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Figura 1. Mapa do vetor Plasmidial recombinante pGEX-4T3 ssaA. A. Insercédo de
ssaA no vetor pGEX-4T3 a partir de oligonucleotideos contendo 10pb e 16pb do vetor
de clonagem na por¢do 5’ sentido e antisentido, respectivamente, e sitio de restricao
para EcoRl. B. O vetor recombinante apresenta marca de selecdo por resisténcia a
ampicilina (AmpR), origem de replicacdo (ori), 6peron lacl e seu promotor, promotor
taql, proteina Glutationa-S-Transferase (GST) a qual a SsaA foi fusionada e cddon de
parada
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correspondente ao tamanho de 726pb . 4. Controle negativo da reagdo de amplificacdo
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digestdo com enzima de restricdo EcoRl.

Figura 3. Otimizacgédo da expressdo de SsaA recombinante em gel unidimensional
SDS-page quanto a tempo de incubacdo com IPTG. 0. Tempo anterior & adi¢do de
IPTG. 30’. 30 minutos ap6s a adi¢ao de 0,5mM IPTG ¢ possivel observar a producao de
GST pela colbnia controle. 1. Ap6s 1 hora nota-se a presenca de SsaA fusionada a GST
(aprox.. 51kDA\) pela coldnia ssaA+. 2. Apos 2 horas ha maior producdo de SsaA.

Figura 4. Western Blot com soro contendo anticorpos recombinantes anti-SsaA.
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concentragdes de 1:1000, 1:750 e 1:500.

Figura 5. Gréafico da média de unidades formadoras de colénias (CFU) de S.
saprophyticus recuperadas apds fagocitose por macroéfagos. Apds 30 minutos de
incubacdo a média de duplicata experimental e biolégica é de 1075.10° CFU/mL com
desvio padrdo de +170,78 CFU/mL, e apés 1 hora de incubacdo a média é de 400.10°
CFU/mL e desvio padrdo +81,65CFU/mL.

Figura 6. Andlise da interacdo entre SsaA e proteinas de macrdfagos o
comportamento de SsaA durante infeccdo de macréfagos. A. Western Blot com
proteinas de macrofagos infectados com S. saprophyticus (1), proteinas de macrofagos
ndo infectados como controle negativo (2), e proteinas secretadas de S. saprophyticus
como controle positivo (3) e incubadas com anticorpo anti-SsaA.

Figura 7. Imunofluorescéncia durante infeccdo de macrofagos com S.
saprophyticus incubados com anti-SsaA. Leitura em campo claro apresentando células
de macrdéfagos intactas e leitura da fluorescéncia originada pela interacdo entre SsaA e
de anticorpos anti-SsaA marcados com FITC. Macrdfagos infectados com S.
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saprophyticus apresentam fluorescéncia referente a SsaA secretada em seu interior e
predominantemente dispersa pelo citoplasma (seta grande), e em menor quantidade
limitada ao fagossomo (seta pequena). Controle realizado com células de macréfagos
néo infectados ndo revelam fluorescéncia significativa.

Tabela 1. Descricdo de oligonucleotideos utilizados, sequéncia génica ssaA e proteina
SsaA.
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RESUMO

Staphylococcus saprophyticus é uma bactéria patogénica do trato urinario e
principal agente etiologico de infec¢Bes urinarias por bactérias Gram-positivas. Apesar
de potencialmente S. saprophyticus ocasionar infecgdes graves como pielonefrite,
septicemia, nefrolitiase e endocardite, e relatos de multirresisténcia a antibioticos,
relativamente pouco é conhecido sobre os mecanismos utilizados por esta bactéria
durante infeccdo. Proteinas secretadas podem ser essenciais nesses mecanismos se seus
papéis forem durante fagocitose auxiliando uma internalizacdo ativa na célula
fagocitica, protegendo contra o estresse oxidativo e aumentando a persisténcia de
células bacterianas no interior de fagdcitos, e/ou causando lise da célula hospedeira.
Recentemente nosso grupo identificou a proteina imunogénica SsaA no secretoma de S.
saprophyticus. Essa proteina ja havia sido identificada em S. aureus como altamente
imunogénica, e parece estar relacionada a fatores de viruléncia como o Antigeno
Imunodominante A (IsaA), a proteina Urease, a hidrolase de peptideoglicano LytM, a
Proteina Repressora de Toxinas (Rot) e a proteina de choque térmico HslU. Contudo,
poucos estudos conseguem identificar a proteina SsaA secretada e nenhum analisa sua
contribuicdo durante infeccdo por bactérias do género Staphylococcus. Através da
construcdo de um vetor de clonagem contendo o gene ssaA de S. saprophyticus,
expressao heteréloga da proteina recombinante e producdo de anticorpos policlonais
especificos, foi possivel verificar a interacdo entre SsaA e proteinas de macrofagos
infectados por células de S. saprophyticus. Através de microscopia de
imunofluorescéncia, foi verificado que a secrecdo de SsaA ndo é limitada a fagossomos,
mas esta proteina € dispersa em todo o citoplasma da célula fagocitica apds
internalizacdo de celulas bacterianas. Os resultados encontrados sugerem que SsaA é
utilizada por S. saprophyticus durante infeccdo, especificamente durante fagocitose.
Estudos posteriores serdo necessarios para confirmar se SsaA possui atividade litica e
caracteriza-la como fator de viruléncia, contribuindo para elucidar estratégias utilizadas

por S. saprophyticus durante infeccdo no hospedeiro humano.

Palavras-chave: Staphylococcus saprophyticus, proteina secretada, infeccao, fagocitose.
Apoio financeiro: CAPES, CNPq, FAPEG.
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ABSTRACT

Staphylococcus saprophyticus is a pathogenic bacterium of the urinary tract
and the main etiological agent of urinary tract infections by Gram-positive bacteria.
Although S. saprophyticus potentially can cause serious infections such as
pyelonephritis, septicemia, endocarditis and nephrolithiasis, and also multidrug
resistance has been reported, not much is known about the mechanisms used by this
bacterium during infection. Secreted proteins might be essential on those mechanisms if
their role is accomplished during phagocytosis by their assistance of an active infection
in phagocytic cells, protecting against oxidative stress and increasing the persistence of
bacterial cells within phagocytes, and / or causing lysis of the host cell. Recently our
group identified the immunogenic protein SsaA in the secretome of S. saprophyticus.
This protein had been previously identified in S. aureus proteome, and it appears to be
controlled by regulatory systems for known virulence factors. It also presents
similarities with lytic proteins and proteins that assist the persistence within phagocytic
cells. However, no approach had analyzed the contribution of SsaA during infection,
therefore, through the construction a cloning vector containing the S. saprophyticus
gene ssaA, heterologous expression of the recombinant protein and the production of
specific polyclonal antibodies, it was able to verify the interaction of SsaA and proteins
from macrophages infected by bacterial cells. Through immunofluorescence
microscopy, it was verified that the dispersion of SsaA is not limited to phagocytic cells
but it was throughout their cytoplasm after internalization of the bacterium. These
findings together with other evidence in the literature suggest that SsaA is used during
infection by S. saprophyticus, more specifically during phagocytosis. Further
approaches are required to confirm if SsaA has a lytic activity and also characterize this
protein as a virulence factor, contributing to elucidate strategies used by S.
saprophyticus during infection in the human host.

Key Words: Staphylococcus saprophyticus, secreted protein, infection, phagocytosis.
Financial support: CAPES, CNPq, FAPEG.
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1. INTRODUCAO
1.1 O género Staphylococcus

As mais diversas e elegantes estratégias utilizadas por bactérias para evasao
do sistema imune, que visam a sobrevivéncia e disseminacgdo, tém sido descritas para
bactérias do género Staphylococcus. As bactérias desse género se caracterizam como
Gram-positivas com atividade coagulase positiva (SCP) como Staphylococcus aureus,
ou coagulase negativa (SCN) como Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus
saprophyticus (NICOLLE et al., 1983)

Comumente, as bactérias do género Staphylococcus sdo encontradas na
microbiota humana, colonizando tecidos como epiderme, trato respiratorio superior,
gastrointestinal e urinario (NICOLLE et al., 1983). Contudo, algumas podem causar
patologia e sintomatologia particulares a cada espécie, mas comumente apresentam

mecanismos similares para manutencéo da infeccao.

