UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E BIOLOGIA MOLECULAR

GUILHERME ALGUSTO ALVES SILVA

CARACTERIZACAO DO ANTIGENO PROTEICO SsaA DE Staphylococcus
saprophyticus UTILIZANDO ESTRATEGIAS in silico E MODELO ex vivo DE
INFECCAO

Goiania 2020



o‘
SIBI PRPG %¢

PRO-REITORIA U F G
SISTEMA DE
BIBLIOTECAS UFG DE POS-GRADUAGAOD

TERMO DE CIENCIA E DE AUTORIZAGAO PARA DISPONIBILIZAR
VERSOES ELETRONICAS DE TESES E DISSERTAGOES
NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goi-
as (UFG) a disponibilizar, gratuitamente, per meio da Biblioteca Digital de Teses e Disserta-
¢oes (BDTD/UFG), regulamentada pela Resolugao CEPEC n° 832/2007, sem ressarcimento
dos direitos autorais, de acordo com a Lei n® 9610/98, o documento conforme permissoes
assinaladas abaixo, para fins de leitura, impressao e/ou download, a titulo de divulgagdo da
produgao cientifica brasileira, a partir desta data.

O conteldo das Teses e Dissertagoes disponibilizado na BDTD/UFG € de responsa-
bilidade exclusiva do autor. Ao encaminhar o produto final, o(a) autor(a) e o(a) orientador(a)
firmam o compromisso de que o trabalho ndo contém nenhuma violagéo de quaisquer direi-
tos autorais ou outro direito de terceiros.

1. Identificagao do material bibliografico: [ X ] Dissertagao [ ]Tese
2. |dentificacao da Tese ou Dissertagao:
Nome completo do autor: Guilherme Algusto Alves Silva

Titulo do trabalho: CARACTERIZACAO DO ANTIGENO PROTEICO SsaA DE Staphylo-
coccus saprophyticus UTILIZANDO ESTRATEGIAS in silico E MODELO ex vivo DE IN-
FECCAO

3. Informacgoes de acesso ao documento:

Concorda com a liberacao total do documento [ X ] SIM [ ]NAO'

Independente da concordancia com a disponibilizagao eletrénica, € imprescindivel o
envio do(s) arquivo(s) em formato digital PDF da tese oudissertacao.

Ciente e de acordo:

badione, 1€ Redo ~
Asbjnatura dtn(a) orientador(a)? Data: Lb fQ'Ll e

' Neste caso o documento sera embargado por até um ano a partir da data de defesa. Apos esse periodo, a
possivel disponibilizagao ocorrera apenas mediante: a) consulta ao(a) autor(a) e ao(a) orientador(a); b) novo
Termo de Ciéncia e de Autorizagdo (TECA) assinado e inserido no arquivo da tese ou dissertacdo. O docu-
mento ndo sera disponibilizado durante o periodo deembargo.
Casos de embargo:

- Solicitagao de registro de patente;

- Submissao de artigo em revista cientifica;

- Publicagac como capitulo de livro;

- Publicagao da dissertacao/tese em livro.
% As assinaturas devem ser originais sendo assinadas no proprio documento. Imagens coladas nao seréo acei-

tas.

Versdo GRT_BC_fev_2020




GUILHERME ALGUSTO ALVES SILVA

CARACTERIZACAO DO ANTIGENO PROTEICO SsaA DE Staphylococcus
saprophyticus UTILIZANDO ESTRATEGIAS in silico E MODELO ex vivo DE
INFECCAO

Dissertacdo apresentada a coordenacao do Programa de
Pos-Graduagdo em Genética e Biologia Molecular da
Universidade Federal de Goids para avaliacdo de Defesa e
obtengdo do titulo de Mestre em genética e biologia
molecular.

Linha de Pesquisa: Gendmica funcional, estrutural e
protedmica

Orientadora: Professora Dr* Juliana Alves Parente Rocha

Goiania 2020



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor, através do
Programa de Geracao Automéatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

Silva, Guilherme Algusto Alves

CARACTERIZAGAO DO ANTIGENO PROTEICO SsaA DE
Staphylococcus saprophyticus UTILIZANDO ESTRATEGIAS in silico E
MODELO ex vivo DE INFECCAO [manuscrito] / Guilherme Algusto
Alves Silva. - 2020.

v, 39 f.:l.

