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RESUMO

Staphylococcus saprophyticus é uma bactéria coagulase negativa que faz parte
da microbiota humana, podendo tambémser encontrado em superficies, alimentos e
meio ambiente. Pode atuar como patdgeno causando infeccdes de trato-geniturinario
(ITU) em seres humanos. A capacidade de captar micro e macro nutrientes esta
relacionada com a habilidade de sobrevivéncia e estabelecimento de infecgdo em
microrganismos patogénicos. Uma desses micronutrientes € o ferro, que pode ser
adquirido por microrganismos através de sideroforos secretados ou sistema redutor de
ferro na superficie celular. Quando a infeccao por S. saprophyticus € iniciada a bactéria
ocasiona mudangas no meio, tendo como consequéncia a variagdo do pH da urina. O
ferro pode ser encontrado na forma soltvel (Fe *) em maior concentracdo em pH &cido,
e insoltvel (Fe**) em maior concentracdo em pH basico. Neste estudo o perfil protedmico
de S. saprophyticus quando cultivado em pH &cido e béasico foi avaliado. Os resultados
demonstram que S. saprophyticus responde as alteracées de pH modulando proteinas
relacionadas ao metabolismo de ferro. Foi investigada também a capacidade de
producado de sideroforos por S. saprophyticus apos cultivo em meio minimo SSD sem
ferro. Os resultados demonstram que esta bactéria produz sideréforos do tipo carboxilato
quando cultivado na auséncia de ferro. Ensaios de fagocitose em macréfagos
demonstram que S. saprophyticus € mais suscetivel a morte apés infeccdo quando
previamente privado de ferro, demonstrando que este elemento é importante para
garantir a infeccdo. O presente estudo amplia o conhecimento da flexibilidade protedbmica
e metabdlica de S. saprophyticus em resposta as alteragcbes de niveis de ferro

extracelular.

Palavras chave: Prote6mica; pH; sideroforos; ferro; infecgéo urinaria.



ABSTRACT

Staphylococcus saprophyticus is a coagulase negative bacteria that is part of the
human microbiota and may also be present in surfaces, food and the environment. It can
act as a pathogen causing urinary tract infections (UTIs) in humans. The ability to capture
micro and macro nutrients is related to the ability to survive and establish infection in
pathogenic microorganisms. One of the micronutrients is iron, which can be acquired by
microorganisms through secret siderophores or iron-reducing system on the cell surface.
When S. saprophyticus infection is initiated the bacteria causes changes in the medium,
resulting in a change in the pH of the urine. Iron can be found in soluble form (Fe 2*) in
higher concentration at acid pH, and insoluble (Fe 2*) in higher concentration at basic pH.
In this study, the proteomic profile of S. saprophyticus when grown at acidic and basic pH
was evaluated. The results demonstrate that S. saprophyticus respond to the instances
of modulating the pH of proteins related to iron metabolism. A siderophores production
capacity by S. saprophyticus was also investigated after culturing in minimal SSD medium
without iron. The results demonstrate that this bacteria produces siderophores of the
carboxylate type when cultivated in the absence of iron. Phagocytosis assays in
macrophages demonstrate that S. saprophyticus is more susceptible to death after
infection when they are deprived of iron, demonstrating that this element is important to
ensure infection. The present study increased the knowledge of the proteomic and
metabolic flexibility of S. saprophyticus in response to extracellular iron levels.

Keywords: Proteomics; pH; siderophores; iron; urinary infection.
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1.0 INTRODUCAO

1.1 — O Género Staphylococcus

As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos gram-positivos que se
apresentam agrupados em uma estrutura semelhante a cachos de uva, os quais
podem ser divididos em dois grupos distintos, baseados na presenca ou auséncia
da atividade de coagulase: Staphylococcus coagulase negativos (SCN) e
Staphylococcus coagulase positivos (SCP) (Widerstrom et al. 2012)

O género consiste atualmente, de acordo com a List of Prokaryotic names
with Standing in Nomenclature, organizada pelo pesquisador J.P. Euzéby, em 49
espécies e 26 subespécies, muitas das quais sdo encontradas em nichos
especificos de importancia clinica para os seres humanos, pois causam doencas
sistémicas, incluindo infec¢des de pele, tecidos moles, 0ssos e trato urinario (Parte
2014)

Entre as espécies coagulase positivas, S. aureus representa a espécie
geralmente envolvida em infeccdes humanas, tanto de origem comunitaria quanto
hospitalar, sendo, portanto, a espécie mais extensivamente estudada.
Staphylococcus aureus é uma das bactérias com maior nivel de atencao da saude
publica mundial sendo a espécie do género com mecanismos de viruléncia bem
descritos, podendo se espalhar facilmente no hospedeiro debilitado, causando
patogenias, tais como como pneumonia, impetigo, mastite, meningite, endocardite,
ou até um quadro de septicemia, este Ultimo acometendo principalmente pacientes
imuno comprometidos (Dreisbach et al 2011)

As espécies coagulase negativas também sdo consideradas como
importantes causadoras de infeccdo no ambiente hospitalar, principalmente em
pacientes imuno comprometidos, ou portadores de corpos estranhos, como
préteses, cateteres e enxertos sintéticos .(Widerstrom et al. 2012)

As espécies mais comuns associadas a infec¢ées humanas séo S.aureus (0
mais conhecido e o mais virulento do género), S. epidermidis, S. haemolyticus, S.
lugdunensis e S. saprophyticus. Staphylococcus spp. podem causar diversas
doencas no hospedeiro. Staphylococcus saprophyticus apresenta relevancia para
a saude publica, pois é comumente encontrado no trato genito- urinario de mulheres
jovens, podendo causar doencas urinarias (Sakinc et al. 2005; Widerstrom et al.
2012; Higashide et al. 2008; Kleine, Gatermann, and Sakinc 2010; King et al. 2012,
2011)
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S. saprophyticus causa cerca de 40% das infec¢Bes no trato genito-urinério
(TGU) em mulheres jovens sexualmente ativas, ficando somente atras de
Escherichia coli, sendo que os sintomas de infeccdo de ambas as espécies
indiferenciaveis em termos clinicos (Park et al. 2010; King et al. 2011) O genoma
de S. saprophyticus (ATCC 15305) foi sequenciado por Kuroda e colaboradores,
em 2005. S. saprophyticus produz uma capsula polissacaridica, desprovida de poli-
N- acetilglicosamina (PNAG) ou acido poliglutamico que é pouco frenquente,
encontrada em 1,3% das cepas clinicas (Luong et al. 2002; Kuroda et al. 2005; Park
et al. 2010).

Pelo fato destas bactérias serem encontradas na pele e nas vias aéreas, sua
disseminacdo no meio ambiente € extremamente comum. A espécie coagulase
negativa mais conhecida e estudada € S. epidermidis, responsavel por infec¢des
humanas adquiridas em hospitais, principalmente aquelas relacionadas a cirurgias
para insercao de cateteres e proteses.(Heikens et al. 2005).

1.2 — Estabelecimento da infeccdo por S. saprophyticus

O trato geniturindrio humano pode ser infectado por inimeros
microrganismos patogénicos, levando a danos no sistema urinario como a uretrite,
cistite, pielonefrite e formacéo de pedras urinérias (Loes et al. 2014).

Estudos relatam maior incidéncia em mulheres jovens, essa incidéncia pode
ser explicada pelas mudancas hormonais comuns da fase reprodutiva, e também
associada a relacdo sexual recente em mulheres em idade fértil. Mudancas na
microbiota vaginal causadas por infeccfes por Candida spp. ou por espermicidas
presentes no preservativo, também podem estimular a colonizacdo por S.
saprophyticus em mulheres (OLIVEIRA, et al., 2016).

Estudos constataram uma prevaléncia significativa de infec¢des por S.
saprophyticus em mulheres gravidas. A taxa foi de 83,4 % de mulheres infectadas
na faixa dos 15 a 44 anos, sendo que 13,4 % delas estavam em periodo de
gestacao S. saprophyticus também é capaz de infectar homens em todas as faixas
etarias, podendo causar uretrite, prostatite, epididimite e nefrolitiase. (Orden-
Martinez et al 2008).

A urina normal (de um individuo saudavel) apresenta fatores que podem
contribuir para evitar a infec¢cao, conhecidos como fatores antibacterianos da urina.

Estes sdo: pH baixo, a elevada osmolaridade, anticorpos, altas concentracdes de

12
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ureia e a presenca do aminoacido D-serina, que tem atividade bacteriostéatica
(Heilberg and Schor 2003) .

A mucosa da bexiga € recoberta por uma camada de oligossacarideos e
mucopolissacarideos que inibem a adesdo bacteriana ao urotélio. A peristalse
ureteral e a existéncia de mecanismos de valvula protegem quanto a progressao
bacteriana para o trato urinario superior. As secre¢fes prostaticas ricas em zinco
apresentam funcbes protetoras contra a infeccdo e o proprio ato da miccao
promove lavagem da uretra e da bexiga, reduzindo a populacdo bacteriana local
(Heilberg & Schor 2003).Nos quadros de obstrucdo ou estase do trato urindrio, o
fenbmeno de lavagem bacteriana se atenua, favorecendo o aparecimento de
infeccdes locais (Ipe et al. 2016).

O sistema imunolégico do hospedeiro também tem papel ativo na prevencao
e resolucdo da ITU. O reconhecimento do patdgeno pela bexiga é mediado por
receptores moleculares presentes no urotélio, que reconhecem lipossacarideos e
glicopeptideos comuns a diversos micro-organismos. Estes receptores sinalizam
ao sistema e dao inicio a uma resposta imune e inflamatéria (Medzhitov 2008)

A producéo de citocinas e o influxo de neutréfilos ocorrem pela presenca de
produtos bacterianos dentro do trato urinario. As interacdes entre as adesinas das
bactérias patogénicas que estdo infectando a bexiga e as células epiteliais e as
células imunes do hospedeiro estimulam a expressao de varias moléculas pré —
inflamatérias, interleucinas e seus receptores. As moléculas de reconhecimento
padrdo (receptores tall like) permitem que as células epiteliais do trato urinario
detectem e combatam o0s constituintes bacterianos, como LPS e lipoproteinas,
levando a sinalizacdo transmembrana e alteracdo celular. (Moura & Fernandes
2010).