Devido a gravidade de sua infeccdo e alta capacidade de adquirir resisténcia
a antibidticos, Staphylococcus aureus é o representante em maior evidéncia no género.
Essa bactéria € causa principal de infeccOes respiratérias, de pele, tecidos moles, 0ssos,
doencas endovasculares e intravasculares como bacteremia e septicemia, principalmente
de origens hospitalares. (EMORI et al., 1993).

S. aureus apresenta alta capacidade de resisténcia a antibioticos, sendo a
cepa resistente a meticilina MRSA (Meticilin Resistent Staphylococcus aureus)
responsavel por altos indices de mortalidade e morbidade hospitalar (PANLILIO et al.,
1992). Em adicdo, o continuo aparecimento de cepas de S. aureus resistentes a
vancomicina (VRSA) tem sido relatado e temido, pois este é utilizado como estratégia
para tratar infec¢des por MRSA (SMITH et al., 1999).

Megyeri et al., 2002 verificaram uma alta expressdo de citosinas pro-
inflamatorias e receptores de antigenos em macrofagos mononucleares causada por
diferentes bactérias do género Staphylococcus, estabelecendo S. aureus como maior
indutor da expressdo em comparacdo a S. saprophyticus e S. epidermidis. Isto foi

observado mesmo com células inativadas, demonstrando que apenas 0s componentes



proteicos da célula bacteriana atuam na exacerbacdo da resposta imune, processo

caracteristico a patogénese por S. aureus.
1.1.1. Staphylococcus saprophyticus

O grupo de bactérias patogénicas do género Staphylococcus que ndo
possuem capacidade de producdo de coagulase é composto por S. saprophyticus e S.
epidermidis (NICOLE et al., 1983).

S. saprophyticus esta envolvido em infec¢Bes do trato urinario, sendo o
principal agente etiolégico de infeccBes urinarias por bactérias Gram-positivas
principalmente em mulheres jovens (RAZ et al., 2005). Essa bactéria, juntamente com
Escherichia coli totalizam cerca de 90% das infecces urinarias agudas em mulheres
(GUPTA et al., 1999)

A infeccdo por S. saprophyticus pode ainda acarretar agravamentos como
pielonefrite, septicemia, nefrolitiase e endocardite (HEDMAN e RINGERTZ, 1991;
GLIMAKER et al., 1988; SINGH e RAAD, 1990).

O aparecimento de cepas de S. saprophyticus resistentes a meticilina assim
como a cepa MRSA de S. aureus, tem sido constantemente reportado (HIGASHIDE et
al., 2008; MALYSZKO et al., 2014).

Foi verificado também que S. saprophyticus, possui a capacidade de invasdo
de células eternizadas de bexiga 5637 ndo fagociticas (SZABADOS et al., 2008), assim
como relatado para Escherichia coli, bactéria gram-negativa também responsavel por
infeccOes urinarias. (MARTINEZ et al., 2000).

Com o sequenciamento do genoma de S. saprophyticus foram encontradas
algumas semelhancas entre esta, S. aureus e S. epidermids, como a existéncia de 582
(23,8%) ORFs especificas de S. saprophyticus em S. aureus e S. epidermidis e dois
plasmideos (pSSP1 e pSSP2) comuns as trés bacterias. Contudo, evidenciando a
especificidade de sua patogénese, S. saprophyticus apresenta os mais diversos sistemas
de transporte de ions componentes da urina (KURODA et al., 2005).

Diversos genes codificantes de proteinas ancoradas a parede celular foram
encontrados em S. saprophyticus (COMFORT e CLUBB, 2004). Dentre elas o fator de



uroaderéncia A (UafA) e B (UafB) sdo particularmente importantes para a infecgao por
essa bactéria por apresentarem capacidade de hemaglutinacao, facilitando a aderéncia

dessa bactéria ao epitélio do sistema urinario (KURODA et al., 2001).

Apesar das demais bactérias do género possuirem diversos mecanismos que
garantem sobrevivéncia e tolerancia ao estresse osmotico, S. saprophyticus apresenta
em seu genoma mais sistemas de prote¢cdo a mudanca de pH, concentracdo de ureia,
ions inorganicos e sistemas de transporte de moléculas protetoras da osmolaridade que
0s demais integrantes do género, novamente confirmando a especificidade na

patogénese por essa bactéria (KURODA et al., 2005).
1.2 Fatores de viruléncia

Diversas moléculas de superficie e secretadas por bactérias sdo
indispenséveis para o sucesso no processo infectivo. Essas moléculas podem constituir a
superficie celular bacteriana, sendo responsaveis por estruturas de protecao, sistemas de
secrecdo e transporte e proteinas de aderéncia e interacdo, e/ou serem secretadas e
atuarem na captacdo de nutrientes, sobrevivéncia a fagocitose e lise de células do
hospedeiro (LEE e SCHNEEWIND, 2001).

1.2.1 Fatores de viruléncia de superficie

Uma estrutura bem elucidada é formada pela proteina A, comumente
encontrada na superficie de S. aureus responsavel pela protecdo contra opsonizagdo por
sua capacidade em se ligar a por¢cdo Fc de imunoglobulinas. (CEDERGREN et al.,
1993; KIM et al., 2012). Mutantes para essa proteina apresentaram menor viruléncia
durante a infec¢do de camundongos e maior taxa de fagocitose (GEMMELL et al.,
1991; PALMQVIST et al., 2002).

A formacéo de biofilme é uma caracteristica comum as bactérias do género
(RAAD, I. et al., 1998) e pode influenciar a acdo do processo imune, dificultando a
fagocitose por opsonizacdo pela obstrucdo da acdo de proteinas intermediarias do
sistema complemento (KO et al., 2013) e/ou facilitar a adeséo e infeccdo ativa de

células do hospedeiro.

A capacidade de formacao de biofilme pode ainda alterar a diferenciacdo de

macrofagos para o tipo M2, uma classe imunomoduladora que apresenta baixa atividade
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bactericida (STRAUSS-AYALI et al., 2007; THURLOW, L. R. et al., 2011), e ainda
parece favorecer a persisténcia de bactérias no interior de macrofagos (BOELENS et al,
2000).

Algumas proteinas autolisinas como Aas em S. saprophyticus, AtIE em S.
epidermidis e AtIC em S. caprae sdo importantes durante a formacgdo de biofilme
através da capacidade de remodelamento de peptideoglicano (HEILMANN et al., 1996;
ALLIGNET et al., 2001; KNOBLOCH et al., 2001). Proteinas de superficie e acido
teitdico ligantes as proteinas de matriz celular como fibronectina, fibrinogénio e
albumina ou de superficies de células do hospedeiro também influenciam no processo
de formacdo de biofilme (SINHA et al., 2000; GROSS et al., 2001; KO et al., 2013).

Foi verificado que a composi¢cdo de acidos teitdicos de S. saprophyticus,
auxilia a aderéncia dessa bactéria a células epiteliais do trato urinario (TETI et al., 1987)
e garantem protecdo a morte por acidos graxos livres (KOHLER et al., 2009), muitas
vezes por modificar acidos graxos toxicos em diacil-glicerol (CHARMBERLAIN e
BRUEGGEMANN, 1997).

Algumas proteinas ligantes de componentes da matriz celular encontradas
em S. saprophyticus também possuem caracteristicas autoliticas, como a proteina
ligante de colageno Sdrl, a proteina Aaa, os fatores de uroaderéncia UafA e UafB. Essas
proteinas possuem afinidade a fibronectina, se tornando capazes de causar
hemaglutinacdo e fundamentais na aderéncia durante infeccdo do trato urinario (HELL
et al., 1998; GATERMANN e MEYER, 1994; MEYER et al, 1996; HELL et al., 2003,
KURODA et al., 2005; SAKINGC et al., 2006; SAKINGC et al., 2009; KING et al., 2011,
KING et al., 2012).

