin, USA) na diluigao de 1:3000 em PBS-T por 90min. A
deteccdo foi realizada com o sistema Supersignal West Pico
Chemioluminescent (Pierce® Rockford, lllinois, USA), de acordo com o
fabricante. Filmes de raio-X foram utilizados para a detecgao das bandas

correspondentes a proteina PstS.

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

mutans

Um in6culo de 1:25 de S. mutans UA159 foi realizado em meio BHI
contendo diferentes concentragbes de soro anti-PstS (1:250, 1:500,
1:1000), e anti-Bacillus (1:250) que foi utilizado como controle. A
densidade optica (600nm) foi medida a cada duas horas. Experimento

feito em ftriplicata.
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3.11 Sequénciamento de DNA

As amostras de DNA foram amplificadas por PCR, submetidas a
eletroforese, purificadas conforme descrito acima e sequénciadas (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
automatico modelo ABI Prism 3100 Genetic Analyser (Applied

Biosystems/Hitachi).
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4 RESULTADOS

4.1 Analise computacional do 6peron pst de S. mutans

A analise do genoma da cepa de S. mutans UA159 revelou a
presenca de uma unica copia de um possivel éperon pst constituido por
seis cistrons (pstS, pstC1, pstC, pstB, smu.1134 e phoU) (Figura 5). O
primeiro cistron do éperon, pstS, codifica uma proteina ligadora de fosfato.
A proteina PstS possui massa molecular de 30,8kDa (287aa) e a fungao
de definir a afinidade e a especificidade do sistema de transporte. Os dois
cistrons seguintes, pstC1 e pstC, codificam proteinas de massas
moleculares correspondentes a 31,7kDa (311aa) e 33,6kDa (395aa),
respectivamente, e sao proteinas transmembranicas do sistema de
transporte, formando o poro na membrana citoplasmatica, pela qual o
nutriente deve passar. Os genes pstB e smu.1134 codificam proteinas de
massas moleculares correspondentes a 30,6kDa (267aa) e 28kDa
(252aa), respectivamente, e apresentam a fungdo de ATPase,
responsaveis pela geracdo de energia necessario ao processo de
transporte. O ultimo cistron do 6peron, é representado pelo gene phoU,
que codifica uma proteina com massa molecular de 24,7kDa (217aa) e

nao faz parte do transportador de fosfato.

287 aa | 311 aa , 395 aa | 267 aa | 252 aa | 217 aa

B e e

Figura 5. Organizagédo do operon pst em S. mutans UA159. As setas indicam a
direcao de transcrigdo. O numero de aminoacidos codificados por cada
gene estao indicados na figura.

Comparamos a organizagao dos genes que constituem o éperon pst de
quatro espécies do género Streptococcus (S. sanguinis, S. thermophilus,

S. pneumoniae e S. pyogenes) — cujo 6peron foi notado no genoma
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sequénciado disponivel no GenBank - com o encontrado em S. mutans
UA159. Como indicado na Figura 6, todos os 6perons pst encontrados nas
diferentes espécies do género Streptococcus compartiham a mesma
organizagao genética incluindo a presenca do gene phoU. Em Bacillus
subtilis (bactéria utilizada como comparagao, por ter seu 6peron pst mais
estudado entre as bactérias Gram-Positivas), o O&peron pst esta
organizado de forma semelhante ao encontrado nas espécies do género

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

: m@w Streptococcus mutans *
S. sanguinis SK36 *

pstB1 S. thermophilus CNZR *
m spg1338 spg1337 phoU S. pneumoniae D39
‘ mm S. pyogenes MGAS10270
m Bacillus subtilis

* Streptococcus de cavidade oral

spg1341

W””

Figura 6. Analise da organizagcdo do Operon pst em diferentes espécies de
Streptococcus. O 6peron pst de B. subtilis também esta indicado na
figura para comparagéo.

Comparamos as sequéncias de aminoacidos de todas as proteinas
codificadas pelos Operons pst encontrados das quatro espécies de
Streptococcus (as mesmas mostradas na Figura 6) em relacdo aquelas
codificadas pelo S. mutans UA159 por meio do programa Blast/P. Na
Tabela 4, apresentamos os valores de identidade compartilhados entre os
diferentes ortélogos em relagao as proteinas codificadas por S. mutans.
De um modo geral, as proteinas codificadas por S. sanguinis e S.
thermophilus apresentam maiores valores de identidade com os ortélogos
de S. mutans. Com relagéo a proteina ligadora de fosfato inorgéanico, PstS

de S. mutans UA159 (foco de nosso trabalho), o maior valor de identidade
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encontrado (84%) foi a do ortélogo codificado por S. sanguinis SK36 e o
menor valor (33%) a do ortélogo codificado por S. pyogenes (Tabela 4).
Na Tabela 4 apresentamos também os valores preditos de massa
molecular para cada proteina codificada pelos genes que constituem os

operons pst das diferentes espécies de Streptococcus.