A capacidade de ades&do bacteriana ao urotélio se faz pela ligacdo de
elementos filamentares (fimbrias ou pili) existentes na superficie bacteriana a
receptores celulares. Em individuos ndo propensos a ITUs esses receptores estao
provavelmente recobertos por anticorpos existentes no fluido vaginal e uretral, o
gue impede a aderéncia local das bactérias e reduz a colonizacdo vaginal e uretral.
Por outro lado, em mulheres com propenséo a infec¢gdes urinarias, observa-se
maior aderéncia de cepas de E. coli as células do epitélio vaginal (Heilberg and
Schor 2003).
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Existem evidéncias que sugerem um componente genético facilitador para
recorréncia da cistite bacteriana em mulheres. Mulheres com cistite bacteriana
recorrente foram estudadas em comparacdo com mulheres normais e observou-se
que as primeiras apresentavam maior receptividade a aderéncia das fimbrias
bacterianas nas células dos epitélios vaginal, uretral e oral (Cronan et al 2005).

S. saprophyticus produz muitas proteinas extracelulares associadas as
células do hospedeiro. Essas proteinas sdo importantes na colonizacdo e no
crescimento.de estafilos nos varios tecidos. Uma proteina secretada caracterizada
como fator de viruléncia importante em S. saprophyticus é a proteina urease, que
catalisa a conversdo de uréia em didéxido de carbono e amdnia. Como
consequéncia da producdo de amoénia, ocorre o aumento do pH do meio. Em S.
saprophyticus, a urease pode contribuir para o crescimento invasivo (Gatermann
& Marre 1989).

Além dos fatores de viruléncia citados acima, a capacidade de
microrganismos captarem moléculas extracelulares, como macro e micronutrientes,
€ importante para garantir sobrevivéncia e multiplicacdo durante infeccdo. Uma
dessas moléculas € o ferro, que pode ser captado por moléculas denominadas
sideroforos ou por sistema redutivo férrico (Ipe et al. 2016).

1.3 - O ferro como micronutriente

O ferro, metal de transicdo de numero atdmico 26 da tabela periddica, € o
quarto elemento mais abundante na Terra; apesar de sua abundancia, € insoltvel
no meio ambiente. Nos sistemas biolégicos, se encontra em dois estados de
oxidacéo: ferroso (Fe?*) e férrico (Fe3*). Em solugbes aquosas, o ferro no estado
ferroso é rapidamente oxidado ao estado férrico, insolavel em pH fisiol6gico. Neste
sentido, para que seja mantido em solugéo e ser utilizado pelo organismo, o ferro
necessita sempre estar unido a compostos quelantes. Estes, como a transferrina
no plasma, séo sintetizados pelo organismo e fundamentais na captagédo, no
transporte e estoque do metal (Martinez et al 1990).

O homem adulto possui em torno de 35 mg a 45 mg de ferro por quilograma
de peso. As mulheres em idade fértil possuem depdsitos de ferro menores em
consequéncia da perda de sangue peridédica na menstruagdo. Mais de dois tercos
do conteudo do ferro do organismo encontram-se na molécula de hemoglobina.
Aproximadamente 1 ml de concentrado de hemacias contém 1 mg de ferro e este

corresponde a 0,34% do peso da hemoglobina. No homem, cerca de 2 g de ferro
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estdo nas hemoglobinas, enquanto nas mulheres este valor corresponde a 1,7 g.
Uma hemacia contém bilhdes de 4&tomos de ferro. Apesar da maioria do ferro do
organismo se encontrar na hemoglobina, ele também é armazenado em diferentes
tecidos, tanto na forma de ferritina como de hemossiderina. O tamanho dos
depositos de ferro é varidvel, mas equivale a 800 a 1000 mg em um homem adulto,
enquanto na mulher este valor representa, em média, cerca de 300 mg No figado
e no baco, o ferro esta armazenado predominantemente na forma de ferritina. A
ferritina encontra-se presente em praticamente todas as células do organismo,
assim como nos fluidos organicos(Macara et al 1973).

Uma das estratégias do hospedeiro para dificultar ou impedir a infec¢éo por
microrganismos € priva-lo de micronutrientes, como o ferro. Desta forma, complexar
este metal a outras moléculas, tais como hemoglobina, ferritina e transferrina é
também uma estratégia de defesa denominada imunidade nutricional (revisado por
Bilitewski et al. 2017). Estudos utilizando modelo animal sugerem que alguns
organismos que passam parte do seu ciclo vital intracelularmente, como o
Plasmodium (protozoario causador da maléaria), as micobactérias Salmonela
invasiva e Yersinia apresentam crescimento e viruléncia prejudicados pela
deficiéncia de ferro e séo beneficiados pela terapia com esse mineral (Oppenheimer
et al. 1986; Oppenheimer 2001; Bilitewski et al. 2017).

Para grande parcela das bactérias, o ferro presente em seu ambiente de
(Andrews, Robinson, and Rodriguez-Quifiones 2003; Hood and Skaar
2012)crescimento ndo se encontra prontamente disponivel para ser utilizado. Em
ambientes aerdébios e de pH neutro ou basico, o ferro, na forma oxidada, esta
predominantemente insollvel e precisa ser complexado e solubilizado para
captacdo. Bactérias patogénicas encontram o ferro complexado com &cidos
organicos ou proteinas do hospedeiro. Além disso, o ferro encontrado no
hospedeiro tende a estar em concentracéo reduzida como estratégia para combater
a infecgcdo. Para a obtencdo do metal as bactérias se utilizam de mecanismos de
captacdo de ferro extremamente especificos, que garantem sua adaptagéo diante
de condi¢cBes adversas (Andrews et al 2003; Hood and Skaar 2012).

A forma mais eficiente para captacdo de ferro extracelular encontrada por
bactérias se da através da sintese de sideréforos (Miethke & Marahiel 2007), ja
citados anteriormente. A homeostase de ferro é regulada de acordo com a

disponibilidade de ferro no meio. Para muitas bactérias Gram-positivas e Gram-
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negativas, o balanco crucial entre capturar quantidade de ferro suficiente para
crescer e sobreviver e evitar os efeitos toxicos do excesso deste metal é controlado

pelo fator transcricional Fur (Ferric uptake regulator) (Crosa 1997; Hantke 2001).

1.4 — Mecanismos de captacao de ferro em microrganismos

Existem dois sistemas basicos de captacdo de ferro em microrganismos:
sistema de reducéo de ferro por ferritinas e captacdo por secrecao ou captacao de
sideroforos.

As ferritinas sdo proteinas conservadas desde bactérias até eucariotos
superiores. A0 mesmo tempo em que estas proteinas tém funcao de reserva, elas
também podem disponibilizar ferro quando necesséario. Com isso, elas
desempenham papel fundamental no controle de concentragdes intracelulares de
ferro com a funcdo de reservar ferro de uma forma ndo téxica e biodisponivel
(Macara et al 1973).

Como proposto originalmente, o processo de acumulo e mineralizacdo de
ferro na cavidade interna da ferritina segue os seguintes passos: primeiro, o Fe?*
liga-se e é oxidado a Fe3* nos centros cataliticos da proteina; em seguida, conjuntos
de ferro (nucleos) sao formados na cavidade interna gerando um mineral cristalino
(ferrihidreto) e, por ultimo, estes nulcleos servem como uma superficie sobre a qual
outros ions Fe?* serdo depositados e oxidados. E importante salientar que cada
subunidade possui atividade catalitica para oxidar o ion Fe?* para Fe3* (Macara et
al 1973).

Sideréforos sdo moléculas quelantes de ferro de baixo peso molecular (do
grego sideros = ferro, foros = transportador). Os sideréforos sdo capazes de retirar
o ferro das proteinas carreadoras (hemoglobina, transferrina e lactoferrina) e
transportar para o citoplasma (Miethke & Marahiel 2007; Dimkpa et al. 2008).

Atualmente, existem mais de 500 sideroféros descritos, sendo que 270
deles ja foram caracterizados estruturalmente Embora as estruturas dessas
moléculas difiram bastante, a natureza quimica dos grupos funcionais que
interagem com o atomo de ferro ndo sao tao diversos, sendo basicamente
compostos de acido hidroxicarboxilico, acido fénico, catecol ou acido hidroxamico
e, assim, classificados como sideréforos do tipo hidroxicarboxilatos (carboxilatos),

fenolatos, catecolatos e hidroxamatos (Miethke & Marahiel 2007).
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Os micro-organismos podem produzir mais de um tipo de sideréforo. A
aquisicao de sideroforos produzidos por outras espécies microbianas ja foi descrita
para bactérias como Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Actinobacillus
pleuropneumoniae (DIARRA et al.,, 1996), Streptomyces Sp., Arthrobacter
flavescens (Martinez et al 1990; Dimkpa et al. 2008; Oppenheimer 2001).

Os processos quimicos necessarios para a solubilizacdo e captagéo de ferro
mediado por sideréforos sdo: quelacéo seletiva de Fe3*; reconhecimento molecular
do complexo sideréforo-Fe3*; transporte de ferro complexado através da membrana
celular; deposicao do ferro, dentro de um sitio apropriado na célula (superficie ou
interior celular) (Benite et al 2002).

O ultimo processo envolve finalmente a troca do ligante, que pode ou nao
ser precedida pela reducdo de Fe3* e/ou pela hidrélise do ligante (ALBRECHT-
GARY,1998).

Embora sua principal funcao seja adquirir ferro de hidroxidos insolaveis ou
de ferro adsorvido para superficies solidas, os sideréforos também podem extrair
ferro de varios outros compostos que contenham ferro soltivel ou insoluvel, tais
como citrato férrico, fosfato férrico, transferrina, ferritina ou ferro ligado a acucares,
pigmentos de flavona de planta e glicosideos ou mesmo de quelantes artificiais
como EDTA e nitrilotriacetato. Assim, mesmo que os sideréforos ndo estejam
diretamente envolvidos na solubilizacdo do ferro, s@o necessarios como
transportadoras que medeiam troca entre 0 meio extracelular e sistemas de
transporte de membranas. Algumas caracteristicas importantes, apresentadas pelo
fon Fe®, que garantem sua seletividade do mesmo sdo: a dureza deste ion
metalico; o tamanho, a configuracao dos elétrons, a alta densidade de carga, e a
alta eletronegatividade. (Miethke & Marahiel 2007).