Outras proteinas de superficie auxiliam a aderéncia de S. aureus a superficie
de células fagociticas ndo especializadas, facilitando a internalizacdo ativa dessa
bactéria na célula hospedeira. Algumas dessas proteinas ainda atuam na formacéo do
biofilme (SINHA et al., 2000, GEOGHEGAN et al., 2013).

Estudos recentes de uma proteina de superficie regulada por ferro B (IsdB)
em S. aureus demonstraram sua atuacdo como proteina de adesdo facilitadora da

internalizacéo de S. aureus em células ndo-fagociticas (ZAPOTOCZNA et al., 2013).



S. saprophyticus possui algumas proteinas de superficie que atuam na
sobrevivéncia a fagocitose, como a lipase Ssp que garante maior protecdo frente aos
acidos graxos livres (SAKINC et al., 2009; SZABADOS et al., 2013) e a proteina SssF

especifica ao &cido linoleico (KING et al., 2012).

Em 2013, KORTE-BERWANGER et al. associaram a regulagéo positiva da
proteina Ssp de S. saprophyticus a presenca D-serina, um aminoacido potencialmente
toxico para bactérias e encontrado em grandes quantidades na urina. Identificaram
também um novo fator de viruléncia para S. saprophyticus, a proteina D-serina-

Desaminase que converte D-serina em piruvato e amonia.
1.2.2 Fatores de viruléncia secretados

Diversas estratégias que garantem sobrevivéncia e proliferacdo podem ser
compreendidas durante a analise de proteinas secretadas, muitas das quais proteinas,
durante a patogénese, podem causar respostas imunoldgicas exacerbadas como
observado em toxinas, mas sao utilizadas por causarem danos as células de defesa ou
garantirem a sobrevivéncia do micro-organismo durante no interior de células
fagociticas, impedindo o estresse oxidativo (LEE e SCHNEEWIND, 2001).

Os primeiros relatos da importancia clinica de proteinas secretadas por
bactérias do género Staphylococcus foram feitos por Dack et al., 1930, e Jordan et al.,
1930 apos observacdo que o sobrenadante filtrado de uma cultura de bactérias deste

género induzia sintomas de intoxicacao alimentar.

Posteriormente, a sindrome do choque toxico (TSS), similar a sepse, foi
associada a uma proteina secretada predominantemente por S. aureus (SCHLIEVERT et
al., 1981). As toxinas TSSTs e enterotoxinas foram classificadas como superantigenos,
por induzirem a producdo aumentada de anticorpos e citosinas com consequente
ativacdo de células T (LINA et al., 2004).

Contudo, infeccBes graves por bactérias do género Staphylococcus, as quais
podem apresentam exacerbacdo da resposta imune gerada por proteinas secretadas,
podem transitar entre uma colonizacdo silenciosa ou infeccao crénica (TUCHSCHERR
et al., 2011). Esse processo depende em parte, da regulacdo que proteinas extracelulares

sofrem por alguns sistemas regulatérios como agr, SarA e sigB. Esses sistemas



garantem direta ou indiretamente que diversas proteinas sejam produzidas e secretadas

apos a fase de crescimento exponencial (RECSEI et al., 1986).

TSST-1, alguns superantigenos e outras proteinas secretadas sao regulados
pelo sistema quorum-sensing no locus agr (gene regulatorio acessorio). Esse sistema
atua na mudanga do padrdo de proliferacdo de células bacterianas por diminuir a
producdo de proteinas de superficie que promovem adesdo e aumentar a producdo de
proteinas extracelulares que facilitam a disseminacdo (RECSEI et al., 1986, NOVICK e
MUIR, 1999). Construgdes de mutantes para agr demonstram sua influéncia também na
formacéo de biofilme (VUONG et al., 2000).

Construcdes de mutantes para o componente rsbU do locus regulatorio sigB,
resultaram em aumento na expressdo de proteinas de superficie e diminuicdo da
expressdo de dois fatores de viruléncia secretados, uma lipase e uma protease, em S.
epidermidis. Foi verificado também que sigB apresenta influéncia na formacdo de
biofilme pela diminuicdo da producdo de polissacarideos importantes para a adesdo de
células a superficies (KNOBLOCH et al., 2001). Jonsson et al, 2004 verificaram que
cepas contendo RsbU ativo apresentaram maior severidade e persisténcia em rins do que

aquelas que ndo continham RshU.

Algumas proteases e lipases, como a enzima estafilocdcica de modificacdo
de &cidos graxos (FAME) juntamente com lipases de membrana, sdo secretadas e
podem degradar componentes de membranas, garantir sobrevivéncia a moléculas

toxicas do hospedeiro e inativar antibidticos (KAPRAL et al., 1992).

Existem ainda, proteinas secretadas por bactérias do género Staphylococcus,
que apresentam papeéis citoliticos por atuarem na formacdo de poros em membranas
citoplasmaticas de eritrocitos e/ou leucocitos (MCKEVITT et. al., 1990; SPAAN et al.,
2014). Recentemente, uma proteina secretada de S. aureus nomeada e-citotoxina, foi
associada a lise de queratindcitos durante infec¢bes de pele, podendo atuar na invasdo
tecidual e diminuicdo da reintegracéo epitelial (MERRIMAN et al., 2015).

Burlak et al., 2007 verificaram um aumento na producdo e secrecdo de
proteinas Aur, Hla, SspA e SspB durante persisténcia de S. aureus no interior de

vacuolos fagociticos. Apos 3 a 4 horas de internalizagdo, essas proteinas se encontravam



dispersas por todo o citosol da célula hospedeira, e foram associadas a processos liticos

de células fagociticas.

Poucos mecanismos utilizados por S. saprophyticus sdo conhecidos e
elucidados, dentre eles, apenas uma proteina secretada é associada a infeccdo por essa
bactéria, a proteina Urease. Essa proteina € uma das principais estratégias utilizadas por
S. saprophyticus devido a capacidade de converter ureia em aménia e dioxido de
carbono, resultando no aumento do pH da urina e facilitando a sobrevivéncia no trato
urindrio (GATERMANN e MARRE, 1989).

1.2.2.1 Antigeno Estafilococico Secretado A (SsaA)

A importancia de proteinas secretadas na patogénese por bactérias do
género Staphylococcus € evidenciada em indmeros estudos direcionados a estas
proteinas que permitem sua identificacdo e caracterizacdo de seus diferentes papéis
durante infeccdo.

Contudo, poucos estudos com énfase no exoproteoma ou com abordagens
de imunoprotedmica, conseguiram identificaram uma proteina secretada conservada no
género, denominada Antigeno Secretado Estafilococico A (SsaA) em S. aureus e S.
epidermidis, mas nenhum conseguiu determinar fungdo ou associar a presenca desse
antigeno a mecanismos de viruléncia em quaisquer espécies (LANG et al., 2000;
CORDWELL et al., 2002; MARTIN et al., 2002; DUBRAC e MSADEK, 2004 ;
STAPLETON et al, 2007)

Inicialmente, Lang et al., 2000 buscaram identificar proteinas secretadas por
S. epidermidis com atividades antigénicas que poderiam ter papel significativo no
estabelecimento de infeccdo severa por este micro-organismo. Pela anélise do soro de
pacientes e do exoproteoma, conseguiram identificar SsaA, que se apresentou como
altamente imunogénico e secretado quase exclusivamente durante sepse e endocardite

SEveras.

Lorenz et al., 2000 na tentativa de encontrar novos alvos para o
desenvolvimento de antibidticos, isolou duas proteinas com grande potencial de atuacdo

na viruléncia de cepas MRSA. Essas proteinas foram identificadas apds a observacao de



altos niveis de anticorpos especificos a elas em pacientes infectados com esta cepa,

nomeada como Antigeno Imunodominante Estafilococico A (IsaA) e B (IsaB).