Tabela 4 — Massas moleculares preditas das proteinas do sistema Pst e analise
de similaridade dentre os ortélogos de Streptococcus

Organismos Numero de aminoacidos (kDa)/ valores de
identidade
PstS PstC1 | PstC PstB Smu1134 | PhoU
287aa 311aa 395aa 267aa 252aa 217aa
S. mutans 30,8kDa | 33,6kDa | 31,7kDa 30,2kDa | 28,0kDa 24,7kDa
UA159 100% 100% 100% 100% 100% 100%
293aa 305aa 294aa 267aa 257aa 217aa
S. sanquinis 31,0kDa | 32,8kDa | 31,5kDa 30,4kDa | 28,6kDa 25,0kDa
SK%G 84% 90% 49% 80% 52% 68%
299aa 304aa 300aa 267aa 252aa 218aa
S.thermophilus 32,4kDa | 32,9kDa | 32,3kDa 30,2kDa | 27,9kDa 24,8kDa
CNRZ 83% 33% 88% 74% 80% 72%
291aa 287aa 271aa 250aa 267aa 216aa
S.pneumoniae 30,7kDa | 30,7kDa | 29,1kDa 28,1kDa | 30,3kDa 24,1kDa
D39 36% 32% 58% 69% 85% 41%
288aa 311aa 295aa 267aa 252aa 217aa
S.pyogenes 30,9kDa | 33,6kDa | 31,6kDa 30,4kDa | 28,2kDa 24,9kDa
MGAS 33% 32% 52% 78% 52% 85%

Focando na proteina de interesse desse trabalho, PstS, e a partir
de valores de identidade codificados por 14 espécies de bactérias
(géneros Sthaphylococcus, Streptococcus, Bacillus e Escherichia)
construimos arvores nao-enraizadas pelo método neighbor-joining (Figura
7). Pode-se verificar que as sequéncias das proteinas PstS codificadas
pelas espécies de Streptococcus estdo reunidas no mesmo ramo da
arvore. Ortélogos codificados por espécies do género Staphylococcus
mostram uma origem filogenética distinta e estdo organizados em ramo

separado, assim como os ortdélogos encontrados em E. coli K12 e B.
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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 género. Andlises semelhantes

foram feitas para as sequencias de aminoacidos das proteinas codificadas

pelos genes dos 6perons pst das espécies bacterianas analisadas.

0.1

Sag2603

Ssud8HA

B Sha R
SepATCC b

/
/

\_ SauMRSA252

EcoK12

SpnRE

Figura

4.2

7. Arvore ndo-enraizada com valores de identidade compartilhados pelas
proteinas PstS codificadas por 14 espécies de bactérias Dois grupos
podem ser observados: as espécies do género Staphylococcus
(circulo verde), as espécies do género Streptococcus (circulo azul).
Em destaque a localizagao de ortdlogo de PstS de S. mutans (circulo
vermelho). Abreviagdes 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).

Prevaléncia do gene pstS em linhagens de S. mutans

Verificamos a presenga 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 clinicos obtidos a partir de
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pacientes carie-ativos. Empregamos a técnica de PCR e os iniciadores
FwpstSBamHI e RvpstSSacl, definidos a partir do genoma de S. mutans
UA159. Como mostrado na Figura 8, todas as amostras testadas portam o
gene pstS e, consequentemente, compartiiham sequéncias génica

semelhantes aquela encontrado em S. mutans UA159

12 3 4 65 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15

750pb =

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

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

4.3.1 Construgao da linhagem DL1 (ApstS) de S. mutans

Com o objetivo de avaliar o papel do éperon pst na fisiologia do S.
mutans UA159, aplicamos uma estratégia de troca alélica por dupla
recombinagao para gerar uma delegdo no gene pstS. Para tal finalidade
geramos um fragmento de DNA que transporta sequéncias flanqueadoras
do gene pstS e um cassete ndo polar de resisténcia a canamicina, obtido
do plasmideo pALH124 como descrito em materiais e métodos (Figura 9).

A insercdo do fragmento no genoma da linhagem UA159 permitiu a
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delecdo nao polar do gene pstS. Foram analisados alguns clones obtidos
apos o processo de mutagénese sitio-dirigida e um mutante, denominado

DL1, foi selecionado.

pstS pstC1 pstC pstB Smu.1134 phoU

5'——-—-—-—-——3’

pstS pstC1
5 ) )
GGGTG....GGGCT GTTCT...AGAGC
Arm 1 Arm 2
BamH| BamHI
5 Am1 NP:Km | Am2 g

’ NP-Km pstC1 pstC pstB Smu.1134 phoU

D — e—- S— - S— - w——

Figura 9. Representagdo esquematica da mutagénese do gene pstS de S.
mutans. A figura mostra o 6peron pst de S. mutans nativo, a
localizagdo das regibes adjascentes que compdes 0 gene que ira
substituir o gene alvo, a construgdo deste com a ligagdo do cassete
nao polar, e por fim o 6peron mutado.