No tratamento da malaria um consideravel nimero de quelantes de Fe®*,
cujos sitios de complexacéo sédo hidroxamatos, tém sido propostos como agentes
terapéuticos. Estes sdo capazes de acessar as células infectadas e remover ferro
dos parasitas intracelulares interrompendo, desta forma, o ciclo da doenca (Mabeza
et al. 1999).

Também no tratamento da tuberculose, colera e lepra, os sideréforos tém
alcancado desempenho satisfatorio na interrupcdo do ciclo da doenca. Varios
antibiéticos potentes tém sido descobertos mimetizando o centro de coordenacao

de Fe(lll) dos sideroforos e, portanto, tendo acesso ao citoplasma da bactéria via
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sistemas de transporte destes. Uma vez dentro das células a metade ativa do
antibiotico é clivada. Desta forma, sideroforos tém sido usados como
transportadores para antibioticos sintéticos (Diarra et al. 1996).

O mecanismo de captacdo de ferro por sideréforos, primeiramente
identificado no género Staphylococcus, € mediado por uma proteina da parede
celular que contém um sitio de ligacdo a transferrina. Dessa forma, a proteina de
superficie se liga a transferrina, removendo o ferro complexado. Os passos
seguintes incluem a transferéncia do ferro para a superficie por lipoproteinas, e em
seguida ocorre o transporte do ferro para o interior da célula por transportadores
especificos (Miethke & Marahiel 2007).

Estudos tem demonstrado que bactérias da espécie Staphylococcus aureus
sdo capazes de secretar dois tipos de sideroforos, estafiloferrina A e B, que sdo

moléculas do tipo carboxilato (Haag et al. 1994; Drechsel et al. 1993).

A et F i re-use B
Qlc‘ Fe chelate/siderophore 1|. OUTSIDE

Quter-membrane receptor oM

Fe &» Fe chelate/siderophore
Periplasmic-
binding Membrane-anchored
protein binding protein re-use

Cc™M

degradation

A
2% CYTOPLASM

Figura 1 - Representacdo esquemética da aquisicdo de ferro mediada por sider6foros em (A)

degradation

bactérias gram-negativas e (B) bactérias gram positivas. (Retirada de: FEMS Microbiology Reviews,
27/3, Andrews, S.C., Robinson, A.K, Rodriguez-Quinones, Bacterial iron homeostasis, 215-237,
Copyright 2003).

Em S. saprophyticus ainda ndo h& descricdo de como ocorre a regulagédo da
concentracédo intracelular de ferro. Entretanto, Costa (2016) descreve através de
analises in silico a presenca de genes que codificam proteinas responsaveis pelo
metabolismo de ferro em S. saprophyticus, demonstrados na tabela 1. E possivel
identificar que S. saprophyticus possui gene codificante para o fator transcricional
Fur (ferric uptake regulator) que é responsivo a privacdo deste metal. Os dados
mostrados abaixo foram obtidos em colaboracdo. O grupo também gerou analises
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in silico , porém estes dados apenas serdo mostrados em posterior artigo. O

presente trabalho apresenta apenas a metodologia do estudo para melhor

entendimento da tabela 1.

Tabela 1 — Genes relacionados ao metabolismo de ferro em S. saprophyticus, identificados por

analises in silico de homologia.

Nome do Nome da proteina? Gene ID? Espécie  ValordeE
gene! referéncia
fhuC iron (Fe®*) ABC transporter ATP-binding protein 5777465 S. aureus 0
fhuB Permease do sistema de transporte ABC de ferricromo 1123410 S. aureus 5e-05
fhuG Permease do sistema de transporte ABC de ferricromo 1123411 S. aureus -
htsC Permease de transporte de grupos heme 1122200 S. aureus le-165
htsB Permease de transporte de grupos heme 1122201 S. aureus 3e-172
htsA Lipoproteina de transporte de grupos heme 1122202 S. aureus 0
sfaC Proteina hipotética 5331271 S. aureus 4e-108
sfaB Proteina hipotética 5331272 S. aureus 0
sfaA Proteina hipotética 5331273 S. aureus 0
sfaD Proteina hipotética 5331274 S. aureus 2e-171
SStA Proteina transportadora FecCD 2859509 S. aureus 0
sstB Proteina transportadora FecCD 2859510 S. aureus 3e-146
sstC Transportador ABC, proteina de ligacdo a ATP 2859511 S. aureus 3e-102
opplF Transportador de oligopeptideos, subunidade ATPase 3793637 S. aureus 2e-104
opplD Transportador de oligopeptideos, subunidade ATPase 3793636 S. aureus 4e-106
opplC Transportador de oligopeptideos, subunidade ATPase 3793635 S. aureus 2e-162
opplB Transportador de oligopeptideos, subunidade ATPase 3793634 S. aureus 0.0
opplA Transportador de oligopeptideos, subunidade ATPase 5332219, S. aureus 0.0
yfmD Permease do sistema de importe Fe3*-citrato YfmD 936110 B. subtilis le-13
fhuC Proteina de ligagdo ao ATP do sistema de importe de ferro®* 935994 B. subtilis 4e-12

hidroxamato FhuD

1 Nome do gene adotado para a espécie de referéncia;

2 Anotacgdo do gene de acordo com dados fornecidos pelo banco de dados NCBI;

3 Numero de acesso do genoma de S. epidermidis utilizado para busca de ortélogos;
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Em S. aureus, também descrito por Costa (2016) foram identificados dois
transportadores ABC que permitem essa internalizacdo, e sdo codificados por
fhuBCDG e sstABCD, podendo ser observado que esses genes possuem ortélogos
em S. saprophyticus, que codificam importadores de sideroforos do tipo catecois.
Também foram encontrados genes ort6logos a genes responsaveis por importar
siderdéforos do tipo hidroxamato em S. saprophyticus, apesar de maquinaria génica

para producao de hidroxamatos e catecois nao existir em S. saprophyticus.
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2.0 - JUSTIFICATIVA

Em ambientes aerdbios e de pH neutro ou basico, o ferro, na forma oxidada
(Fe®"), esta predominantemente insollvel e precisa ser complexado e solubilizado
para captagdo. Bactérias patogénicas encontram o ferro complexado com acidos
organicos ou proteinas do hospedeiro(Andrews et al 2003; Dimkpa et al. 2008;
Hood & Skaar 2012). Em pH acido o ferro est4 predominantemente em sua forma
reduzida (Fe?*) solGvel.

A forma mais eficiente para captacdo de ferro extracelular encontrada por
bactérias se da através da sintese de sideroforos (Miethke & Marahiel
2007).Existem poucos trabalhos que abordam o ferro como fator de viruléncia em
S. saprophyticus, no género, a bactéria mais estudada € S. aureus a qual ja se sabe
gue produz seus proprios sideroforos, porém é coagulase positiva (Higashide et al.
2008). Uma abordagem mais profunda sobre os as vias reguladas pelo ferro em S.
saprophyticus abre perspectivas para entender mais sobre outras bactérias do
género gue sao coagulase negativas.

Diante do exposto € possivel perceber a importancia de estudos
relacionados a adaptacao de S. saprophyticus as variacdes de pH e a eficiéncia na
regulacédo do metabolismo de ferro, tendo em vista que contribuirdo para entender

outros mecanismos de viruléncia ainda n&o descrito neste modelo de estudo.
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3.0 - OBJETIVOS

O objetivo geral € elucidar se S. saprophyticus modula proteinas
relacionadas ao metabolismo de ferro em funcao de variacdes de pH e estudar a
producao/utilizacdo de producédo de sideréforos em S. saprophyticus.

Objetivos especificos:
Avaliar a resposta protedmica de S. saprophyticus em condi¢cdes de cultivo acida e
béasica;
Avaliar se 0 metabolismo de ferro é regulado por diferencas de pH;
Avaliar se S. saprophyticus produz sideroforos em meio de cultura quimicamente
definido, com e sem ferro;
Identificar o tipo de siderdforo produzido, caso haja producdo do mesmo;
Avaliar se a privacao de ferro por S. saprophyticus influencia a sobrevivéncia deste

microrganismo durante ensaio de infeccdo ex vivo em macrofagos eternizados.
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4.0 - METODOLOGIA

4.1 - Cultivo e manutencéao de S. saprophyticus

A cepa de Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 foi a utilizada para os
estudos. A cepa é estocada em meio BHI adicionado de 20% de glicerol a -80°C.
Os experimentos foram realizados em meio BHI (Difco) liquido a 36 °C, com
agitacdo. Para isso, colonia isolada de S. saprophyticus € inoculada no meio de
cultura por 18 horas. Para experimentos em privacdo de ferro foi utilizado o meio
SSD “Staphylococcal siderophore detection “(Lindsay and Riley 1994) com 2% de
ferro por 16-18 horas a 37°C a 150rpm. As curvas de crescimento em presenca e
auséncia de ferro foram realizadas em meio SSD com as seguintes concentracfes
de ferro: 0, 0.1, 0.5, 1, 5 e 10 pg/pL.

4.2 - Curva de crescimento de S. saprophyticus em pHs acido, neutro e
alcalino e curva de crescimento em meio SSD da presenca e ausénciade ferro

Para a curva de crescimento de S. saprophyticus em diferentes pHs, uma
colénia foi pré-inoculada em meio BHI por 16-18 horas a 37°C a 150rpm. Em
seguida, um inéculo de 0,5% foi utilizado em meio BHI em pHs 5,5; 7 e 9 e
incubados a 37°C a 150 rpm e a D.O.s00 foi monitorada a cada hora durante 8 horas
em aparelho espectrofotdmetro (Thermo Scientific). O experimento foi realizado em
triplicata em placa de 96 pocos.