Orientador: Profa. Juliana Alves Parente Rocha.

Dissertagao (Mestrado) - Universidade Federal de Goids, Instituto
de Ciéncias Biolégicas (ICB), Programa de Pés-Graduacdo em Genética
e Biologia Molecular, Goiania, 2020.

Bibliografia. Anexos.

Inclui siglas, abreviaturas, simbolos, lista de figuras.

1. Staphylococcus saprophyticus. 2. Proteina SsaA. 3. Proteinas
imunogénicas. I. Rocha, Juliana Alves Parente, orient. Il. Titulo.

CDU 577.2




SEI/UFG - 1193393 - Ata de Defesa de Dissertag@o https://sei.ufg.br/sei/documento_consulta_externa.php?id_acesso_extern...

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ATA DE DEFESA DEDISSERTAGCAO

Ata n° 79 da sessdo de Defesa de Dissertagdo de Guilherme Algusto Alves Silva, que confere o titulo de
Mestre(a) em Genética e Biologia Molecular, na area de concentragdo em Gendmica funcional, estrutural
e protedmica.

Ao/s dois dias do més de marco, a partir da(s) 14:00 horas, no(a) Auditéorio do Instituto de Ciéncias
Biologicas IV, realizou-se a sessdo publica de Defesa de Dissertacio intitulada “CARACTERIZACAO DO
ANTIGENO PROTEICO SsaA DE Staphylococcus saprophyticus UTILIZANDO ESTRATEGIAS in
silico E MODELO ex vivo DE INFECCAO”. Os trabalhos foram instalados pelo(a) Orientador(a),
Professor(a) Doutor(a) Juliana Alves Parente Rocha (ICB/UFG) com a participagdo dos demais membros
da Banca Examinadora: Doutor(a) Mariana Vieira Tomazett (ICB/UFG), membro titular externo;
Professor(a) Doutor(a) André Correa Amaral (IPTSP/UFG), membro titular interno. Durante a arguicao os
membros da banca ndo sugestdo de alteracdo do titulo do trabalho. A Banca Examinadora reuniu-se em
sessdo secreta a fim de concluir o julgamento da Dissertagao, tendo sido(a) o(a) candidato(a) aprovado pelos
seus membros. Proclamados os resultados pelo(a) Professor(a) Doutor(a) Juliana Alves Parente Rocha,
Presidente da Banca Examinadora, foram encerrados os trabalhos e, para constar, lavrou-se a presente ata que
¢ assinada pelos Membros da Banca Examinadora, ao(s) dois dias dias do més de marco de dois mil e
vinte.

TiTULO SUGERIDO PELA BANCA

—
ei' . Documento assinado eletronicamente por Juliana Alves Parente Rocha, Professora do Magistério
ﬁmma @ Superior, em 02/03/2020, as 16:28, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 69,
] eletrdnica § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

R— .
. "l Documento assinado eletronicamente por Mariana Vieira Tomazett, Usudario Externo, em
3e|- @ 02/03/2020, as 16:29, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do

assinatura

eletrénica Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

(

' —
. "' Documento assinado eletronicamente por André Corréa Amaral, Professor do Magistério Superior,
?e‘l- @ em 02/03/2020, as 16:34, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do
assinatura
] eletronica Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.




SEI/UFG - 1193393 - Ata de Defesa de Dissertag@o https://sei.ufg.br/sei/documento_consulta_externa.php?id_acesso_extern...

£ A autenticidade deste documento pode ser conferida no site_https://sei.ufg.br
m /sei/controlador externo.php?acao=documento conferir&id orgao acesso externo=0,informandoo
¥ codigo verificador 1193393 e o cédigo CRC B22FECEA4.