Na Figura 10 apresentamos os produtos de amplificagdo a partir
do DNA genbmico extraido das linhagens UA159 e DL1 com iniciadores
para os genes pstS e gtfB (um marcador especifico para S. mutans).
Como pode ser notado, o mutante DL1 ndo gerou uma banda
correspondente ao gene pstS, confirmando a delegdo do gene

correspondente.
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500pb

Figura 10. Amplificagdo dos genes gtf$ e pstS nas cepas selvagem e mutada de
S.mutans. Amostras: 1) Marcador de peso molecular; 2) Amplificagéao
do gene gtf$ na linhagem de S. mutans UA159; 3) Amplificagdo do
gene gtf na linhagem de S.mutans DL1 ; 4) Amplificacdo do gene
pstS na linhagem de S. mutans UA159; 5) Auséncia de amplificagéao
do gene pstS na linhagem de S. mutans DL1; 6) Marcador de peso
molecular.

4.3.2 Efeito da mutagdo no gene pstS no crescimento e captagao de

fosfato em S. mutans

Para comprovar que a delegcao do gene pstS afeta a captagao de
fosfato, realizamos ensaios com fosfato radioativo marcado com 2P nas
linhagens UA159 e no mutante DL1. Os resultados encontrados
demonstram que a captacao de fosfato decaiu no mutante DL1 em relagéo
a linhagem parental (Figura 11). Tal resultado confirma a funcionalidade
do gene pstS na linhagem UA159 e sugere que outros mecanismos de

transporte de fosfato sao codificados pela linhagem.
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Figura 11. Internalizagdo de ortofosfato (**P) em linhagens de S. mutans. (®)
UA159; (A) DL1. Valores expressos em nanomoles por 10’ de
bactéria. Cada ponto da curva € a média de trés triplicatas
independentes.

As linhagens UA159 e DL1 foram entdo comparadas quanto a
capacidade de crescimento em meios de cultura com diferentes
concentracbes de fosfato. Foram testadas quatro concentragdes de
fosfato, 1mM, 4mM, 10mM e 30mM e em todas as concentracdes testadas
o mutante DL1 cresceu menos que a linhagem parental. Na concentragao
de 1mM de fosfato nao foi detectado crescimento significativo do mutante
DL1 (Figura 12).



57

A
1 -

E

c
1)
=4
e

©
©

c
«©
2

o

73
o
<

0 T T T T 1
B 0 6 12 18 24 30 36
Tempo (h)
3 -

€

c

(=]

o

e

o)

(&)

c

«C

2

o

[72]

2

<

Tempo (h)

Figura 12. Curvas de crescimento das linhagens UA159 e DL1 de S.mutans em
meio FMC com diferentes concentragdes de fosfato. A) Curva
utilizando 1mM de fosfato; B) Curva utilizando 30mM de fosfato.
(@) Linhagem UA159; (A) Linhagem DL1. Graficos representam
trés experimento independentes cada um com trés repeticdes.
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4.3.3 Efeito da delecdo do gene pstS na frequéncia de transformacgao de

S. mutans

A competéncia natural € uma caracteristica que abrange poucos
géneros dentro das eubactérias, entre eles destacam-se espécies de
Streptococcus, como o S. mutans. Avaliamos o impacto da delegao do
gene pstS na capacidade de transformacgéo da linhagem DL1 em relagéo
a linhagem parental quando usamos o vetor pMSP3535. Os resultados
encontrados mostram que o mutante DL1 nao difere da cepa parental
UA159 no que diz respeito a frequéncia de trasformacdo com o vetor
pMSP3535 na presenca ou auséncia do peptideo CSP que aumenta a

capacidade transformante da bactéria (Figura 13).

1 1
0,1 1

0,01 -
0,001 -
0,0001 - I
0,00001 -
0,000001 -

0,0000001 T '
UA159 UA159 DL1 DL1

% Transformabilidade

Figura 13. FreqUéncia de transformagido das linhagens UA159 e DL1 de S.
mutans. As linhagens foram cultivadas na presenca (barras
brancas) ou na auséncia (barras cinzas) do peptideo CSP. Os
valores sao expressos como numero de transformantes em relagao
ao numero total de células. Cada valor representa a média e desvio
padrao de trés experimentos independentes.

4.3.4 Efeito da delecdo do gene pstS na expressao de fatores

relacionados a viruléncia de S. mutans

A capacidade de adesdo a superficies abidticas por meio da
producdao de biofilme representa o principal fator de viruléncia do S.

mutans. Com o intuito de avaliar o impacto da dele¢cao do gene pstS na
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capacidade de S. mutans em aderir a superficies abibticas, comparamos a
adesao das linhagens DL1 e UA159 em placas de microtitulagdo em
meios enriquecidos com glicose ou sacarose. Como mostrado na Figura
14, o mutante DL1 mostrou uma reducgao significativa na capacidade de
aderéncia a superficies abidticas com relagcdo a linhagem selvagem,
quando cultivado na presenca de sacarose. Na presencga de glicose nao
observamos diferenca significativa na capacidade de adesado entre as
linhagens DL1 e UA159.
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Figura 14. Adesdo das linhagens UA159 e DL1 S. mutans a superficies
abioticas. Os ensaios foram feitos em placas de microtitulagdo 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 padréao de trés experimentos independentes. * significancia
estatistica (p > 0,05).