Para a curva de crescimento de S. saprophyticus em meio SSD na presenca
e auséncia de ferro, uma coldnia foi pré-inoculada em meio SSD “Staphylococcal
siderophore detection “ (Lindsay and Riley 1994) com 2mM de ferro e incubada por
16-18 horas a 37°C a 150rpm. Em seguida, foi feito um indculo utilizando de 0,5%
do pré inéculo lavado com SSD sem ferro. ApOs isso, as bactérias foram
transferidas para o meio SSD com as devidas concentragdes de ferro estabelecidas
para a curva: 0, 0.1, 0.5, 1, 5 e 10 pg/pL e incubados a 37°C a 150 rpm e a DOsoo
foi monitorada a cada duas horas por 72 horas em aparelho espectrofotometro
(Thermo Scientific). O experimento foi realizado em triplicata em placa de 96 pocos.

4.3- Extracdo de proteinas totais de S. saprophyticus

Para a obtencdo do extrato, as células obtidas apos cultivo foram
centrifugadas e adicionadas em tubo de extracdo de 2 ml com perolas de vidro
(Sigma Aldrich) de 0,2 a 0,8 nm juntamente a tampao de extracdo contendo 20 mM
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de Tris (Fisher Scientific) e 2 mM de calcio (Sigma Aldrich). As células foram lisadas
em aparelho de agitagcdo Bead Beater (Biospec) em quatro ciclos de 30 segundos.
ApoOs a analise celular, o extrato proteico foi obtido por centrifugacdo dos restos
celulares a 14.000 rpm por 15 minutos. As amostras foram dosadas com reagente
de Bradford (Sigma Aldrich) em aparelho de ELISA (Thermo Scientific) e em
seguida concentrado em dispositivo amicon (Millipore) de 3 kDa para obtencao da
concentracdo minima de 1 pg/puL de extrato protéico. A integridade do extrato
protéico obtido foi avaliada em gel SDS-PAGE contendo 30 ug de extrato de cada

condigcéo avaliada.

4.4- Preparacdo das amostras para espectrometria de massas

Um total de 150 ug de extrato protéico de cada condigao avaliada foi utilizado
para identificagdo por espectrometria de massas. As amostras foram tratadas com
DTT 10mM (GE Healthcare) por 30 min para reducdo e 30min com iodoacetamida
10mM (Sigma-Aldrich) para alquilacdo. Apés este tratamento, as proteinas foram
incubadas com 20 ng de tripsina (Promega) por 16h a 37 °C para digestdo. Os
peptideos obtidos foram tratados com &cido trifluoroacétido (TFA) 0.1% (Sigma-
Aldrich) e purificadas com resina de C18 ZipTips (Millipore). As resinas foram
equilibradas antes do uso com 30 pL de acetonitrila (ACN), seguida de lavagem
com 30 pL das seguintes solugdes: (1) ACN 80% e TFA 0.1%, (2) ACN 50% e TFA
0.1%, (3) ACN 30% e TFA 0.1% e, por ultimo (4) TFA 0.1%. Os peptideos foram
ligados as ZipTips por 10 pipetagem consecutivas de 10 yL de amostra. Apos a
ligacdo dos peptideos na resina, as impurezas foram retiradas por lavagens com
50 uL de TFA 0.1% e os peptideos eluidos com 20 yL de ACN 50% e TFA 0.1%,
seguida de uma eluicdo com 20 yL de ACN 80% com TFA 0.1%. Os dois eluatos
foram combinados para concentragédo usando centrifuga de vacuo (Eppendorf).

4.5 - Espectrometria de massas para identificacdo de proteinas de S.
saprophyticus

As amostras foram analisadas ap0s separacdo por nano cromatografia
liquida (LC) Nano Acquity UPLC (Waters®) por espectrometro de massas com fonte
nano eletrospray (ESI) MS/MS pela aplicacdo de 1,5 kV e volume de vazéo de 1
ML/min em aparelho SYNAPT Q-TOF (Waters®). A analise de homologia foi
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realizada em bancos de dados utilizando o software ProteinLynx 2.3 com base em
banco de dados (Waters®).

4.6 - Anédlise in silico de genes codificantes para proteinas relacionadas ao
metabolismo de ferro em S. saprophyticus

Foi realizada busca em banco de dados gendémico de S. saprophyticus para
proteinas relacionadas ao metabolismo de ferro, por homologia com proteinas ja
identificadas em outras espécies do género Staphylococcus. As buscas foram
realizadas para presencga de ferro redutases, proteinas relacionadas a sintese e
captacao de sideroforos e xenosideroforos e proteinas ligantes de ferro. As buscas

foram realizadas em banco de dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Dados

presentes apenas no artigo.

4.7 - Ensaio de deteccao de sideréforos de S. saprophyticus

O ensaio de deteccdo de sideroforos foi realizado por ensaio de CAS
(chrome azurol sulfonate), conforme protocolo ja padronizado por nosso grupo de
pesquisa (Silva-Baildo et al. 2014) Solucbes estoque foram preparadas: HDTMA
(hexadecyltrimethylammonium bromide) (Fisher Scientific) 10 mM, solucdo de
FeClz X 6H20 1 mM (Sigma Aldrich) em HCI 10 mM, CAS 2 mM (Sigma Aldrich) e
acido sulfosalisilico 0,2 M (Fisher Scientific). A solugcdo do ensaio de CAS foi
preparada adicionando 6 mL de HDTMA, 1,5 mL de solucéo de ferro e 7,5 mL de
solugdo CAS. Em outro frasco, foi adicionado 4,3 g de piperazine (PIPES) (Sigma
Aldrich) em agua e 6,25 mL de HCI 12 M. Este tampdo foi adicionado ao primeiro
frasco contendo a solugdo CAS e o volume completado com agua ultrapura.

Para determinar a presenca e concentracdo de sideroforos, foi adicionado
500 L de sobrenadante de cultura (previamente centrifugado a 12000 rpm por 5
minutos) e 500 pL da solucao preparada anteriormente (a). A amostra referéncia (r)
e feita com meio de cultura estéril. Entdo, 20 pL de acido sulfosalisilico 0,2 M
(concentracdo final de 4 mM) foi adicionado em todas as amostras. A absorbancia
no comprimento de onda de 630 nm foi medida em espectrofotometro apds 30
minutos. A concentracdo de siderdforos foi determinada com base no seguinte
calculo: [(Ar) Aa/Ar)].100 = % de unidades de sideroforos presente no meio
(Machuca & Milagres 2003)
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4.8 — Extracéo de sidero6foros com metanol
Para preparar sobrenadantes concentrados em sideréforos produzidos

pela bactéria, cepas de S. saprophyticus foram cultivados com aeracdo em meio
SSD com total privacdo de ferro. Durante 48 horas a 37 ° C. As células foram
removidas por centrifugagéo e os sobrenadantes foram liofilizados. O sobrenadante
seco foi ressuspendido com metanol (um quinto do sobrenadante original volume),
passou pelo papel de filtro Whatman N°.1 para remover material insoluvel e foi
evapodo rotativamente em speed vacum. O material foi solubilizado em agua a 5%

do sobrenadante original volume. -(Beasley et al. 2009)

4.9 — Ensaio para classificacao do sider6foro do tipo Carboxilato
Teste espectrofotométrico (Shenker et al. 1992) Para 1 ml de filtrado de

cultura de teste (SSD crescido com a bactéria e centifugado), adicionou-se 1 ml de
CuS04 250 AM e 2 ml de tampéao de acetato a pH 4. O complexo de cobre formado
foi observado para maxima absor¢éo entre 190 e 280 nm. Nao h4 comprimento de
onda especifico no qual o complexo de cobre é absorvido. Todo o comprimento de
onda de 205 a 280 nm foram escaneados para observar o pico de absor¢cédo de

sideroforos.

4.10 - Ensaio de fagocitose de S. saprophyticus por macréfagos eternizados
apos privacao de ferro
As 3 cepas de S. saprophyticus foram incubadas em meio SSD (Lindsay &

Riley 1994) com e sem ferro por 18 horas, 36° C, sob agitacdo. Estas células foram

lavadas com meio RPMI e utilizadas para ensaio de fagocitose em macréfagos,
para avaliar o efeito da deplecédo de ferro na sobrevida de S. saprophyticus durante
fagocitose. Macréfagos eternizados linhagem J774 cultivados em meio RPMI e
previamente ativados com intérferon gama por 24 horas foram utilizados para
infeccdo com células de S. saprophyticus cultivadas previamente em meio privado
de ferro por 48 horas e néo privado de ferro (controle). Foi utilizada uma proporc¢éo
de 50 células bacterianas para cada macrofago. Apés 2 horas os macréfagos foram
lisados e as bactérias internalizadas, recuperadas e plagueadas em meio BHI com

novobiocina para contagem de unidade formadora de colénias (UFC).
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5.0 - RESULTADOS OBTIDOS -

5.1 - Avaliacao do crescimento de S. saprophyticus em pHs 5,5; 7e 9

O crescimento de células de S. saprophyticus em pH acido, neutro e alcalino,
foi avaliado através de uma curva de crescimento das células durante 8 horas nos
pHs de 5,5, 7,0 e 9,0. O resultado é mostrado na Figura 2. Ndo foi observada
diferenca de crescimento das células durante as 3 primeiras horas de incubacgéo
nos pHs avaliados. No entanto, observou-se uma discreta reducdo na taxa de
crescimento celular de S. saprophyticus em pH 5,5 apés 4 horas, mantida até 8
horas. A fim de assegurar a mesma quantidade de células, foi utilizado o tempo de
3 horas para avaliar a resposta protedmica de S. saprophyticus em pH acido e

alcalino.

0,900 -
0,800 -
0,700 -
0,600 -
0,500 -
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -
0,000

—+—pH 7,0
—a—pH 9,0
pH 5,5

Absorbancia (660nm)

Tempo (horas)

Figura 2- Curva de crescimento celular de S. saprophyticus em pHs 5.5, 7.0 e 9.0. O
experimento foi realizado em meio BHI em triplicata em placa de 96 poc¢os. A absorbancia foi obtida

em equipamento de espectrofotometria utilizando 660 nm de comprimento de onda.