Referéncia: Processo n° 23070.005674/2020-24 SEIn® 1193393



BANCA EXAMINADORA
Membros titulares:
Dr? Juliana Alves Parente Rocha

Universidade Federal de Goias, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Laboratério de Biologia

Molecular
Dr? Mariana Vieira Tomazett

Universidade Federal de Goias, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Laboratorio de Biologia

Molecular
Dr. André Corréa Amaral

Universidade Federal de Goias, Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica

Membro suplente:
Dr? Vanessa Rafaela Milhomem Cruz Leite

Universidade Federal de Goias, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Laboratorio de Biologia

Molecular



SUMARIO

LISTA DE SIMBOLOS, SIGLAS E ABREVIACOES........orerererenenessnsesesssesessesens viii
LISTA DE FIGURAS......cvvertestsrenssessessesssssssssesssssssssssessessessasssessssessasssessssesssessessessessassasssens X
RESUMO.......coovuerrerrensnsensens .Xi
ABSTRACT ..acerrerncrnceressessesssssessessssessssssessessessssssessessessasssessessssassassssssessessasssessssassassasssesses xii
1.0 INTRODUGAOQ ..uuceeceerrerncrnessessssnsssessessessessssssessessessssssessssessassssssessessassasssessessassassaessens 13

1.1- Caracteristicas gerais do género Staphylococcus e da espécie Staphylococcus

SAPFOPIPLICUS covevererveresserossriossssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssnss 13
1.2- Relevancia clinica de Staphylococcus SAPrOPRAYLICUS .....eeeeeeenereenvosesssssossarsssnssesoanes 17
1.3- Proteinas imunogénicas/proteinas SeCretadas.......ccoeevveicssressersssrsssasossnssassssssssasssases 19
1.4- Antigeno Estafilococico Secretado A (SSAA) ...coueiecvvercssnrcssnicssnrcsserssssssssssssssssssses 20
1.5- ENZIMA AMIAASE .uuverervnricrsnicisnncssanicssanisssansssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 22
2.0 JUSTIFICATIV A .uucoiiiinrinseisenssecssissesssnssssssssssssssissssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssss 23
3.0 OBJETIVOS cucuiiitineisinsuicsensesssisssssssssssssssssssssssssssssssssssstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 25
4.0 MATERIAIS E METODOS ......coueumneemnncnnrenssenssessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 26
4.1- Caracterizagio da proteina SsaA in silico .26

4.2- Avaliacao da relevancia da secrecio de Ssa4 durante a interacio com macréfagos

INUEIIIOS J 774 1.0 cveaeeeeererneeereeneceeresneeccrsssesscssssesscsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssanasse 26

4.3- ANALISE CSTALISTICA....ueeeereereereeesereeseerasssssssssssssesssssssssssssssessasssssssssssssssassssssssssssssssnssssssss 28

4.4- Autoinducio da proteina SsaA através de expressao heterologa em Escherichia

coli e purificacio de SSaAA reCOMDINANTE ......ccoveieiruricisnrissrencsssnnessnressnscssanssssssssssssssssassss 28
4.5- Solubilizacio e purificacdo da proteina SSAA ........ccovveeeevrercssercssnresserssssnssssssssssnsess 29
5. RESULTADOS ...cuuiiiitiiinsninsnissenssncssissssssessssssssssssssissasssesssssssssssssssssssssassssssssssassssssassssssss 31
5.1- Analises in Silico da Proteina SSAA ......eeeeereenseensennsensnncssenssnesssesssnssssessssecsassssscens 31
5.2- Ensaio de fagoCitose....ucuneenrerrsensenssrensnnnssensnnsssecsnsssaesssnesssessssssssssssasssssessssssasssssesss 34
5.3- Autoinducio, solubilizacio e purificacio da proteina SsaA4 .35

6.0 DISCUSSAQD ...eeeeeeereeeneessensesenssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 38



7.0 CONCLUSAO. ...ooeeeeeerrenerevenenens

8.0 PERSPECTIVAS

9.0 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

10. ANEXO0S..eeeereereeeeereeceerensesenee

10.1- Apresentacio em Congresso

10.2- Producao cientifica

10.3- Atividade de extensao

49

49

.50

51



viii

LISTA DE SIMBOLOS, SIGLAS E ABREVIACOES
ul - Microlitro

nug/mL — Micrograma por Mililitro
Aas — do inglés, Autolosin / adhesin protein (proteina autolisina/adesina)
ATCC — do inglés, American Type Culture Collection (cole¢ao de cultura americana)