Visto que a mutagdo no gene pstS leva a alteragdo na capacidade
de aderéncia de S. mutans, verificamos a hidrofobicidade de superficie,
outro fator que interfere na capacidade do patégeno 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 hidrofébico (% 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 diferenca entre as duas

linhagem foi estatisticamente significante.
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Figura 15. Perfil de hidrofobicidade das linhagens UA159 e DL1 de S. mutans.
Células foram analisadas na fase logaritmica de crescimento durante
cultivo em meio FMC a 37°C em condigdo capnofilica. Barra
representa média de trés experimentos independentes, expressos
como porcentagem de células aderidas ao n-hexadecano. *
significancia estatistica (p > 0,05).

A sobrevivéncia em ambiente acido representa uma caracteristica
importante relacionada a viruléncia de diversas espécies de bactérias
patogénicas. O S. mutans expressa genes que permitem a sua
sobrevivéncia em condi¢gdo de baixo pH. Para avaliarmos se a delegao do
gene pstS afetou sua capacidade em sobreviver em condi¢ao de baixo
pH, incubamos a linhagem UA159 e o mutante DL1 em meio com pH de
2,85. O resultado encontrado mostrou que a delegcédo do gene pstS levou a
um pequeno aumento na resisténcia ao pH acido, porém este nao foi

estatisticamente significativo (Figura 16).
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Figura 16. Sensibilidade a acidez das linhagens UA159 e DL1 de S. mutans. As
células das cepas UA159 (@) e DL1 (A) de S. mutans em fase
logaritmica de crescimento foram exposta ao pH de 2,6 durante 90
minutos e o numero de células viaveis determinado apods
plagueamento em meio BHI.

4.4 Obtencao de anticorpos policlonais anti-PstS

441 Construcdo de vetores para expressao da proteina recombinante
PstS de S. mutans

Para geracdo de anticorpos e visando futuros estudos sobre a
estrutura molecular da proteina 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. Apos introdugdo na
linhagem de E.coli K12 DH10f selecionamos um clone recombinante e o
plasmideo obtido foi denominado pGpstS (Figura 17). A insercédo do gene

pstS no vetor foi confirmada por analise de restricao.
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Figura 17. Clonagem do gene pstS no vetor pGEM-Teasy. (A) Representagao
esquematica do plasmideo pGpstS. A origem de replicagdo, os
genes bem como os sitios de restricdo mais relevantes estao
indicados na figura. (B) Analise eletroforética em gel de agarose dos
fragmentos gerados apods restricdo do plasmideo pGpstS. 1) 1kb
ladder; 2) gene pstS amplificado; 3) plasmideo pGpstS integro; 4)
pGpstS linearizado com Sacl (fragmento de 4.000pb); 5) pGpstS
digerido com as enzimas BamHI e Sacl, nota-se a presenga 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 construgdes foram denominadas pQpstS,
pETpstS, respectivamente (Figuras 18 e 19). Os plasmideos
recombinantes foram analisadas por digestdo com as enzimas BamHI e
Sacl e sequénciamento automatico. Para as duas construcoes

confirmamos a clonagem precisa do gene pstS de S. mutans.
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Figura 18. Construgdo do plasmideo pQpstS a partir da subclonagem do gene
pstS no vetor pQE-30. (A) Representacao esquematica do plasmideo
pQpstS. A origem de replicacdo, os genes relevantes bem como os
sitios de restrigdo do gene estdo indicados na figura. (B) Analise
eletroforética em gel de agarose dos fragmentos gerados apoés
restricdo do plasmideo pQpstS. 1) 1kb ladder; 2) gene pstS purificado
a partir do vetor pGpstS; 3) pQE-30 linearizado com Sacl (fragmento
de 3,5kb); 4) pQpstS linearizado com Sacl (~4,2kb); 5) pQpstS
digerido com as enzimas BamHI e Sacl, nota-se a presenca 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. Construgao do plasmideo pETpstS, obtido com a inser¢édo do gene
pstS no vetor pET-28a. (A) Representagdo esquematica do
plasmideo pETpstS. A origem de replicagado, os genes relevantes
bem como os sitios de restricdo do gene estdo representados. (B)
Analise eletroforética, por gel de agarose do perfil de restricao do
plasmideo pETpstS. 1) 1Kb ladder; 2) gene pstS purificadodo vetor
pGpstS; 3) pET-28a linearizado com Sacl (5Kb); 4) pETpstS
linearizado com Sacl (fragmento de ~5,7Kb); 5) 1Kb ladder.