Extratos protéicos foram obtidos apdés 3 horas de incubacdo de S.
saprophyticus em meios BHI nos pHs 5,5; 7 e 9 para garantir a mesma quantidade
de células em todos os pHs. Os extratos protéicos foram tripsinizados e submetidos
a nano UPLC MSE. As proteinas foram identificadas por homologia em banco de
dados e os resultados obtidos nos pHs 5,5 e 9 foram comparados aos dados obtidos
de proteinas identificadas em S. saprophyticus apdés cultivo em pH 7. Proteinas que
apresentaram uma diferenca de expressao de 35% em relacdo ao pH 7 foram

consideradas reguladas (positiva ou negativamente) em resposta ao pH.
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5.2 — Regulacdo de proteinas relacionadas ao metabolismo de ferro de S.
saprophyticus em resposta aos estresses acido e alcalino.
Avaliamos uma regulacédo de proteinas relacionada ao metabolismo do ferro

durante a incubacéo acida e alcalina. Proteinas relacionadas ao metabolismo do
ferro de S. saprophyticus reguladas durante a incubagdo em pH &cido e alcalino
sé&o mostrados na Tabela 2.

Durante a incubacdo de S. saprophyticus em pH &acido (em que a
disponibilidade de ferro soluvel é maior), S. Saprophyticus promove a regulacao
negativa do armazenamento de ferro pela reducéo da producao de ferritina (FtnA).
Em S. aureus, FtnA esta localizada na membrana de vacuolos e promove o
armazenamento e mobilizacédo de ferro (Brady et al. 2006). Além disso, a proteina
citrato sintase (GItA) é regulada negativamente, conforme esperado, tendo em vista
que o citrato é substrato para a producdo de sideréforos do tipo carboxilato e a
disponibilidade de ferro reprime a producao de sideréforos (Sheldon & Heinrichs
2015). E possivel detectar também a regulacéo positiva da proteina catalase, que
possui ferro em seu centro catalitico. A regulacao positiva da catalase pode ocorrer
em funcdo da disponibilidade deste micronutriente para sintese da proteina. Foi
possivel detectar ainda a regulacdo negativa das proteinas deaminase
porfobilinogénio que atua na sintese de heme, utilizado para garantir estoques
intracelulares de ferro. Curiosamente, a enzima lipoil sintase foi regulada
negativamente nas condi¢cdes de pH acido e basico (quando comparadas a
situacdo controle, com pH neutro), provavelmente por motivos diferentes,
discutidos posteriormente.

Por outro lado, o pH alcalino promove uma regulacéo positiva da proteina de
ligagcéo e transportador de ferricromo ABC em S. saprophyticus. Em S. aureus, este
sistema de xenosideréforos é internalizado na tentativa de adquirir ferro (Sheldon
and Heinrichs 2015). Duas flavohemoproteinas de dioxigenase de nitrogénio e
montagem de Fe-S ATPase SufC foram reguladas negativamente em fungéo de
menor disponibilidade de ferro, uma vez que flavohemoproteinas dependem do
ferro a ser sintetizado e o SufC requer ferro para sintetizar grupamentos ferro-
enxofre. Da mesma forma, uma ferrochelatase (HemH) é regulada negativamente
durante a incubagcdo de S. saprophyticus em pH 9, uma vez que o ferro é

predominantemente insoltvel em pH alcalino.
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Tabela 2 - Proteinas relacionadas ao metabolismo de ferro e proteinas ferro dependentes com

expressdao reguladas nas condi¢des acida e basica.

Namero de acesso? Descricdo da proteina? Expresséo relativa®

pH 5,5 Reguladas positivamente

CATA Catalase 1,42
pH 5,5 Reguladas negativamente

Y2125 Putativa peroxidase heme-dependente 0,69

FTN Ferritina 0,59

LIPA Lipoil sintase 0,65

Q49YC5 Citrato sintase 0,25

HEM3 Deaminase porfobilinogénio 0,65
pH 9,0 Reguladas positivamente

Q49ZK8 Putativa ABC tipe cobalamina Fe? sistema *

sideroforo detransporte
pH 9,0 Reguladas negativamente

LIPA Lipoil sintase 0,66
HEMH Ferroquelatase 0,66
SODM Superoxido dismutase Mn Fe 0,57

Q49UL6 Flavohemoproteina 0,53
Q49W16 Putativa flavohemoproteina 0,57
Q49W53 Putativa regulador de ferro transportador ABC 0,70

1- Numero de acesso da proteina no banco de dados UNIPROT;

2- Descrigdo da proteina de acordo com dados UNIPROT;

3- Expresséo da proteina em relagéo a condic¢éo controle (pH7). Modulagdo da expressdo em 35%
foi considerada significante (valores <0,74 e =1,35).

* Proteinas néo identificada na condicao controle.

As proteinas que foram reguladas negativamente e positivamente tanto nos
pHs acido como basico (Tabela 2) apresentam sua funcdo regulada pela
disponibilidade de ferro ou regulam a captacao/utilizacdo deste micronutriente.
Uma delas é a Catalase que é regulada positivamente em pH acido, € uma proteina
que tem seus centros cataliticos compostos por ferro heme, e depende do ferro
para realizar reacdes para catalizar a decomposi¢cdo de moléculas de peroxido de
hidrogénio (Chelikani et al 2004).

Durante a incubacéo de S. saprophyticus em pH é&cido, S. Saprophyticus
promove a regulacdo negativa do armazenamento de ferro pela reducdo da
producgédo de ferritina (FtnA). Em S. aureus, FtnA esta localizada na membrana de
vacuolos e promove o armazenamento e mobilizacdo de ferro (Brady et al. 2006).
Além disso, a proteina citrato sintase (GltA) é regulada negativamente, conforme
esperado. O citrato é substrato para a producao de sideréforos do tipo carboxilato
e a disponibilidade de ferro reprime a producéo de sideréforos (Sheldon & Heinrichs
2015).
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A regulacado negativa de lipoil sintase em pH acido provavelmente ndo esta
correlacionada com o metabolismo de ferro. O lipoil é cofator para varias enzimas
do metabolismo energético, tais como subunidades da piruvato desidrogenase e a
enzima diidrolipoil succiniltransferase (participante do ciclo do acido tricarboxilico).
O lipoil também pode ser carreado pela proteina H do sistema de clivagem de
glicina (Cronan et al 2005) As andlises protebmicas das proteinas reguladas
negativamente em S. saprophyticus durante incubacdo em pH éacido (Tabela
suplementar 2) demonstram que tanto o metabolismo energético (glicolise e ciclo
do acido tricarboxilico) estado regulados negativamente, assim como o sistema de
clivagem de glicina (incluindo a proteina H). Desta forma, a regulacdo negativa de
lipoil sintase nesta condicdo ocorre provavelmente em funcdo da célula requerer
menos lipoil para manutencdo do metabolismo. Ja a regulacédo negativa de lipoil
sintase em S. saprophyticus apos cultivo em pH alcalino parece estar relacionado
com a caréncia de ferro solluvel nesta condicéo. A lipoil sintase de Escherichia coli
apresenta dois grupamentos Fe-S (Cicchillo et al. 2004) e a regulacédo negativa de
lipoil sintase em S. saprophyticus durante incubacao em pH alcalino provavelmente
ocorreu em funcao da baixa disponibilidade de ferro nesta condicdo, que impede a
sintese de novos grupamentos Fe-S, bem como aumenta a degradacdo dos
grupamentos Fe-S existentes na célula.

Como o0 metabolismo energético esta regulado negativamente nesta
condicdo (Tabela suplementar 2) a utilizacdo de lipoil € reduzida, levando a
regulacdo negativa da enzima que sintetiza esta molécula. Entretanto, a regulacao
negativa ndo seja necessario, tendo em vista que as vias que utilizam lipoil estejam
reguladas negativamente (por exemplo, ciclo do &cido tricarboxilico) atuar na
sintese de lipoil utilizando os grupamentos Fe-S da propria enzima, mas ser
dependente de ferro (McCarthy & Booker 2017).

Por outro lado, o pH acido promove uma regulacao positiva da proteina de
ligacéo e transportador de ferricromo ABC em S. saprophyticus. Em S. aureus, este
sistema de xenosideréforos € internalizado na tentativa de adquirir ferro (Sheldon
& Heinrichs 2015). Duas flavohemoproteinas de dioxigenase de nitrogénio e
montagem do cluster Fe-S (lipoil sintase ATPase e SufC) foram reguladas
negativamente em funcdo de menor disponibilidade de ferro, uma vez que
flavohemoproteinas dependem do ferro a ser sintetizado e o SufC requer ferro para

sintetizar grupamentos ferro-enxofre. Da mesma forma, uma ferrochelatase
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(HemH) é regulada negativamente durante a incubacao de S. saprophyticus em pH
9, uma vez que o ferro € predominantemente insolivel em pH alcalino.
Superoxido dismutase (SOD) Mn Fe, tem sitios ativos para manganés e ferro
(LAH et al; 1995) As SODs sédo metaloenzimas que usam um metal redox-ativo para
desproporcionar duas moléculas de superéxido em oxigénio e peroxido de
hidrogénio, sendo que o ultimo é removido por catalase e enzimas peroxidase
(Sheng et al. 2014). A proteina deaminase porfobilinogénio foi encontrada regulada
negativamente em pH alcalino pode se ligar a ferro heme, € uma enzima que
catalisa a formacé&o de hidroximetilbilanos, um intermediario de tetrapirrole, durante
a biossintese de heme através da polimerizacdo gradual de quatro moléculas de
(Uchida et al. 2018).Essas proteinas sao induzidas negativamente em pH 9,0, ja

gue o ferro existente no meio se torna indisponivel nessa condicao.

5.3 - Avaliacao da capacidade de crescimento celular de S. saprophyticus em
concentragcdes variadas de ferro

Durante os estudos, surgiu a necessidade de saber como seria 0
crescimento da bactéria em diferentes concentracdes de ferro, e se havia uma
concentracdo de ferro téxica, entdo foi feita uma curva de crescimento nas
concentragfes de 0,0 até 10mM de ferro, figura 3. Lindsay e Riley, 1994, fizeram
também essa curva de crescimento para S. aureus por 40 horas , e foi observado
o melhor crescimento da bactéria no meio contenco 0,5uM de ferro, sendo que apés
10uM houve um crescimento muito lento, e apos essa concentracdo de ferro o
bactéria deixou de crescer.