AtIE — do inglés, Staphylococcus epidermidis autolysin (autolisina de Staphylococcus
epidermidis)

BHI — do inglés, Brain Heart Infusion (infusdo de cérebro e coragao)

CHAP - do inglés, Cysteine, Histidine-dependent Amidohydrolases/Peptidases (cisteina,
amido-hidrolases / peptidases dependentes de histidina)

D.O — Densidade Optica

DMEM - do inglés, Dulbeccco’s Modified Eagle’s Medium

EcoRI — Enzima de restrigao isolada de Escherichia coli

g — Gramas

GST - Glutationa-S-Transferase

IgG — Imunoglobulinas G

IsaA — do inglés, Immunodominant Staphylococcal Antigen A (antigeno imunodominante A)
ITU — Infecg¢do do Trato Urinario

kDa — Kilodalton

LB — Luria Bertani

LytH — Provavel amidase da parede celular de Staphylococcus aureus
m/v — Massa/Volume

mL — Mililitros

MLSB — do inglés, Macrolides antibiotics, lincosamides and streptogramin B (antibioticos
macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B)

mM — Milimolar

MSCRAMMS — do inglés, Components of the microbial surface that recognize adhesive
matrix molecules (componentes da superficie microbiana que reconhecem moléculas da
matriz adesiva)

MurNAc-LAAs — N-acetilmuramoil-L-alanina amidase
°C — Grau Celsius

PBS — do inglés, Phosphate-buffered saline (solugdo salina tamponada com fosfato)



PDB - do inglés, Protein Data Bank (Banco de Dados de Proteinas)
pH — Potencial Hidrogenionico
rpm — Rotagdes por minuto

SceB — do inglés, Signaled peptide-dependent transported protein (proteina transportada
dependente de peptideo sinalizada)

SCN - Estafilococos Coagulase Negativa
SCP - Estafilococos Coagulase Positiva

Sdrl — do inglés, Serina-Aspartate Repeat Protein (proteina de repeti¢ao de repeti¢do de
serina-aspartato)

SDS-PAGE - do inglés, Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis
(Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfatodesodio)

SsaA - do inglés, Staphylococcal secreted antigen A (antigeno estafilococico secretado A)

Ssp — do inglés, Staphylococcus saprophyticus surface-associated protein (Proteina associada
a superficie de S. saprophyticus)

TCS — do inglés, Two-component regulatory transcription systems (sistemas reguladores de
transcri¢do de dois componentes)

TGU — Trato Geniturindrio

U/mL — Unidade por mililitro

UafA — do inglés, Uroaderence factor A (fator de uroaderéncia A)
UafB — do inglés, Uroaderence factor B (fator de uroaderéncia B)
UFC — Unidades Formadoras de Colonia

v/v — Volume/Volume

Xhol — Enzima de restri¢ao isolada de Xanthomonas holcicola

YycG/YycF — do inglés, Two-component regulatory system composed of histidine kinase
(YycG) and a transcriptional regulator (YycF) (sistema regulatorio de dois componentes
composto por uma histidina quinase (YycG) e um regulador transcricional (YycF))



LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Microscopia Eletronica de Varredura (MVE) de Staphylococcus saprophyticus -

Science Photo Library (https://www.sciencephoto.com/media/12902/) 13

Figura 2. Resultado da predi¢ao do peptideo sinal da proteina Ssa4 usando o servidor SignalP
-5.0. No eixo horizontal estd representado os aminoacidos constituintes da proteina e no eixo
vertical a estimativa da probabilidade de ocorréncia do peptideo sinal. SP: peptideo sinal
Sec/SPI; TAT: peptideo sinal da proteina TAT; LIPO: peptideo sinal da lipoproteina Sec/SPII-