O gene pstS de S. mutans também foi clonado em um vetor de
expressao em Bacillus subtilis. Utilizamos o vetor pHTO08 e posterior
introducao na linhagem B. subtilis WB800. Essa clonagem originou o vetor
denominado pHTO8pstS e a linhagem denominada BsHT (Figura 20). A
confirmagédo da subclonagem foi feita com DNA plasmidial dos clones

recombinantes e digestdo com as enzimas BamHI| e Smal.
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Figura 20. Construgéo do plasmideo pHTO08pstS, obtido com a insergdo do gene
pstS de S. mutans no vetor pHTO08. (A) Representagdao esquematica
do plasmideo pHTO8pstS. A origem de replicagdo, os genes
relevantes bem como os sitios de restricio do gene estao
representados. (B) Analise eletroforética, por gel de agarose do perfil
de restrigao do plasmideo pHT08pstS. 1) 1Kb ladder (O’Gene Ruler™
-Fermentas-); 2) gene pstS purificado a partir do vetor pQpstS; 3)
pHTO8pstS linearizado com BamHI (fragmento de ~8,7Kb); 4) pHTO08
linearizado com BamHI| (8Kb); 5) pHTO8pstS digerido com as
enzimas BamHI e Smal, nota-se a presenga de 2 fragmentos, um
maior de 8Kb (pHT08) e um menor de 750pb (gene pstS); 6) 1Kb
ladder.

4.4.2 Expressao da proteina PstS em E. coli e B. subtilis

Tentativas iniciais de expressdao da proteina PstS em E.coli
transformada com o plasmideo pQpstS (EcoXLPQ) ndo resultaram no
esperado. De forma semelhante n&do tivemos sucesso na expressdo da
proteina recombinante em linhagens de E. coli transformadas com o vetor
pETPstS. Por outro lado, tentativas de expressao da proteina PstS de S.
mutans na linhagem de B. subtilis W800 foram bem sucedidas. Embora
nao visivel em géis de poliacrilamida corados com azul de comassie, a
proteina PstS foi detectada em extratos da linhagem BsHT apds revelagao
com anticorpos especificos para a cauda de histidina presente na proteina

PstS recombinante (Figura 21).
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Figura 21. Imunodeteccdo da proteina recombinante PstS de S. mutans
expressa por linhagem de B. subtilis. 1) Extrato total de B. subtilis
WB800 recombinante antes da indu¢do com IPTG; 2) Extrato total
B. subtilis recombinante apdés indugdo com IPTG. A proteina
recombinante foi detectada com anticorpo anti-Histag especifico. A
seta indica a posicdo e massa molecular da proteina PstS
recombinante.

A proteina PstS expressa na linhagem BsHT foi purificada por
cromatografia de afinidade ao niquel em fungao da presencga da cauda de
histidina fusionada a proteina heteréloga. A proteina foi obtida na forma
soluvel apods eluicdo com 150mM de imidazol mas varias proteinas
contaminantes estavam presentes na amostra (Figura 22). Para a
obtencdo de uma proteina pura o suficiente para gerar anticorpos
especificos, a proteina recombinante foi eletroeluida do gel de
poliacrilamida como descrito em materiais e métodos (Figura 23). A
preparacdo obtida por eletrodialise mostrou-se livre de contaminantes
embora pouco concentrada (334,44 ug/mL). No entanto, foi possivel utliza-
la para a imunizagdo de camundongos e obtencdo de anticorpos

policlonais anti-PstS monoespecificos.
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Figura 22. Purificagdo da proteina recombinante PstS de S. mutans Amostras
analisadas em SDS-PAGE em gel de poliacrilamida. 1) Marcador
molecular de proteinas (PageRuler™ - Fermentas®, Glen Burnie,
Maryland, USA); 2) Fragdo obtida com 90 mM de imidazol; 3) Fragao
obtida com 110mM de imidazol; 4) Fragdo obtida com 130mM de
imidazol; 5) Fragao da proteina PstS obtida com 150mM de imidazol.

27,5 kDa ——

Figura 23. Purificagdo da proteina recombinante PstS por eletroeluigao.
Amostras analisadas em SDS-PAGE em gel de poliacrilamida: 1)
Marcador molecular de proteinas (PageRuler); 2) Fragbes da
proteina purificada apds eletroeluigao.



68

4.4.3 Geragao dos anticorpos policlonais anti-PstS em camundongos

Camundongos Balb/c foram imunizados com quatro doses
(50mcg/dose) da proteina purificada PstS por via subcutdnea com
adjuvante completo de Freud na primeira dose e adjuvante incompleto de
Freud nas doses seguintes. O soro obtido dos animais apds a imunizagao
atingiu titulo de 21.000 quando testado frente a proteina pstS
recombinante. O soro obtido foi testado quanto a especificidade em
Western blots. Como mostrado na Figura 24, os anticorpos gerados
detectaram de forma especifica a proteina PstS em extrato de proteinas
totais de S. mutans UA159. Como esperado, ndo detectamos a proteina

PstS em extrato de proteinas totais da linhagem mutante DLA1.

0kDa — == —— < 27.5KDa

Figura 24. Imunodetecgao com anticorpos anti-PstS especificos. A proteina PstS
de S. mutans ¢é detectada com anticorpos produzidos em
camundongos imunizados com a proteina Psts recombinante.
Amostras: 1) Extrato total de S. mutans UA159, 2) Extrato total de S.
mutans DL1, 3) Proteina PstS recombinante.