Um estudo protedbmico avaliou a resisténcia da cepa MRSA a Triton X-100,
um detergente previamente demonstrado por reduzir a resisténcia a meticilina. Foi
identificou um aumento da produgdo de SsaA juntamente com a enzima Urease,
proteina de choque térmico HslU, duas variantes do l6cus regulatorio SarA e o
Antigeno Imunodominante Estafilocécico IsaA. Também foi possivel identificar a

diminuigdo de uma proteina repressora de toxinas Rot (CORDWELL et al., 2002).

Através de uma analise comparativa da sequéncia de IsaA com a base de
dados de dominios conservados, Sakata et al., 2005 verificaram a similaridade com
dominio catalitico C-terminal da transglicosilase litica solavel de E. coli (SIt70)
conhecida e a conservacao do residuo glutamato, responsavel pela catéalise. Também foi
determinada, por microscopia eletronica utilizando imunoglobulinas G marcadas, a
localizacdo principal dessa enzima nos septos de células em divisdo, associando a

provavel funcdo de IsaA na divisédo celular.

E conhecido que sistemas regulatorios de transducdo de sinal de dois
componentes (TCSs) regulam a expressdo de genes relacionados a viruléncia
(DZIEJMAN e MEKALANOS, 1995), e que um TCS composto por uma histidina
quinase YycG e um regulador de resposta YycF se mostrou essencial em Bacillus
subtilis e Streptococcus pneumonie (FABRET et al.,, 1998; LANGE et al., 1999;
THROUP et al., 2000; WAGNER et al., 2002).

O sistema regulatorio YycG/YycF também esta envolvido na regulacdo do
operon ftsAZ responsavel pela divisdo celular em Bacillus subtilis (FUKUCHI et al.,
2000). Mutacbes nesses sistemas em S. aureus, Streptococcus pyogenes e Listeria
monocytogenes foram letais (MARTIN et al., 1999; FERDELE et al., 1999;
KALLIPOLITIS et al., 2001).

Em S. aureus o sistema YycG/YycF parece atuar na permeabilidade de
membrana, e um mutante para yycF apresentou viruléncia atenuada in vitro e in vivo
(MARTIN et al., 1999), bem como esse sistema parece atuar na produ¢do do antigeno
secretado SsaA, e na resisténcia a antibioticos macrolidelincosamide-streptogramina B
(MLSa) (MARTIN et al., 2002).



Dubrac e Msadek, 2004 verificaram que 0s antigenos SsaA e IsaA, e uma
hidrolase de peptideoglicano LytM de S. aureus sdo controlados pelo sistema
YycG/YycF por ligacdo direta a regido promotora dos respectivos genes.
Posteriormente, em 2007, Sakata et al, detectaram maiores niveis de IsaA durante a fase
de crescimento exponencial demonstrando o envolvimento desta na proliferacdo

bacteriana.

Stapleton et al, 2007 através da construcdo de mutantes verificaram que a
diminuigdo na expressédo de isaA resultou no aumento de SsaA revelando que esse
antigeno secretado possa ser regulado tanto pelo sistema YycG/YycF quanto por IsaA.
Testes de divisdo celular e ensaio de infec¢do de camundongos revelaram que o mutante
para isaA teve grande indice de agrupamento celular e divisdo celular incorreta e
viruléncia atenuada. Possivelmente, enquanto IsaA parece atuar na divisdo celular

durante a fase exponencial, SsaA seria essencial em fases posteriores.

Através de experimentos de imunoprotebmica nosso grupo identificou
proteinas secretadas e de superficie de S. saprophyticus que possam atuar na interacdo
desta bactéria com hospedeiro ja que relativamente pouco é compreendido acerca de
mecanismos de patogénese e sobrevivéncia durante a colonizacdo por este

microrganismo no trato urinario.

Dentre essas proteinas, 0 antigeno SsaA foi, pela primeira vez, identificado
em S. saprophyticus, e se apresentou como imunogénico em contato com soro contendo
anticorpos policlonais obtidos de camundongos imunizados com o secretoma desta
bactéria. (OLIVEIRA et al., manuscrito submetido).



2. JUSTIFICATIVA

Apesar do envolvimento de S. saprophyticus em complicacdes de infeccdes
do trato urinério, e o relato de cepas resistentes a meticilina (HIGASHIDE et al., 2008;
MALYSZKO et al., 2014), pouco é conhecido acerca dos mecanismos utilizados por

essa bactéria para o seu estabelecimento e sucesso no processo infectivo.

Alguns dos mecanismos conhecidos contam com proteinas de superficie
como a lipase Ssp, proteina SssF (SZABADOS et al., 2013; KING et al.,, 2012;
KORTE-BERWANGER et al., 2013), os fatores de uroaderéncia A (UafA) e B (UafB)
e a autolisina Aaa (GATERMANN et al., 2001; KURODA et al.,, 2001). Contudo,
apenas uma proteina secretada é conhecidamente um fator de viruléncia importante para
S. saprophyticus, a proteina urease (GATERMANN e MARRE, 1989).

A proteina SsaA foi identificada em S. aureus e S. epidermidis como
antigeno imunogénico, e é uma proteina regulada por sistemas que também regulam
fatores de viruléncia conhecidos de S. aureus. Nosso grupo conseguiu identificar SsaA
como proteina imunogénica também no secretoma de S. saprophyticus, 0 que instigou a
necessidade de estabelecer ou indicar seu papel durante infeccdo e contribuir para a
elucidacdo dos mecanismos utilizados por S. saprophyticus durante 0 processo

infectivo, que até entdo permanecem obscuros.
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi investigar o papel da proteina SsaA
durante a infeccdo in vitro de macrofagos por S. saprophyticus. Em fungdo desse

objetivo geral tivemos as seguintes metas:

e Desenho e sintetize de oligonucleotideos para o gene codificante do antigeno
secretado estafilococcico SsaA,

e Amplificacdo do gene ssaA por PCR;

e Clonagem de ssaA em vetor de expressao heter6loga pGEX-4T3;

e Producéo da proteina SsaA recombinante em sistema heter6logo bacteriano de
Escherichia coli;

e Obtencdo de anticorpos policlonais especificos em camundongos;

e Avaliagdo da secrecdo de SsaA por S. saprophyticus durante interagcdo com

macraéfagos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultivo de S. saprophyticus e extracdo de DNA genémico

A estirpe Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 foi utilizada em todas
as analises e gentilmente cedida por Marcia Giambiagi de Malval, Universidade Federal
do Rio de Janeiro. As células foram estocadas em meio BHI (Difco) meio BHI (Difco)
adicionado de 25% de glicerol a —80 °C.

As células de S. saprophyticus em estoque foram estriadas por esgotamento
de alca em placa de Petri contendo meio BHI (Difco) e mantidas em estufa a 36°C por
16 horas. Os experimentos foram realizados a partir da inoculagdo de uma colonia
isolada de S. saprophyticus em caldo BHI (Difco) a 36°C por 18 horas, seguida de
extracdo de DNA gendmico conforme protocolo de extracdo utilizando fenol, descrito

por Sambrook e Russel, 2001.

O DNA extraido foi eluido em 50uL agua ultrapura e sua concentragéo foi
medida em espectrofotbmetro NanoDrop (Thermo). Sua concentracdo foi ajustada para

50ng/uL pela adicdo de agua ultrapura.
4.2 Desenho de oligonucleotideos

A sequéncia codificante para a proteina SsaA foi obtida do banco de dados

NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov, nimero de acesso BAE17758.1) e oligonucleotideos

especificos foram desenhados utilizando o software Genne Runner versdo 2.1 (Tabela
1).

As sequéncias de oligonucleotideos foram acrescidas de aproximadamente
15pbs comuns ao vetor de expressdo pGEX-4T3 (Promega) e do sitio de restricdo
reconhecido pela enzima EcoRI (Invitrogen) de acordo com o descrito em protocolo

para clonagem utilizando sistema In-Fusion HD Cloning Kit (Clonetech).