Para o desenho da curva cada cepa foi crescida em meio BHI sélido, depois
uma colbnia foi transferida para meio SSD com 2 mM de ferro (pré in6culo). Apds
18 horas, o pré inéculo foi centrifugado para baixar as célula a 2500 rpm, e as
células foram lavadas com meio SSD sem ferro e transferidas para meio SSD sem
ferro e distribuidas em placa de 96 pocos em triplicatas para cada concentracao de

ferro.
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Figura 3 — Curva de crescimento em meio SSD sem ferro e nas concentragfes de 0.1, 0.5,1,5 e

10 mM de ferro da cepa ATCC15305 da bactéria Staphylococcus saprophyticus.

Foi possivel observar que apesar da auséncia do ferro as bactérias
conseguiram crescer, mesmo que lentamente, durante 72 horas. Apesar da alta
concentracdo de ferro (10mM) as bactérias cresceram, sugerindo que S.
saprophyticus possui sistema de regulacao da concentracao de ferro intracelular e
de captacao deste micronutriente, o que também é sugerido pelas analises in silico.
Cada cepa apresenta um padrao de crescimento diferente nas diferentes

concentracdes de ferro, porém todas elas formam uma curva crescente.

5.4 — Avaliacdo da producéo de sideroforos por S. saprophyticus

Apbs o desenho da curva de crescimento, foi visto que a bactéria tem
potencial para crescer em meio sem ferro. Sendo assim, utilizando meio CAS
(cromo azurol S) liquido, foi possivel detectar que S. saprophyticus é capaz de
produzir sideréforos (Figura 4). E de acordo com a absorbancia do meio CAS
contendo meio de crescimento da bactéria liofilizado (contendo os sideroforos). A
concentracéo de sideroforos foi determinada com base no seguinte calculo: [(Ar)
As/An].100 = % de unidades de sideroforos presente no meio (Machuca & Milagres
2003)(Figura 5). Analises in silico prévias (Tabela 1) demostram que a bactéria
possui densa maquinaria génica para aquisicdo e metabolismo de ferro, sendo
capaz de produzir seus proéprios sideroforos.

Staphylococcus aureus produz dois sideréforos de tipo policarboxilato
estruturalmente caracterizados chamado estafiloferrina A e estafiloferina (Haag et

al. 1994; Drechsel et al. 1993). Foi feito o teste CAS para confirmacéo de que o
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sideréforo produzido por Stphylococcus saprophyticus € do tipo carboxilato, figura
4, e em sequéncia foi calculada a porcentagem de sideréforos produzidos por S.
saprophyticus cultivado na presenca e auséncia de ferro, figura 5, que comprova a
producdo dessa molécula.

Os sideroforos variam muito em estrutura e ndo existe um procedimento
Gnico para determinar sua identificacdo e producdo entre 0s microrganismos.
Podem-se utilizar métodos quimicos, microbiolégicos e moleculares para a
deteccdo e caracterizacdo dessas moléculas. Entretanto, o método mais
amplamente empregado € a utilizagdo de CAS em meio de cultura ou liquido
(Neilands 1995). O complexo ternario CAS, formado por cromo azurol S, ferro lll e
brometo de hexadecil trimetil aménio, constitui-se em um corante de coloracao
azulada. Na presenca de CAS adicionado a um meio de cultura adequado,
bactérias que produzam fortes quelantes (sider6foros) sdo capazes de se
multiplicar devido a remocdo do ferro complexado ao corante. O processo de
transferéncia é verificado através da mudanca de coloracdo do meio, observada
pela mudanca da cor do meio de azul para amarelo. A adicdo do complexo CAS ao
meio de cultura é um método eficiente, uma vez que somente sob a producéo de
siderdéforos, o ion férrico podera ser utilizado pela bactéria (Neilands 1995; LeVier
& Guerinot 1996). Lindsay e Riley, 1994, também fizeram o ensaio CAS em que
comprovaram a producdo de sideroforos por S. aureus através da mudanga da

coloracdo do meio, de azul para amarelo/alaranjado.

Figura 4— Ensaio CAS para detecgéo de sideroforos.

O método de deteccdo mais comum para producédo de sideroforos é o ensaio
universal de Schwyn e Neilands (1987). Este ensaio baseia-se numa competicdo
de ferro entre o complexo férrico do corante cromo azurol S (CAS) e um sideroforo.
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O teste CAS pode ser aplicado como um teste de liquido ou alternativamente, o
corante pode ser incorporado no meio de agar para detec¢ao de sider6foro em meio
sélido. O teste CAS de sobrenadantes liquidos de culturas foi declarado como
sendo gquantitativo, no entanto, no meio solido, ndo é possivel quantificar a reacéo
CAS (Schwyn & Neilands 1987).

Foi feito o teste Cas liquido que contatou a presenca de sideroforos que
poderiam ser do tipo hidroxamato ou carboxilato pois para os catecolatos a solucao
muda para uma cor avermelhada (figura 4). Porém, pelas andlises in silico,
sabiamos que a bactéria ndo possue maquinaria para produzir hidroxamatos,
apenas carboxilatos, apesar de apresentar maquinaria para a aquisicao de
xenosideroéforos do tipo hidroxamto.

Utilizamos o mesmo teste Cas para quantificar, em comparacao ao meio ssd
sem limpo (onde ndo foram crescidas bactérias) e o meio de crescimento das

bactérias sem ferro, quanto siderdéforo foi produzido em 48 horas (Figura 4).
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Figura 5- Producéo de sideréforos pela bactéria Staphylococcus Saprophyticus durante 48 horas
de incubacdo em meio SSD sem ferro e com 7uM de ferro. O asterisco denota significancia
estatistica utilizando teste t de Student (p valor < 0,05).

Foi feito um teste t de Student para confirmar a relevancia dessa diferenca
apresentada entre o controle e a amostra. O teste t teve como resultado
0,04490192 e o p-valor estabelecido era de 0,5 o que prova a relevancia do estudo

acima.
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Figura 6 — Teste de Shenker de deteccdo de sider6foro. O sobrenadante de cultura de S.
saprophyticus em meio SSD sem ferro foi liofilizado e os sideréforos foram extraido com metanol. O
controle foi realizado com meio SSD sem ferro esterilizado, nas mesmas condi¢des.

Também foi feito um teste confirmatorio para o tipo de sideroforo: o Teste
espectrofotométrico de Shenker, em que foi constatado um pico antes nas
densidades Opticas lidar dentro do comprimento de onda de 205nm até 290nm
(Figura 6) o que comprova que realmente o sider6foro produzido por

Staphylococcus saprophyticus é do tipo carboxilato.

5.5 — Ensaio de sobrevivéncia em macrofagos

O ensaio de sobrevivéncia da bactéria a fagocitose apdés a mesma atingir
uma D.O. (densidade 6ptica) de 0,3 nm foi feito com a cepa ATCC 15305 e foi
observado que durante a privacao de ferro a bactéria se torna menos resistente a
fagocitose, e na presenca do micronutriente € mais resistente (Figura 7).
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Figura 7 - Contagem de colbnias recuperadas apos a fagocitose dos macréfagos durante duas

horas.
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A vulnerabilidade da célula bacteriana a fagocitose na auséncia do
micronutriente ferro pode ser explicada pelo fato de que o ferro € um micronutriente
essencial para a constituicho de citocromos e proteinas ferro enxofre
(transportadores de elétrons), e é também cofator de enzimas.

O ferro normalmente é utilizado como grupo prostético ou cofator de
proteinas envolvidas em fungdes como sintese de aminoacidos, fixacdo de
nitrogénio, ciclo do acido citrico, sintese de aminoacidos, resisténcia a estresse
redox e transporte de oxigénio. O ferro também € utlizado por proteinas
transportadoras de elétrons envolvidas em processos de respiracdo celular e
captacao de luz (Braun and Hantke 2011; Andrews et al 2003). O ferro € de extrema
importancia para as bactérias, sendo que apenas algumas bactérias do género dos
Lactobacillus, juntamente com Borrelia burgdorferi, j& foram apontadas como
capazes de se desenvolver e multiplicar em ambiente livre de ferro, utilizando-se
de outros metais, como manganés e cobalto, para desempenhar suas funcbes
metabdlicas (Andrews et al 2003) . O que comprova a suscetibilidade bacteriana a

fagocitose.
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6.0 - CONCLUSOES

O perfil protedmico de S. saprophyticus foi avaliado quando a bactéria foi
cultivada em pH acido e basico, e os resultados dessas analises concluem que S.
saprophyticus responde as alteracdes de pH modulando proteinas relacionadas ao
metabolismo de ferro.

Utilizando metodologias para identificacdo e classificagdo de siderdforos
produzidos por S. saprophyticus comprovou-se que a bactéria, além de apresentar
potencial protedbmico para captacdo de xenosideréforos presentes em seu meio,
também é capaz de produzir seus proprios sideréforos, que sao do tipo carboxilato.
Este resultado corrobora as analises in silico realizadas.

Finalmente, durante ensaios de fagocitose em macrofagos foi possivel
demonstrar que S. saprophyticus é mais suscetivel a morte apds fagocitose por
macrofagos quando previamente privado de ferro, demonstrando que este
elemento é importante para garantir a infeccdo, concluindo assim a importancia
desse micronutriente para o0 sucesso da infeccdo no hospedeiro e sua

sobrevivéncia
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7.0 - PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente trabalho € o primeiro que trata da caracterizacdo do metabolismo

ode ferro em S. saprophyticus. Neste sentido, abre perspectivas futuras, tais como:

Quantificar transcritos codificantes para redutases em diferentes tempos de cultura
da bactéria na presenca e na auséncia de ferro por PCR em tempo real quantitativa
para avaliar quais a redutases podem atuar na reducédo do ferro insolluvel para
posterior captacdo do mesmo;

Estabelecer vias de captacdo de xenosideroforos e quais tipos de xenosideroforos
sdo sequestrados através de cultivo da bactéria em meio com e sem o0s

xenosideroforos.
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9.0 - MATERIAL SUPLEMENTAR

Table 1 — S. saprophyticus up-regulated proteins in response to acid pH treatment.