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

Para avaliarmos possiveis efeitos bactericida do anticorpo
policlonal anti-PstS, incubamos células da linhagem UA159 com o
diferentes diluicbes deste soro. Como controle, 0 mesmo ensaio foi
realizado com soro de animais imunizados com extrato celular de B.
subtilis. Os resultados encontrados indicam que a incubagéo da linhagem
UA159 com anticorpos anti-PstS resultou na perda de viabilidade das

células de forma dose-dependente (Figura 25).



69

Absorbancia (600nm)

0,4

1,6 1

1,2 1

0,8 1

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; (m) UA159 incubada com soro anti-PstS na diluicao
de 1:1000; (-) UA159 incubada com soro Anti-PstS na diluicdo de
1:500; (#) UA159 incubada com soro anti-PstS na diluicdo de 1:250.
Cada curva representa trés experimentos independentes.
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5 DISCUSSAO

O sistema Pst de transporte de fosfato inorgénico é responsavel
pela captacdo de Pi quando ha caréncia deste no meio extracelular
(PRATT et al., 2010). Os genes que codificam esse transportador tem sua
regulacéo de transcricdo dependente do sistema de dois componentes
PhoB/PhoR, conhecido por regular cerca de 33 genes em E. coli
relacionados com a incorporacdo 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 interagao do sistema Pst de transporte com a viruléncia do
patdbgeno oral S. mutans, agente etioldégico da carie dental que se
encontra também associado a algumas doengas sistémicas como a
endocardite bacteriana. (NOMURA et al., 2006; NEMOTO et al., 2008;
BANAS, 2004).

Partindo da analise in silico, verificamos a presenga de um operon
pst completo no genoma de S. mutans UA159, composto por seis cistrons:
pstS que codifica uma proteina ligadora de fosfato, pstC1 e pstC,
proteinas transmembranicas formadoras do poro responsavel pela entrada
do nutriente, pstB e smu.1134 proteinas ligadoras de nucleotideo, e phoU
que nao possui um papel no transporte de fosfato, mas parece participar
da regulacéo e controle da expressdo do regulon Pho (ADIJC et al., 2002;
STEED et al., 1993).

O Ooperon encontrado no genoma de S. mutans UA159 possui
homologia com E. coli e espécies de Streptococcus nao habitantes da
cavidade oral, como foi demonstrado pela analise de identidade das
proteinas codificadas pelos oOperons pst. O sistema Pst também
apresentou uma maior variacdo nos valores de identidade quando da
analise de seu componente ligador (uma caracteristica comum dos ABC
transportadores), PstS, o qual apresentou maiores valores de
conservagao em relagdo ao ortélogo encontrado em S. sanguinis, um
habitante saprdéfita do mesmo nicho de colonizagdo, a cavidade oral. A

homologia observada n&o se apresenta apenas na sequéncia de



71

aminoacidos, mas também na conservagao organizacional deste 6peron.
Analise 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
cépia do gene codificador do dominio ligador de nucleotideos (NOVAK et
al., 1999).