Os oligonucleotideos foram testados quanto a especificidade a sequéncia de
interesse atraves da utilizacdo do software BLAST (NCBI) em comparagdo ao genoma

de S. saprophyticus ATCC 15305 e foram sintetizados em sistema comercial (IDT).
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Tabela 1. Descricdo de oligonucleotideos utilizados, sequéncia génica ssaA e proteina
SsaA.

Descrigéo Sequéncia Tamanho Fonte

ATGAAAAAAATCGCTACAGCTACTATCGCTACTGCAGGAATCGCT
ACTTTTGCTTTTGCACAACATGATGCAGATGCAGCAGAAAACAAC
AATAGTGGGTACAACCCAAATGACCCAAGTTCATATAGCTATTCA
TATACTATAGATCAACAAGGTCAATACCACTACACTTGGCAAGGT
AACTGGAACCCAAGCAACAGTGACCAAGGTCACACTAGCAACGGT
TACAGCAATGCTAACTCAACTAACAATAATGCAACTCAATCATAT NCBI ,
ACAACTAATAACCAAGGTACTGGTGGTAAAGGTGCAGTTTCTCAC

TCTACTTCAAACAGCAATGTTAAAGTAAGTACAACTAGCGCGCCA NUMETO
Gene ssaA TCARATTCAAATGGTTCAAACTCAATTTCTAATACTTCAGGTTCT 796 pb de acesso
TCAAACAACTTATACACAGCTGGACAATGTACATATTATGTATAT SSP RSO
GACAAAGTTGGTGGTAAAATTGGTTCAACTTGGGGTAACGCTAAC 2085
AACTGGGCAAGCGCAGCTGCTGCTTCAGGTTACACAGTAAACAAC
TCACCTGCTTCAGGTTCAGTCTTACAATCAACTGCTGGTGGATAT
GGCCACGTAGCATACGTTGAAAATGTAAACAGTGACGGTTCAATC
AACGTTTCTGAAATGAACTATGGTCAAGGTGCTGGAGTTGTTACT
TCACGTACAATCTCTGCAAGCGAAGCTTCAGGTTACAACTACATT
CACTAA
MKKIATATIATAGIATFAFAQHDADAAENNNSGYNPNDPSSYSYS NCBI
YTIDOQGQYHYTWQGNWNPSNSDQGHTSNGY SNANSTNNNATQSY o
TTNNQGTGGKGAVSHSTSNSNVKVSTTSAPSNSNGSNSISNTSGS numero
Proteina SsaA  SNNLYTAGQCTYYVYDKVGGKIGSTWGNANNWASAAAASGYTVNN 25 KDA  de acesso
SPASGSVLQOSTAGGYGHVAYVENVNSDGSINVSEMNY GQGAGVVT BAE177
SRTISASEASGYNYIH 581
Oligonucleotidio _ ) _
Sentido 5/ -GTGGATCCCCGATTCCATGAAAAAAATCGCTACAGCT -3 37 pb
Ollgonuc!eotldlo 5/ —-GTCGACCCGGGAATTCTTAGTGAATGTAGTTGTAAC-3" 36 pb -
Anti-sentido

4.3 Amplificagdo do gene codificante para SsaA por reacdo de PCR e

purificacéo da reagdo

A sequéncia codificante para a proteina SsaA foi amplificada através de
ReacOes em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando o sistema comercial Platinum Taq

DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen).

As condic¢des de amplificagdo se iniciaram com uma etapa de abertura de
fita a 94 °C por 5 minutos, seguida por 40 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 50 °C por
30 segundos para anelamento dos oligonucleotideos e extensdo da fita a uma
temperatura de 72 ° por 2 minutos, e entdo a reacao foi finalizada com uma extenséo por
5 minutos a 72 °C.
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O resultado da reacdo foi analisado por Eletroforese em gel de agarose a
1,0% contendo corante GelRed (Uniscience). O produto de amplificacdo foi purificado
através de sistema comercial Qiaquick PCR purification kit (Qiagen) e dosados em

Espectrofotometro NanoDrop (Thermo).
4.4 Clonagem em vetor de expressdo e transformagao em bactérias E. coli

O vetor comercial pGEX-4T3 (Promega) foi linearizado através de clivagem
com enzima de restricio EcoRI (Invitrogen) conforme protocolo do fabricante e
purificado pelo sistema comercial Qiaquick PCR purification kit (Qiagen) e teve sua
concentracdo dosada em espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo).

Os fragmentos amplificados e purificados foram ligados ao vetor linearizado
em fusdo a proteina Glutationa-S-Transferase (GST) através do sistema de clonagem In-

Fusion HD Cloning Kit (Clonetech) segundo recomendacdes do fabricante.

Células de Escherichia coli linhagem BL21 (DE3) pLysS termocompetentes
foram transformadas com o plasmideos através de choque térmico conforme protocolo
(SAMBROOK e RUSSEL, 2001) e mantidas por 16 horas em placas de petri contendo
meio BHI (Difco) acrescido de ampicilina e 20 mM de glicose.

4.5 Expressao heterologa em sistema bacteriano

Colbnias isoladas foram analisadas quando a presenca do plasmideo
recombinante através de PCR convencional utilizando o mix comercial Green Taq
Master Mix (Promega), o par de oligonucleotideos desenhados e condicGes de
amplificagdo descritas anteriormente. O resultado da reagdo foi analisado em gel de

agarose 1%.

As colbnias positivas foram selecionadas para expressdo heteréloga da
proteina SsaA recombinante, através da utilizacdo de um analogo de lactose IPTG (GE
Healthcare) em concentracdo de 0,5 MM e 1 mM e coletados pontos de 0, 1 e 2 horas a
37 °C. A producdo da proteina recombinante foi analisada por aplicagdo de 25 ul de
meio de cultura apds inducdo, em gel unidimensional SDS-Page e foi utilizado
Comassie Blue como corante. A coldnia que obteve melhor producdo da proteina
recombinante, bem como o melhor tempo de inducdo e concentracdo de IPTG foi

selecionada para producéo da proteina recombinante em maior escala.
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4.6 Producao de anticorpos recombinantes

Apos a inducdo, a proteina recombinante referente ao tamanho esperado foi
criteriosamente excisada de gel unidimensional SDS-page, lavada com &gua ultrapura,
macerada e utilizada para imunizar trés camundongos isogénicos durante 45 dias. Foram
inoculados, por via intraperitoneal, 300ug de proteina recombinante em intervalos de 15

dias.

A acrilamida proveniente do gel unidimensional foi utilizada com a
finalidade de potencializar o sistema imune do animal, ndo existindo a necessidade de

adicdo de adjuvante a resposta imune.

Ao final de 45 dias os animais foram eutanasiados em camara de CO, e 0
sangue total foi obtido através de puncéo cardiaca. Cerca de 1 mL de sangue obtido foi
centrifugado a 133.62G por 10 minutos para separacdo do soro ao qual foi adicionado

mesmo volume de uma solucdo de glicerol a 50%.
4.7 Analise de anticorpos recombinantes por Western Blot

Para teste de sensibilidade e especificidade de anticorpos pela proteina
SsaA, 30ug de proteinas secretadas de S. saprophyticus foram aplicadas em gel
unidimensional SDS-page para separagdo das proteinas secretadas. Posteriormente essas
proteinas foram transferidas do gel para membrana de nitrocelulose (GE) apés

incubacdo por 16 horasa4°Ce 25 V.

Utilizando a metodologia de Western Blot (Brito et al., 2011), a membrana
foi corada com Rouge-Ponceau (Sigma Aldrich) para visualizagdo do marcador
molecular. Primeiramente, a membrana foi incubada por 2 horas em tampé&o de bloqueio
contendo leite desnatado (Molico) 5%, Tween-20 0,1% em PBS, seguida por incubagéo
com soro contendo anticorpos policlonais em concentrag@es de 1:500, 1:750, 1:1000 em
tampdo de bloqueio por 1 hora e em anticorpo secundario anti-lgG de camundongo

(Sigma) também por 1 hora na concentracéo de 1:1000.