Accession
number?! Protein description Score? Fold change® value*
Lipid, fatty acid and isoprenoid metabolism
Q49UH6 Acyl CoA thioesterase 3544,73 * *
Q49UN6 Acyl coA synthetase/ligase 942,59 * *
C compouns metabolism
GLMM Phosphoglucosamine mutase 1214,62 * *
Q4A101 Alpha acetolactate synthase 2292,14 * *
ALD1 Putative aldehyde dehydrogenase 11659,33 1,40 0
Isoprenoid metabolism
IDI2 Isopentenyl diphosphate delta isomerase 897,94 * *
Amino acid metabolism
Q4A0M8 Putative succinyl diaminopimelate desuccinylase 1871,23 * *
Protein synthesis
SYFB Phenylalanine tRNA ligase beta subunit 1087,68 * *
DLTC D alanine poly phosphoribitol ligase 21168,14 2,01 0
SYA Alanine tRNA ligase 1166,65 * *
SYK Lysine tRNA ligase 889,86 * *
Syv Valine tRNA ligase 1003,86 * *
RL331 50S ribosomal protein L33 4993,96 * *
RL36 50S ribosomal protein L36 2516,8 * *
Transport
ATPase component of ABC transporter with
Q49XJ3 duplicated APTase domain 1638,48 * *
Biogenesis of cell wall
Q49W71 D alanine poly phosphoribitol ligase 1024,91 * *
UDP N acetylmuramoyl L alanyl D glutamate
Q49WE7 ligase 976,16 * *
Nitrogen, sulfur and selenium metabolism
ASSY Argininosuccinate synthase 1815,98 * *
CARA Carbamoyl phosphate synthase small chain 1409,03 * *
Q49W55 Cysteine desulfurase 1334,59 * *
URE2 Urease subunit beta 5105,32 1,40 0
UREE Urease accessory protein UreE 2533,29 1,35 0
Stress response
CATA Catalase 15932,77 1,42 0
Q49VW?2 Thioredoxin reductase 1876,88 * *
Unclassified proteins
Q49UP8 Putative GTPase 1251,04 * *
Q49XX0 Uncharacterized protein 896,97 * *
Y1241 UPF0403 protein SSP1241 1194,61 * *

* Proteins detected exclusivelly in the protein extract obtained after incubation of S. saprophyticus in pH 5.5.
1 Accession number provided by Uniprot Database (http://www.uniprot.org/).

2 PLGS score is calculated by different mathematical models for peptide and fragment assignment prediction.
Acceptable score values take into account protein identification with a minimum confidence level of 95% and
a false discovery rate of 4%.

46


http://www.uniprot.org/

Regulagédo do metabolismo de ferro em funcédo do pH e caracterizagéo da producéo de sider6foros em Staphylococcus saprophyticus
Bianca Silva Vieira de Souza

3 Fold-change values were calculated by dividing the values of protein abundance (in fmol) from S.
saprophyticus incubated in pH 5.5 by the abundance in the control condition. Proteins with a minimum fold-
change of 35% (fold change = 1,35) were considered up-regulated.

4 p-value of the fold change. P-values less than 0.05 and higher than 0.95 were considered statistically
significant.

Table 2 — S. saprophyticus down-regulated proteins in response to acid pH treatment.

Accession
number?! Protein description Score?  Fold change® pvalue*
Glycolysis
Q49YC8 6 phosphofructokinase 1283,9 0,58 1
TPIS Triosephosphate isomerase 21579,32 0,64 1
Q49vz9 Glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase 57600,33 0,68 1
PGK Phosphoglycerate kinase OS Staphylococcus 18523,86 0,67 1
2 3 bisphosphoglycerate independent phosphoglycerate
GPMI mutase 5628,52 0,60 1
ENO Enolase 55690,06 0,70 1
Entner Doudoroff
Q49ZH5 Glucose 1 dehydrogenase 1080,69 0,57 1
Lactic acid and acetate fermentation
ACKA Acetate kinase 3561,75 0,72 1
LDH L lactate dehydrogenase 32105,91 0,43 1
Lactose catabolism
Q49VP7 Tagatose 6 phosphate kinase 2486,98 * *
Tricarboxilic acid cycle
Q49YC5 Citrate synthase 859,96 0,74 1
FUMC Fumarate hydratase class I 1015,93 0,66 1
OoDO2 Dihydrolipoyl succinyltransferase 3288,2 0,73 1
Q49YC4 Isocitrate dehydrogenase NADP 7390,18 0,64 1
Q4A0T8 Probable malate quinone oxidoreductase 1711,34 0,71 1
SUCC Succinyl CoA ligase ADP forming subunit 8775,03 0,71 1
Q49X33 Succinyl CoA ligase ADP forming subunit 22896,7 0,63 1
Energy
ATPA ATP synthase subunit alpha 10170,93 0,58 1
ATPB ATP synthase subunit beta 6255,57 0,57 1
ATPD ATP synthase subunit delta 1033,65 0,63 1
GUAA GMP synthase glutamine hydrolyzing 3224,78 0,59 1
Polysaccharide metabolism
Q4A113 Putative UDP glucose 6 dehydrogenase 1327,27 0,68 1
Q49ZA2 Glutamine fructose 6 phosphate aminotransferase 3396,35 0,69 1
Metabolism of vitamins, cofactos, and prosthetic groups
RISB 6 7 dimethyl 8 ribityllumazine synthase 2163,37 0,66 1
LIPA Lipoyl synthase 2456,66 0,66 1
HEM3 Porphobilinogen deaminase 1358,96 0,65 1
Nucleotide/nucleoside/nucleobase metabolism
UPP Uracil phosphoribosyltransferase 8818,75 0,70 1
IMDH Inosine 5 monophosphate dehydrogenase 9847,34 0,65 1
KPRS Ribose phosphate pyrophosphokinase 2708,79 0,64 1
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NDK Nucleoside diphosphate 3929,63 0,55 1
Q49WJ8 Phosphoribosylamine glycine ligase 1930,66 * *
PURQ Phosphoribosylformylglycinamidine synthase 1554,77 0,42 1
Phosphoribosylaminoimidazole succinocarboxamide
PUR7 synthase 2776,38 0,49 1
PYRR Bifunctional protein PyrR 1112,83 0,25 1
Q49WJ1 Phosphoribosylformylglycinamidine synth 8028,56 * *
PUR9 Bifunctional purine biosynthesis protein 2077,01 0,47 1
Anaerobic ribonucleoside triphosphate reductase
Q4A0U9 activator 1057,4 0,50 1
Q49YN1 HIT family protein 1977,55 * *
Cell cycle and DNA processing
Q49Vvs9 Ribonucleoside diphosphate reductase 1233,53 0,61 1
Q49VTO Ribonucleoside diphosphate reductase 2969,84 0,61 1
RECA Protein RecA 1812,44 0,57 1
Q4A179 DNA polymerase Il subunit beta 1827,93 0,73 1
Q49UG1 Putative plasmid replication associated 1024,59 0,66 1
Q49YG7 Catabolite control protein 1807,41 0,60 1
Transcription
Q49XS7 Bacterial nucleoid DNA binding protein 143550,5 0,70 1
Q49Vv17 Putative RNA binding protein 3458,54 0,65 1
RPOE Probable DNA directed RNA polymerase subunit 1683,57 0,71 1
Alkaline phosphatase synthesis transcriptional regulatory
Q49YC3 protein 1198,49 0,51 1
Q49Vv46 Transcription termination/antiterminatination protein 2192,08 0,69 1
Protein synthesis and modification
RL35 50S ribosomal protein L35 8097,79 0,71 1
SYP Proline tRNA ligase 1855,32 0,71 1
Q49WF7 Putative lipoate protein ligase A 1165,81 0,71 1
Amino acid metabolism
GLYA Serine hydroxymethyltransferase 18129,52 0,68 1
Q49v22 Cysteine synthase 15290,54 0,64 1
HIS8 Histidinol phosphate aminotransferase 1515,56 0,54 1
GCSPB Glycine dehydrogenase decarboxilating protein 1429,7 * *
GCSH Glycine cleavage system H protein 13562,62 0,71 1
GCST Aminomethyltransferase 2596,42 0,66 1
DHA Alanine dehydrogenase 9983,63 0,72 1
Putative 2 amino 3 ketobutyrate coenzyme A ligase
Q49v60 protein 4451 0,71 1
ROCA 1 pyrroline 5 carboxylate dehydrogenase 4372,3 0,47 1
Cellular transport, transport facilities and transpote route
Q49ZA5 Phosphotransferase system mannitol specific 4941,47 0,42 1
METN Methionine import ATP binding protein MetN 1350,94 * *
FTN Ferritin 17702,9 0,59 1
Nitrogen, sulfur and selenium metabolism
Q49W97 Glutamate dehydrogenase 3211,08 0,59 1
Q49VA2 Branched chain amino acid aminotransferase 1212,42 0,48 1
Stress response
ISAA Probable transglycosylase IsaA 4905,79 0,44 1
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CSPA Cold shock protein CspA 8630,04 0,72 1
Y1056 Putative universal stress protein 55669,16 0,66 1
MSRB Peptide methionine sulfoxide reductase 11451,21 0,70 1
Q49XU0 Staphylococcal respiratory response protein 1112,59 0,68 1
Iron metabolism
GSA2 Glutamate 1 semialdehyde 2 1 aminomutase 1920,47 0,68 1
Y2125 Putative heme-dependent peroxidase 4416,03 0,70 1
Unclassified proteins
Y2164 Uncharacterized epimerase dehydratase 1326,12 0,67 1
FOLD Bifunctional protein FolD 7504,37 0,68 1
Y1389 Probable tautomerase 7105,86 0,55 1
Y1770 UPF0477 protein 3273,63 0,66 1
UP355 Uncharacterized protein 14255,95 0,68 1
Q49YG9 Uncharacterized protein 12434 0,70 1
Q49XA3 Uncharacterized protein 9704,11 0,70 1
Q49W75 Uncharacterized protein 7590,45 0,69 1
Q49w44 Uncharacterized protein 8254,31 0,71 1
Q49UT6 Uncharacterized protein 1301,25 0,66 1
Q49XB9 Uncharacterized protein 1478,51 0,63 1
Q49z77 Uncharacterized protein 1936,54 0,61 1
Q4A056 Uncharacterized protein 2964,91 0,13 1
Y1964 Uncharacterized protein 3821,83 0,54 1
Q49ZM9 Uncharacterized protein 1147,7 * *
Y1144 UPF0297 protein 1632,72 * *
Y1183 UPF0365 protein 1566,02 * *

* Proteins detected exclusivelly in the protein extract obtained after incubation of S. sparophyticus incubated in pH 7.
1Accession number provided by Uniprot Database (http://www.uniprot.org/).