A conservagao de sequéncia e organizagao do éperon pst entre as
bactérias analisadas € um indicio da importancia desse componente para
a sobrevivéncia nesse género bacteriano. Com o intuito de aprofundar os
estudos dessa hipétese buscamos avaliar a presenga do dominio ligador
do sistema Pst entre cepas clinicas e laboratoriais de S. mutans
disponiveis na bacterioteca do laboratério. Essa analise nos apresentou
mais um indicio da importacia desse sistema nessa espécie bacteriana,
pois 100% das amostras analisadas amplificaram o gene pstS por PCR,
diferentemente do encontrado para outros transportadores da familia ABC
(NEPOMUCENQO et al., 2007). Esse dado é curioso quando levamos em
conta que a cavidade oral € um ambiente com altas concentragdes de
fosfato, presente ndo apenas na saliva, mas também pela liberagao
causada pela ionizagao da hidroxiapatita promovida pelo acido produzido
pelo metabolismo de S. mutans, o que leva a um microambiente com
inibicdo constante da transcricdo do sistema Pst teoricamente (GARCIA-
GODOY et al., 2008; LUOMA, 1968). Uma das hipoteses que explicam
essa caracteristica aparentemente dubia esta na importancia que um
sistema de alta afinidade poderia apresentar nas infecbes extra-orais
causadas por essa bactéria, como a endocardite, na qual a concentragao
de Pi ndo é alta (HORAUD et. al., 1984). Um trabalho que respalda essa
possibilidade foi realizado em S. pneumoniae no qual a delecdo de pstS
reduziu a capacidade de crescimento e sobrevivéncia dessa bactéria em
peritdbnio de modelo murino (ORIHUELA et al., 2001). Outra hipétese é a
de que nessa bactéria esse sistema pode nao responder ao fosfato
extracelular, como descrito em S. pneumoniae Rx6 no qual ndo houve
alteracdo nos niveis de expressao do operon pst com relagao a diferentes
concentragdes de fosfato (NOVAK et al., 1999).
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Um mutante de S. mutans com delecdo do gene pstS por
substituicdo com um cassete ndo polar de canamicina foi obtido por
mutagénese sitio dirigida para permitir a confirmagcdo da informacao
predita in silico, de que esse 6peron codifica um transportador de Pi. A
escolha por um cassete nao polar foi realizada para asseguramos que as
respostas experimentais observadas se correlacionam apenas com a
auséncia de pstS, sem envolvimento de genes a jusante do promotor
(AHN et al., 2005). A auséncia da proteina ligadora de fosfato, PstS, no
mutante DL1 levou a uma diminuigdo significativa da capacidade de
captacao de ortofosfato, comprovando o papel deste éperon no transporte
de Pi. Porém a diminuicdo mostrada pelo mutante foi de cerca de 50%,
sugerindo portanto a existéncia de um sistema alternativo de captagcao em
baixas concentragbes de Pi. Dados similares ja foram observados em
outras espécies como E.coli e seu sistema Pit de captacdo (WILLSKI et
al., 1980; JACKSON et al., 2008). Em Mycobacterium smegmatis, um
segundo sistema de captagdo com alta afinidade a Pi foi caracterizado. O
sistema Phn pertencente a familia de transportadores ABC atua em baixas
concentragdes de fosfato (GEBHARD et al., 2006). Além disso, sistemas
nao especificos para incorporacao de fosfato podem auxiliar na captacao
deste nutriente quando sistemas especificos estdo ausentes, como os
representado pelos sistemas baseados em troca anibnica do tipo
simporte, como o GIpT (transportador de sn-glicerol-3-P) e o UhpT
(transportador de glucose-6-P) ambos conhecidos em E. coli e também
considerados sistemas secundarios, como o Pit, com a diferengca de que
esses sistemas captam compostos fosfatados e ndo fosfato inorgéanico
(VAN VEEN, 1997).

Ao compararmos o perfil de crescimento da cepa DL1 em relacéo a
linhagem UA159 de S. mutans em meio definido com diferentes
concentragdes de fosfato, notamos que houve uma redugéo significativa
na taxa de replicagdo celular, mesmo em concentracdo de Pi
consideradas altas como 30mM, o que sugere uma possivel alteragdo em
aspectos fisiologicos da bactéria. Deficiéncias semelhantes foram
relatadas em estudos anteriores em diferentes bactérias. A linhagem

mutante pstB de S. pneumoniae R6 dobrou seu tempo de geragéo quando
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comparado a linhagem selvagem, mesmo em concentragdo de fosfato
considerada 6tima (NOVAK et al.,, 1999). Perfil de reducédo similar foi
observada em Proteus mirabilis quando incubado em baixas
concentracdes de fosfato, apesar dessa alteragao nio ser suficiente para
atenuar a bactéria in vivo (JACOBSEN et al., 2008). O mutante pstS de
Mycobacterium smegmatis também mostrou deficiéncia de crescimento
quando cultivado em meio contendo 10 mM de fosfato inorgéanico
(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 captacdo de nutriente, o sistema Pst possui um
efeito pleiotropico na célula. Tal caracteristica deve estar associada a
importancia que o fosfato possui no metabolismo, pois faz parte de uma
ampla variedade de metabdlitos, compostos moleculares de modificacdes
pos-traducionais e de moléculas que atuam em vias de sinalizacéo
intracelular. O fosfato também possui papel fundamental na expressao de
genes do regulon Pho ja que atua como seu repressor (SOUALHINE et
al.,, 2005; NOVAK et al., 1999). Partindo desse principio avaliamos a
interferéncia do sistema Pst em caracteristicas importantes para a
viruléncia e sobrevivéncia de S. mutans.

O primeiro aspecto analisado foi a frequéncia de transformacao de
S. mutans, uma caracteristica inerente desse género bacteriano e
particularmente importante para a espécie que se encontra em um nicho
com alta concentragao 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 mutacdo em pstB levou a diminuicdo da frequéncia de
transformacdo, nado houve diferenga significativa da frequéncia de
transformacdo da cepa DL1 em relacdo a UA159 de S. mutans,
independente da presengca do peptideo de estimulo a competéncia
(NOVAK et al., 1999).