A interacdo antigeno-anticorpo foi verificada ap6s contato da membrana
com solucdo de revelacdo contendo BCIP 0,3% e NBT 6,6% em tampdo fosfatase
alcalina (NaCl 100 mM; MgCl,; 5 mM; Tris-HCI 2 mM pH 9,5).
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Todas as etapas de incubacdo foram precedidas de trés lavagens com
tampdo contendo Tween-20 0,1% em PBS. O soro foi entdo acondicionado a -80° C

apos adicdo de 50% de glicerol.
4.8 Infecgdo experimental de macrofagos

Macr6fagos murinos eternizados linhagem J774 1.6 (Banco Celular do Rio
de Janeiro — BCRJ/UFRJ, numero de acesso 0273) foram utilizados para infec¢do. Os
macrdfagos foram cultivados a 36°C e 5% CO, em meio RPMI (Difco) contendo soro

fetal bovino 10% e em solucdo de aminoéacidos ndo essenciais MEM (Sigma Aldrich).

Os ensaios de fagocitose foram realizados com 10° macréfagos por poco em
placas de polipropileno de 6 pocos (Greinner Bio-One) contendo meio RPMI descrito
previamente, adicionado de IFN-y (1U/mL) (Sigma Aldrich) durante 24 horas a 36 °C e
5% CO,, para aderéncia e ativagéao.

Para padronizacdo da infeccdo experimental de macréfagos, uma colénia
isolada de cultivo de S. saprophyticus em placas de petri contendo BHI (Difco) a 36°C
por 18 horas foi inoculada em caldo BHI (Difco) a 36°C sob agitacdo. Ap6s 18 horas as
células foram transferidas na propor¢do de 1% do volume final de caldo BHI (Difco)
novo, e mantidas a 36°C sob agitagdo até atingirem ODgy: 0,2 equivalente a 5.10°
células por mL (Dey e Bishayi, 2015).

As células foram entdo centrifugadas por 10 minutos a 133.62G e
temperatura de 4°C e tiveram sua concentracdo ajustada para 5.10° células por mL com
adicdo de meio RPMI (Difco) contendo soro fetal bovino 10% e em solugdo de
aminoacidos ndo essenciais MEM (Sigma Aldrich) e IFN-y (1U/mL) (Sigma Aldrich).

O meio contido em placas polipropileno com macréfagos previamente
ativados pela adicdo de IFN-y (1U/mL) e aderidos a superficie da placa, foi substituido
pelo qual continha células de S. saprophyticus. Apds 30 minutos e 1 hora de incubacéo
a 36°C e 5% de CO,, 0 meio foi descartado e 0s pocos lavados trés vezes com solugédo
salina 0,9% a -4 °C. Os macrdfagos foram lisados por adi¢do de agua ultrapura estéril a
-4 °C por 5 minutos. A solucéo foi centrifugada a 9279.4G a 4 °C, sendo esta suficiente

para evitar a lise de células bacterianas.
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O produto de lise de macréfagos no sobrenadante foi reservado para testes
posteriores. As bactérias internalizadas foram recuperadas, diluidas na proporcao de
1:10° em PBS estéril gelado e cultivadas em placas de petri contendo meio BHI (Difco)
para contagem de CFU. O mesmo processo havia sido realizado para bactérias ndo

internalizadas contidas no sobrenadante da infeccéo previamente a lise dos macrofagos.

Simultaneamente a infeccdo, macréfagos ndo infectados foram submetidos
aos processos de lavagem, lise e centrifugacdo e cultivo em placa de petri contendo
meio BHI (Difco).

4.8.1 Andlise da interagdo de SsaA com proteinas de macrofagos

Os produtos de lise de macréfagos infectados e ndo infectados foram
concentrados em filtro Amicon 3kDA (Sigma Aldrich) e aplicados em gel
unidimensional SDS-page. Em processo similar ao realizado para testes dos anticorpos
recombinantes através de Western Blot, as proteinas contidas no gel foram transferidas
para membrana de nitrocelulose (GE) e incubadas com soro contendo anticorpos

policlonais anti-SsaA na proporc¢éo 1:750.

Como controle negativo, 0 mesmo processo foi realizado com o produto de
lise de macréfagos ndo infectados com S. saprophyticus, e como controle positivo foi

utilizado 30ug de proteinas secretadas por S. saprophyticus.
4.8.2 Ensaio de imunofluorescéncia

Macréfagos previamente ativados na proporgdo 10° por poco de placas de
polipropileno de 6 pogos (Greinner Bio-One) foram incubados com células de S.
saprophyticus respeitando-se a propor¢do e condi¢Oes descritas previamente. Apos 30

minutos de incubagdo o meio foi descartado e as celulas lavadas com PBS estéril.

As células foram entdo fixadas pela adi¢cdo de metanol puro gelado durante
3 horas a -20 °C. A permeabilizacdo da membrana do macrofago foi realizada utilizando
uma solucdo contendo 0,2% Triton X-100 em PBS por 5 minutos. As células foram
incubadas por 30 minutos a 25 °C e ao abrigo de luz, em tampéo de bloqueio contendo
5% BSA, 0,2% Tween 20 em PBS segundo Burlak et al., 2007 adaptado. A infec¢éo foi

incubada por 1 hora com soro contendo anticorpos policlonais anti-SsaA na proporcéo

17



1:750 em tampdo de bloqueio, e posteriormente com anticorpo secundario anti-lgG de

camundongo marcado com FITC (Sigma) por 1 hora.

Apos processos de fixacdo, permeabilizacdo e incuba¢do com tampdo de
blogueio e anticorpos, as células foram lavadas trés vezes com PBS estéril. As imagens
foram feitas em campo claro e em comprimento de onda de 450-490 nm para

visualizacao do fluoréforo FITC utilizando software AxionVision (Carl Zeiss).
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5. RESULTADOS

5.1 Construcéo do plasmideo recombinante

A deteccdo da proteina SsaA no secretoma de S. saprophyticus realizada
pelo nosso grupo, a similaridade desta com fatores de viruléncia conhecidos e sua
regulacdo por sistemas conhecidamente responsaveis por esses fatores indicam a
possibilidade de sua contribuicdo como estratégia de sobrevivéncia utilizada por esse

patogeno.

Inicialmente, com o objetivo de elucidar seu papel durante a patogénese
através de ensaios com anticorpos recombinantes, a sequéncia génica da proteina SsaA
foi obtida e foram desenhados oligonucleotideos especificos acrescidos do sitio de
restricdo reconhecido pela enzima EcoRI e aproximadamente 15pbs comuns ao vetor
plasmidial de clonagem pGEX-4T3. O plasmideo recombinante foi desenhado para que
SsaA estivesse fusionada a proteina Glutationa-S-transferase (GST) e tivesse sua
expressao induzida pelo operon lacl existente no vetor, o qual também continha marca

de selecdo por resisténcia a ampicilina (AmpR) (Figura 1).

A anélise quanto a amplificacdo de sequéncias inespecificas do genoma de
S. saprophyticus ndo gerou correspondéncias. A amplificacdo da sequéncia genémica de
SsaA verificada por eletroforese em gel de agarose, gerou um fragmento correspondente

ao tamanho esperado de 726pbs.

O vetor pGEX-4T3 foi incubado para clivagem pela enzima de restricdo
EcoRI e também verificado em gel de agarose quanto a sua total linearizacdo por
apresentar uma Unica banda de tamanho 5kpbs, ndo restando moléculas circulares

capazes de transformar células competentes sem a insercao da sequéncia de interesse.

O plasmideo recombinante foi utilizado para transformar células de E. coli
termocompetentes, e como controle, células foram transformadas com o vetor
plasmidial sem inser¢do de ssaA. As colbnias transformadas que tiveram crescimento
em meio contendo ampicilina devido & marca de selecdo foram ainda rastreadas através
de PCR com os oligonucleotideos especificos a sequéncia de ssaA, e uma colénia

positiva foi selecionada (Figura 2).
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Para confirmar que a sequéncia de ssaA estava contida no plasmideo
recombinante da coldnia selecionada, este foi extraido e clivado com a enzima de
restricdo EcoRI. A visualizacdo por eletroforese em gel de agarose revelou um
fragmento correspondente ao vetor de tamanho 5kpbs e uma segunda correspondente ao
gene ssaA acrescido da sequéncia de restricdo e do vetor de clonagem contidas nos
oligonucleotideos, resultando em um tamanho aproximado a 743pbs, confirmando a
integridade do plasmideo recombinante na col6nia ssaA+, enquanto a colonia controle

apresentou apenas uma banda referente ao vetor (Figura 2).