2 PLGS score is calculated by different mathematical models for peptide and fragment assignment prediction. Accey
score values take into account protein identification with a minimum confidence level of 95% and a false discovery ri
4%.

3 Fold-change values were calculated by dividing the values of protein abundance (in fmol) from S. saprophyticus incu
in pH 5.5 by the abundance in the control condition. Proteins with a minimum fold-change of 35% (fold change < 0,74)
considered down-regulated.

4 p-value of the fold change. P-values less than 0.05 and higher than 0.95 were considered statistically significant.

Table 3 - S. saprophyticus up-regulated proteins in response to alkaline pH treatment.

Accession p
number? Protein description Score? Fold change® value*
Nucleotide/nucleoside/nucleobase metabolism
URK Uridine kinase 1492,09 2,14 1
Q49Vv00 Putative deoxyribonuclease 906,42 * *
Putative hypoxanthine guanine
Q49Vv19 phosphoribosyltransferase 1442,58 * *
Amino acid metabolism
GCSPA Glycine dehydrogenase decarboxilating P protein 2194,81 * *
Q4A0Q2 Glycine betaine aldehyde dehydrogenase 1429,55 * *
Q49YG8 DAHP synthetase chorismate mutase 2290,24 * *
ROCA 1 pyrroline 5 carboxylate dehydrogenase 7889,14 1,40 1

Gluconeogenesis
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PCKA Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1116,6 1,42 1
Lipid, fatty acid and isoprenoid metabolism
IDI2 Isopentenyl diphosphate delta isomerase 1115,17 * *
Metabolism of vitamins, cofactos, and prosthetic groups
RISB 6 7 dimethyl 8 ribityllumazine synthase 1896,1 5,16 1
Transcription
Q49X65 Putative transcriptional regulator 1016,62 * *
Q49720 Anti sigma factor antagonist 1751,14 * *
Protein synthesis
RS18 30S ribosomal protein S18 1074,73 * *
RL28 50S ribosomal protein L28 1406,87 * *
RL36 50S ribosomal protein L36 9991,42 * *
RL32 50S ribosomal protein L32 2103,97 * *
Stress response
Q49VW2 Thioredoxin reductase 1598,46 * *
ISAA Transglycosylase IsaA 7701,96 2,53 1
Q49XA7 Response regulator 1064,04 * *
Transport
Q49ZK8 Ferrichrome ABC transporter substrate binding-protein  1069,03 * *
Unclassified proteins
Q49Vv88 Uncharacterized protein 1178,74 * *
Q49VC9 Uncharacterized protein 1276,35 * *
Q49vv4 Uncharacterized protein 2666,63 * *
Q49z77 Uncharacterized protein 2891,38 1,42 1
Y1964 Uncharacterized protein 4669,27 1,49 1
Y1897 UPF0337 protein 1683,65 * *
NAGD Protein NagD homolog 1233,62 * *
Q49XJ4 Putative aldo keto reductase 1018,33 * *

* Proteins detected exclusivelly in the protein extract obtained after incubation of S. sparophyticus in pH 9.

1 Accession number provided by Uniprot Database (http://www.uniprot.org/)

2 PLGS score is calculated by different mathematical models for peptide and fragment assignment

prediction. Acceptable score values take into account protein identification with a minimum confidence level

of 95% and a false discovery rate of 4%.

8 Fold-change values were calculated by dividing the values of protein abundance (in fmol) from S.

saprophyticus incubated in pH 5.5 by the abundance in the control condition. Proteins with a minimum fold-

change of 35% (fold change = 1,35) were considered up-regulated.

4 p-value of the fold change. P-values less than 0.05 and higher than 0.95 were considered statistically

significant.

Table 4 - S. saprophyticus down-regulated proteins in response to alkaline pH treatment.

Accession number Protein description Score  Fold change p value
Nucleotide/nucleoside/nucleobase metabolism
IMDH Inosine 5 monophosphate dehydrogenase 17067,92 0,72 0
KCY Cytidylate kinase 21525 0,61 0

Amino acid metabolism
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HIS8 Histidinol phosphate aminotransferase 2136,1 0,62 0
C-compound and carbohydrate metabolism
ALD1 Putative aldehyde dehydrogenase 3093,21 0,68 0
Y1389 4-oxalocrotonate tautomerase 10687,02 0,70 0
Q49ZA5 Phosphotransferase system mannitol specific ~ 6434,24 * *
Lipid, fatty acid and isoprenoid metabolism
Q49WEO Enoyl acyl carrier protein reductase 2766,26 0,58 0
LIPA Lipoyl synthase 1949,68 0,66 0
Metabolism of vitamins, cofactos, and prosthetic groups
HEMH Ferrochelatase 11975,33 0,66 0
GUAA GMP synthase glutamine hydrolyzing 3283,61 0,64 0
Glycolysis
PGK Phosphoglycerate kinase 21016,54 0,70 0
Q49vz9 Glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase  59329,59 0,71 0
2 3 bisphosphoglycerate independent
GPMI phosphoglycerate mutase 4746,69 0,60 0
2 3 bisphosphoglycerate dependent
GPMA phosphoglycerate phosphomutase 8878,33 0,66 0
Q49YC8 6 phosphofructokinase 1125,46 * *
Lactic acid and acetate fermentation
ACKA Acetate kinase 2231,38 0,59 0
LDH L lactate dehydrogenase 44530,05 0,59 0
Tricarboxilic acid cycle
Q4A102 Probable malate quinone oxidoreductase 5568,27 0,45 0
Q4A0T8 Probable malate quinone oxidoreductase 25,05 0,52 0
Oxidative phosphorylation
Y1834 NADH dehydrogenase FAD containing subunit  13390,54 0,69 0
Cell cycle and DNA processing
Anaerobic ribonucleoside triphosphate
Q4A0U9 reductase 2555,12 0,73 0
Q49UG1 Putative plasmid replication associated protein 1622,1 * *
Transcription
RPOZ DNA directed RNA polymerase subunit omega 4199 0,72 0
Q49XU0 Staphylococcal respiratory response protein 1291,27 0,71 0
Q49X51 Transcription termination antitermination protein  4371,63 0,68 0
Q49Y64 Putative transcriptional regulator 6293,04 0,73 0
Q49VN3 Putative transcriptional regulator 9779,15 0,60 0
Q49Y04 RNA polymerase sigma factor 1403,61 0,64 0
RPOE DNA directed RNA polymerase subunit 2009,21 * *
GREA Transcription elongation factor GreA 21512,17 0,70 0
SYD Aspartate tRNA ligase 2828,24 0,70 0
SYY Tyrosine tRNA ligase 1810,29 0,70 0
RNJ1 Ribonuclease J 1 1124,34 * *
Protein synthesis
SYR Arginine tRNA ligase 1155,61 * *
EFTS Elongation factor Ts 20619,56 0,70 0
Biogenesis of cell

wall

51



Regulagédo do metabolismo de ferro em funcédo do pH e caracterizagéo da producéo de sider6foros em Staphylococcus saprophyticus
Bianca Silva Vieira de Souza

UDP N acetylglucosamine 1

MURA1 carboxyvinyltransferase 1491,77 * *
DDL D alanine D alanine ligase 5764,07 0,73 0
Q4A113 Putative UDP glucose 6 dehydrogenase 2685,57 0,68 0
DLTC D alanine poly phosphoribitol ligase subunit 4352,37 0,53 0
Nitrogen, sulfur and selenium metabolism
URE1 Urease subunit alpha 2998,87 0,68 0
URE2 Urease subunit beta 1911,27 0,65 0
UREG Urease accessory protein UreG 13776,47 0,68 0
Stress response
Q49786 Starvation inducible DNA binding protein 30434,01 0,59 0
Q49YD5 Putative universal stress protein 11863,75 0,59 0
SODM Superoxide dismutase Mn Fe 24637,57 0,57 0
AHPC Alkyl hydroperoxide reductase subunit C 79154,94 0,53 0
Q49UT7 Alkyl hydroperoxide reductase 1935,96 0,68 0
Y379 Flavin NADPH nitroreductase 2717,38 0,69 0
Q49UL6 Flavohemoprotein nitric oxide dioxygenase 7824,14 0,53 0
Q49W16 Flavohemoprotein nitric oxide dioxygenase 16060,56 0,57 0
Transport
Q49W53 Iron regulated ABC transporter SufC 3274,41 0,70 0
METN Methionine import ATP binding protein Met 1350,94 * *
TIG Trigger factor 25656,08 0,64 0
Unclassified proteins
Q49VT5 Uncharacterized protein 1680,08 * *
Q49UT6 Uncharacterized protein 2248,8 0,58 0
Q49YW8 Uncharacterized protein 4627,78 * *
Q49ZM9 Uncharacterized protein 11477 * *
Q4A013 Uncharacterized protein 1680,89 0,67 0
Q492799 Putative hydrolase 1250,32 * *
Y1144 UPF0297 protein 1632,72 * *
Y1024 UPF0478 protein 3815,68 0,68 0
UP355 UPF0355 protein 11043,4 0,72 0
Q49WN4 Putative GTPase 1847,1 0,53 0
Q49wWB4 Putative ATPase subunit 60,21 0,61 0

* Proteins detected exclusivelly in the protein extract obtained after incubation of S. sparophyticus in pH 7.

1 Accession number provided by Uniprot Database (http://www.uniprot.org/).

2 PLGS score is calculated by different mathematical models for peptide and fragment assignment prediction.
Acceptable score values take into account protein identification with a minimum confidence level of 95% and a
false discovery rate of 4%.

3 Fold-change values were calculated by dividing the values of protein abundance (in fmol) from S. saprophyticus
incubated in pH 5.5 by the abundance in the control condition. Proteins with a minimum fold-change of 35% (fold
change < 0,74) were considered down- regulated.

4 p-value of the fold change. P-values less than 0.05 and higher than 0.95 were considered statistically
significant.
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