Com relagao a capacidade de aderéncia a superficie abidtica, um
dos fatores de viruléncia mais relevantes para S. mutans, a cepa mutante

DL1 apresentou uma redugdo significativa quando da utilizagdo de
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sacarose como fonte de carbono em relagdo ao S. mutans UA159. A
sacarose € o principal agucar envolvido na aderéncia desta bactéria, por
ser o elemento primordial utilizado pelas enzimas GTFs para produgao
dos PECs e maturagao do biofilme. Esse dado demonstra pela primeira
vez a relagao entre um transportador ABC e a capacidade de aderéncia
de S. mutans (NEPOMUCENO et al., 2007). No entanto a resposta é
corroborada pelos dados observados em outros géneros bacterianos,
como P. aureofaciens na qual a delegdo dos genes pstC e pstA levou a
incapacidade na producao de biofilme em PVC, devido a incapacidade em
reprimir o regulon Pho, um regulador negativo da producao de biofilme
nessa espécie (MONDS et al., 2001). Outro importante exemplo foi
descrito em Proteus mirabilis no qual também ocorre uma regulagcéao
negativa da producgéo de biofilme pelo sistema Pst, sendo os mutantes no
oOperon atenuados em modelos de infeccdo urinaria in vivo, o que
demonstra o papel deste sistema na patogénese desse microrganismo
(O’'MAY et al., 2009).

Grupos de pesquisa tém sugerido que as propriedades hidrofébicas
das bactérias podem ser um importante fator em sua aderéncia aos
tecidos do hospedeiro (GIBBONS et al., 1983). Em nossa avaliagéo, o
mutante DL1 mostrou menor taxa de particdo ao n-hexadecano em
relacdo a linhagem selvagem, o que sugere uma redugao da presenca de
moléculas ou proteinas de superficie capazes de promover interagdes
hidrofébicas, o que pode prejudicar sua aderéncia a saliva. Estudos
anteriores sugerem que essas interagdes hidrofébicas possuem um
importante papel na adesao de uma variedade de bactérias orais a
pelicula salivar (GIBBONS et al., 1983).

Por fim analisamos a capacidade de resisténcia ao pH acido, fator
importante para a sobrevivéncia de S. mutans no microambiente da placa
dental, e essencial para a formagao da carie dental (LEMOS et al., 2004).
Um leve aumento na sobrevivéncia ao pH acido foi observado na
linhagem mutante em relacdo a selvagem, o que poderia interferir
positivamente na viruléncia dessa bactéria, porém além deste efeito néo

se mostrar estatisticamente significativo, as perdas na capacidade de
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adesdo suplantariam a vantagem na aciduricidade promovida pela
mutacao no sistema Pst.

Em outra vertente do trabalho, promovemos a clonagem, expressao
e purificagdo do dominio ligador de substrato, visando a obtencéo de
anticorpos policlonais monoespecificos. O sistema mais bem sucedido
nesse trabalho foi a expressdo de PstS em linhagens de Bacillus subtilis
WBB800, seguida de purificacdo por HPLC e eletroeluicdo da proteina em
géis de policrilamida. A falha nas tentativas de expressdo em modelos
laboratoriais consagrados baseados em vetores de E. coli pode ser
explicada pela diferenca no codon usage de S. mutans em relagdo a
bactéria gram-negativa.

Os anticorpos policlonais anti-PstS obtidos pela purificagcao de PstS
tiveram sua especificidade confirmada por imunodetec¢cdo, comprovando
ser especifico para a proteina de S. mutans. Sua utilizagao foi focada em
testes que demonstraram uma alteragcdo no crescimento de S. mutans
UA159, quando de sua presenca, de maneira dose dependente, sugerindo
uma acgao protetora deste soro contra S. mutans UA159, contrariando
resultados obtidos em S. pneumoniae onde o soro anti-PstS nao foi
protetor nas linhagens testadas em modelos in vivo (ORIHUELA et al.,
2001). Apesar de promissores, 0s resultados ainda s&o parciais e exigem
testes em modelos in vivo para confirmarmos o possivel papel protetor de

anticorpos anti-PstS
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CONCLUSOES

S. mutans UA159 possui uma unica copia do éperon pst contendo
seis cistrons que codificam um sistema de captacdo de fosfato.
Esse 6peron é homdlogo ao encontrado em E. coli, assim como em
outras espécies do género Streptococcus, além de possuir uma
organizagao conservada no género;

O gene pstS esta presente em todas linhagens clinicas e
laboratorias de S. mutans testadas;

A captacdo de fosfato foi reduzida parcialmente na cepa DLA1
indicando a atuacao de um sistema alternativo independente de
Pst;

A delecao do gene pstS leva a um crescimento deficiente mesmo
em concentracao de fosfato considerada alta como 30 mM;

O mutante DL1 ndo apresentou alteracdo na frequéncia de
transformacao, independente da presenca de CSP;

A linhagem mutante teve a capacidade de adesao e perfil
hidrofébico de superficie diminuido, o que prejudicaria a
colonizacao e a formacéao de biofilme;

A linhagem DL1 mostrou capacidade de resisténcia ao pH acido
aumentada em relagdo a selvagem, porém de maneira nao
significativa;

A proteina PstS foi expressa e purificada com sucesso e anticorpos
policlonais foram obtidos em camundongos BALB/C;

Os anticorpos anti-PstS produzidos mostraram uma acido de
reducdo de crescimento sobre S. mutans UA159

Os resultados sugerem que o sistema Pst de transporte apresenta-
se relevante para a sobrevivéncia e viruléncia de S. mutans,

mesmo na presenca de sistemas alternativos de transporte de Pi.
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