A.
EcoRI ssaA
5°- GAATTCC ATGAAA AAA ATC GCT ACA GCT(...)-3°
3-(..)CCAATGT TGAAAGTGATTIC TTAAG -5’
EcoRI
B.

Codon
de parada

pGEX 4T-3 ssaA

-
o
o —
=
eH
=¥

Figura 1. Mapa do vetor Plasmidial recombinante pGEX-4T3 ssaA. A. Inser¢do de ssaA
no vetor pGEX-4T3 a partir de oligonucleotideos contendo 10pb e 16pb do vetor de clonagem
na porcao 5’ sentido e antisentido, respectivamente, e sitio de restricdo para ECoRI. B. O vetor
recombinante apresenta marca de selecdo por resisténcia a ampicilina (AmpR), origem de
replicacdo (ori), 6peron lacl e seu promotor, promotor tagl, proteina Glutationa-S-Transferase
(GST) a qual a SsaA foi fusionada e codon de parada.

20



Figura 2. Confirmacdo da transformacdo de células de E. coli com o plasmideo
recombinante em gel de agarose. 1. Vetor circular utilizado para clonagem pGEX-
4T3. 2. Plasmideo recombinante da coldnia ssaA+ ap0Os digestdo com enzima de
restricdo EcoRl, liberando um fragmento referente ao vetor e um referente a ssaA (seta
pequena) 3. Amplificacdo do gene ssaA (seta grande) da col6nia selecionada (ssaA+)
correspondente ao tamanho de 726pb . 4. Controle negativo da reacdo de amplificacdo
de ssaA. 5. Vetor plasmidial da colonia transformada sem insercdo de ssaA, apos
digestdo com enzima de restricdo EcoRl.

5.2 Expressdo de SsaA

Para inducdo e otimizacdo da expressdo, a colénia ssaA+ foi incubada a 36
°C em meio de cultura contendo IPTG, analogo a lactose responsavel pela ativacdo do
operon lacl contido no vetor plasmidial, permitindo a producdo da proteina
recombinante, assim como realizado para a coldnia controle. A visualizagdo dos niveis
de expressdo em relacdo ao tempo de incubacdo foi realizada através de gel SDS-page
(Figura 3).

A coldnia controle apresentou inducdo da proteina GST de tamanho 26kDA
(HARPER e SPEICHER, 2011) nos primeiros 30 minutos de incubagdo com 0,5mM
IPTG, diferentemente da coldnia ssaA+, que apenas apds 1 hora de incubacdo foi
possivel observar a producdo de SsaA fusionada a GST com tamanho final de proximo
ao esperado de 51kDA. O tempo de 2 horas de incubacdo foi selecionado para producéo
de SsaA por apresentar maior quantidade de proteina recombinante. Como esperado,
anteriormente a adicdo de IPTG, nenhuma das colbnias apresentou inducdo de
proteinas, confirmando a integridade do plasmideo e inducdo dependente de IPTG
(Figura 3).
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Controle ssaA

30 = 8

Figura 3. Otimizacdo da expressdo de SsaA recombinante em gel unidimensional
SDS-page quanto a tempo de incubacdo com IPTG. 0. Tempo anterior & adi¢do de
IPTG. 30°. 30 minutos apos a adi¢do de 0,5mM IPTG ¢ possivel observar a producao de
GST pela coldnia controle. 1. Apo6s 1 hora nota-se a presenca de SsaA fusionada a GST
(aprox.. 51kDA) pela coldnia ssaA+. 2. Ap6s 2 horas ha maior producédo de SsaA.

5.3 Producéo de anticorpos policlonais

A proteina SsaA foi excisada de gel unidimensional SDS-page e entao este
fragmento foi macerado e utilizado para imunizar trés camundongos para obter-se o
soro que continha anticorpos policlonais recombinantes anti-SsaA.

Camundongos expostos a acrilamida apresentam aumento da expressdo de
genes relacionados a resposta imune e consequentemente aumento na producdo de
anticorpos (KHALIL et al., 2014), logo a porcédo de gel macerado que continha SsaA
recombinante inoculada em camundongos apresentava acrilamida como agente indutor
da resposta imune. Ao final das imunizagdes foi adicionado ao soro obtido mesmo
volume de uma solucdo de glicerol 50% para estocagem, portanto os valores de
concentracdo testados sdo referentes a concentragdo de soro estocado com glicerol.

O soro contendo anticorpos anti-SsaA foi testado em concentracfes de
1:1000, 1:500 e 1:750 quanto a sensibilidade e especificidade destes a proteina SsaA
encontrada no secretoma de S. saprophyticus através de Western Blot (Figura 4). E
possivel detectar anticorpos na proteina SsaA secretada de tamanho 26kDA (Figura 4).
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A concentragdo de soro contendo anticorpos anti-SsaA policlonais de 1:750 foi

selecionada como padrdo em experimentos posteriores.
5.4 Analise da sobrevivéncia de S. saprophyticus apds fagocitose

Com o objetivo de avaliar o perfil de sobrevivéncia de S. saprophyticus apos
internalizacdo por células fagociticas, macréfagos eternizados foram incubados com
células de S. saprophyticus por 30 minutos e 1 hora. Ap6s o tempo de incubagéo, 0s
macréfagos foram lisados e as células bacterianas internalizadas foram plaqueadas para
contagem de unidades formadoras de col6nias (CFU) (Figura 5), o mesmo foi realizado
com o sobrenadante da infeccdo contendo bactérias ndo internalizadas (Dados nédo

apresentados).

Durante os primeiros 30 minutos de incubacdo a meédia de bactérias
recuperadas foi de 1075.10° CFU/mL (desvio padrdo +170,78 CFU/mL), e apés 1 hora
nota-se um declinio de aproximadamente 37% na sobrevivéncia de S. saprophyticus
internalizado por macréfagos com média de 400.10° CFU/mL (desvio padréo
+81,65CFU/mL), determinando o tempo de 30 minutos de incubacdo como ideal para
observacao do comportamento de células viaveis. Os dados apresentados sdo referentes

a média de duplicata experimental e bioldgica.
5.5 Comportamento de SsaA apos fagocitose

Para a analise da possivel interacdo entre SsaA e proteinas de macréfagos,
os mesmos foram incubados com células de S. saprophyticus por 30 minutos e
posteriormente lisados. Apos centrifugacdo, as proteinas de macrofagos foram

recuperadas e incubadas com anticorpo policlonal anti-SsaA.

Foi observado que SsaA interage com as proteinas dessas células de defesa
devido a deteccdo dos anticorpos especificos em uma regido entre 30kDA e 45kDA,
ligeiramente acima a regido em que € encontrada SsaA livre no controle positivo
realizado com as proteinas secretadas, enquanto o controle negativo realizado com
proteinas de macréfagos lisados ndo infectados com S. saprophyticus, ndo revelou
nenhuma detec¢do de anticorpos, confirmando a interacao especifica entre proteinas de

macrdfagos e SsaA (Figura 6).
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Figura 4. Western Blot com soro contendo anticorpos recombinantes anti-SsaA.
Soro 1, Soro 2 e Soro 3 representam o0 soro de 3 camundongos isogénicos testados em
concentragOes de 1:1000, 1:750 e 1:500.
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Figura 5. Grafico da média de unidades formadoras de colénias (CFU) de S.
saprophyticus recuperadas ap6s fagocitose por macrofagos. Apds 30 minutos de
incubacdo a média de duplicata experimental e biolégica é de 1075.10° CFU/mL com
desvio padrdo de +170,78 CFU/mL, e apés 1 hora de incubacdo a média é de 400.10°
CFU/mL e desvio padrédo £81,65CFU/mL.
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Com o objetivo de identificar a secrecdo dessa proteina no interior da célula
fagocitica e analisar seu comportamento dentro de fagossomos, macréfagos infectados
com S. saprophyticus foram fixados, incubados com anticorpos anti-SsaA marcados e

analisados por imunofluorescéncia.

