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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).
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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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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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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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