Foi possivel observar que a proteina SsaA é produzida e secretada por S.
saprophyticus apés internalizacdo devido a existéncia de fluorescéncia no interior de
macrofagos infectados (Figura 7). Em adigdo, nota-se em menor propor¢do, pontos de
fluorescéncia possivelmente localizados no interior de fagossomos (seta pequena),
enguanto a maior parte da fluorescéncia, originada da interacdo entre a proteina SsaA e
0 anticorpo marcado, se encontra dispersa pelo citoplasma dos macrofagos (setas

grandes).

—
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Figura 6. Andlise da interacdo entre SsaA e proteinas de macréfagos o
comportamento de SsaA durante infeccdo de macréfagos. A. Western Blot com
proteinas de macrdfagos infectados com S. saprophyticus (1), proteinas de macréfagos
ndo infectados como controle negativo (2), e proteinas secretadas de S. saprophyticus
como controle positivo (3) e incubadas com anticorpo anti-SsaA.
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Figura 7. Imunofluorescéncia durante infeccdo de macrofagos com S. saprophyticus
incubados com anti-SsaA. Leitura em campo claro apresentando células de macréfagos intactas
e leitura da fluorescéncia originada pela interacdo entre SsaA e de anticorpos anti-SsaA
marcados com FITC. Macrdfagos infectados com S. saprophyticus apresentam fluorescéncia
referente a SsaA secretada em seu interior e predominantemente dispersa pelo citoplasma (seta
grande), e em menor quantidade limitada ao fagossomo (seta pequena). Controle realizado com
celulas de macrofagos nédo infectados ndo revelam fluorescéncia significativa.
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6. DISCUSSAO

Apesar de algumas semelhancas entre as bactérias do género
Staphylococcus, S. aureus evidentemente apresenta mais fatores de viruléncia
conhecidos e niveis de patogenicidade superiores a S. saprophyticus. Mesmo frente a
relatos de agravamento em infecgGes urinarias e resisténcia a meticilina, pouco tem sido
elucidado quanto aos mecanismos utilizados por S. saprophyticus durante o
estabelecimento e manutencéo da infeccdo (MALYSZKO et al., 2014).

Proteinas secretadas contribuem em diversas etapas desse processo,
podendo auxiliar uma infeccdo ativa de células do hospedeiro, garantir protecdo ao
estresse oxidativo e causar lise de célula fagocitica. Em S. aureus, muitas proteinas
secretadas sdo descritas por interagirem com essas células fagociticas e/ou apresentarem
capacidade citolitica, através da formacdo de poros na membrana de células, enquanto
apenas a secrecdo da proteina urease em S. saprophyticus tem sido associada a
viruléncia, e processos citoliticos sdo associados apenas as proteinas de superficie
(GATERMANN e MARRE, 1989).

O Antigeno Secretado Estafilococico A (SsaA) ja havia sido identificado em
S. aureus e S. epidermidis, e parece estar relacionado a fatores de viruléncia conhecidos,
e regulado pelos mesmos sistemas, mas sem determinacdo do seu papel durante o
processo infeccioso. A identificacdo pelo nosso grupo, dessa proteina também em S.
saprophyticus, sua alta imunogenicidade em contato com soro de camundongos
(OLIVEIRA et al., manuscrito submetido) instigou a tentativa de associar essa proteina

a mecanismos de viruléncia e sua contribuicdo durante a infeccéo.

Com este objetivo, foram realizados experimentos para a producdo da
proteina SsaA recombinante e anticorpos policlonais anti-SsaA, para entdo utiliza-los

em infeccdes experimentais de macréfagos com células de S. saprophyticus.

Foi possivel demonstrar que a proteina SsaA tem capacidade de se ligar as
proteinas de macréfagos durante a infeccdo por S. saprophyticus (Figura 6). Essa
associacdo entre as duas moléculas consequentemente geraria um fragmento de peso
molecular maior que o esperado para apenas SsaA livre, e evidentemente a deposicdo

dos anticorpos anti-SsaA especificos foi encontrada em uma regido acima a de SsaA.
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A elucidacdo da estrutura de SsaA em S. saprophyticus revelou um dominio
altamente proteolitico de peptidase/amidohidrolase de cisteina e histidina (CHAP), uma
classe de cisteina peptidases (ROSSI et al., 2009). A existéncia desse dominio
proteolitico pode sugerir uma natureza litica a interagdo observada entre SsaA e

proteinas de macrofagos.

Anélises da estrutura de SsaA em S. aureus revelaram a presenca de
peptideo sinal comum a outros antigenos secretados por bactérias do género como
lipases e autolisinas, e um dominio similar ao dominio LysM conhecido por sua
afinidade pela parede celular (SHIBBALD et al., 2006).

A proteina SsaA também possui em sua estrutura, similaridade de 75,2%
com uma proteina associada a biossintese de estafiloxantina, um antioxidante capaz de
aumentar a internalizacdo de S. aureus, auxiliar o crescimento no interior de macréfagos
e garantir resisténcia a morte por fagocitose (KULLIK et al., 1998; CLEMENTS e
FOSTER, 1999; SHIBBALD et al., 2006; OLIVIER et al., 2009).

Posteriormente, foi observado neste trabalho, a secre¢cdo de SsaA no interior
da célula fagocitica e sua concentragdo ndo limitada ao fagossomos, mas dispersa por
todo citoplasma da célula (Figura 7) sugere que esta proteina é utilizada por S.

saprophyticus durante fagocitose.

Esse fendmeno de disperséo temporal de fatores de viruléncia e associagdo
com sobrevivéncia no interior de células fagociticas, ja havia sido relatado por Burlak et
al., 2007 para S. aureus internalizado por neutrdfilos, e a lise de células de defesa
causada por proteinas secretadas é conhecidamente um mecanismo utilizado por essa

bactéria altamente patogénica, para sobrevivéncia durante infeccéo.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

E notavel a importancia de proteinas secretadas na patogénese de bactérias
do género Staphylococcus, entretanto S. saprophyticus, bactéria responsavel por muitos
casos e agravamentos de infecgbes do trato urinario, apresenta poucas proteinas de
superficie e apenas a proteina secretada urease, que estejam associadas a mecanismos de

viruléncia.

A proteina secretada SsaA é conservada no género Staphylococcus e foi
identificada pelo nosso grupo em S. saprophyticus. Porém, apesar de estar,
aparentemente, relacionada a diferentes fatores de viruléncia como o Antigeno
Imunodominante A (IsaA), a proteina Urease, a hidrolase de peptideoglicano LytM, a
Proteina Repressora de Toxinas (Rot) e a proteina de choque térmico HslU, e ser uma
proteina altamente imunogénica, poucos estudos detectaram sua presenca, € nenhum

avaliou seu comportamento durante infeccao.

Nesse estudo, através da construcdo de vetor de clonagem contendo a
sequéncia codificante de SsaA de S. saprophyticus, expressdo heterdloga da proteina
recombinante, producdo de anticorpos policlonais anti-SsaA e experimentos de
fagocitose de S. saprophyticus, foi possivel verificar que SsaA é secretada no interior de
macrofagos e dispersa por todo o citoplasma, bem como, aparentemente possui
afinidade as proteinas dessa célula fagocitica.

Estudos enzimaticos posteriores serdo necessarios para elucidar se SsaA
possui atividade litica durante fagocitose por macréfagos. Analises de mutantes para o
gene SsaA poderdo contribuir para caracterizar esta proteina como fator de viruléncia e
contribuird para elucidar estratégias utilizadas por S. saprophyticus durante infeccdo no

hospedeiro humano.
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