--- e e 31

Figura 3. Modelo gerado pelo servidor [-TASSER para a proteina Ssad de S. saprophyticus.
Valor de C-score = -1.14. --- 32

Figura 4. Modelo predito para a proteina SsaA através do programa PyMOL versao 1.3. Na
figura A em vermelho foi destacado a regido correspondente ao dominio CHAP da proteina
SsaA. Na figura B os epitopos preditos na sequéncia da proteina Ssa4 foram destacados em

azul — 33

Figura 5. Avaliacdo do indice de fagocitose apos o tratamento com anticorpo SsaA. 1 - S.
saprophyticus, 2 - Células de S. saprophyticus tratadas com soro pré-imune e 3 — Células de S.
saprophyticus na presenga de anti-Ssa4.* = p <0,05. O experimento de fagocitose foi realizado

em ftriplicata. - —- 35

Figura 6. Gel unidimensional de poliacrilamida mostrando a indugdo e a solubilizagdo da
proteina SsaA.1 - Ponto zero, sem inducao; 2 — autoinduc¢do da proteina SsaA e 3 — Sobrenadante
da solubilizagdo; A seta indica a posi¢ao da banda correspondente a proteina Ssa4 (tamanho de

aproximadamente 51kDa). 36

Figura 7. SDS-PAGE mostrando a solubiliza¢do da proteina Ssa4 e a ligacdo da proteina a
resina de sefarose.1 — Solubilizagao do sobrenadante da inducao de Ssa4; 2 — Resina de sefarose

contendo a proteina SsaA. A seta indica a posi¢ao da banda correspondente a proteina Ssa4.-37



Xi

RESUMO
Staphylococcus saprophyticus € uma bactéria Gram-positiva e se destaca como o segundo

patoégeno responsavel por casos diagnosticados de infec¢do do trato urinario (ITU), afetando
principalmente mulheres jovens. Alguns fatores podem explicar a capacidade do S.
saprophyticus de colonizar regides periuretrais, urinarias e genitais, como a capacidade de se
ligar ao tecido epitelial do trato geniturinario e a alta atividade da enzima urease. No entanto,
poucos mecanismos que esta bactéria utiliza para infectar e colonizar eficientemente o
hospedeiro sao totalmente elucidados. Em espécies do género Staphylococcus, a maioria dos
fatores de viruléncia conhecidos tratam-se de proteinas ou de superficie do patogeno. Nosso
grupo de pesquisa identificou proteinas secretadas de isolados de S. saprophyticus que
demonstraram uma forte capacidade de estimular a resposta imune em camundongos e uma das
principais proteinas imunogénicas identificadas foi o Antigeno Estafilococico Secretado A
(SsaA), ainda ndo caracterizado nesta espécie. Em outras espécies do género Staphylococcus, a
proteina SsaA parece estar relacionada a fatores de viruléncia regulados pelos mesmos sistemas,
porém seu papel especifico durante a infeccdo ainda ndo foi totalmente elucidado. Neste
sentido, propomos a caracterizagdo da proteina SsaA em S. saprophyticus. Analises de
bioinformatica usando o banco de dados revelaram que a proteina Ssad possui um dominio
CHAP com uma fun¢do amidase prevista. A estrutura 3D da proteina SsaA foi prevista através
da modelagem de proteinas usando servidor online seguindo os protocolos de validacao, foi
usado o servidor ABCpred para predizer epitopos na sequéncia da proteina Ssa4. A analise do
ensaio de fagocitose revelou que o bloqueio da proteina SsaA4 por soros contendo anticorpo anti-
SsaA reduz o nimero de células recuperadas indicando assim que Ssa4 pode ser importante
durante o processo infeccioso. Nosso trabalho contribuira para elucidar a funcao bioldgica da
proteina SsaA, uma proteina imunogénica que pode ser util como alvo de diagnostico e / ou

vacina neste modelo.

Palavras-chave: Staphylococcus saprophyticus; proteina SsaA4; proteinas imunogénicas
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ABSTRACT
Staphylococcus saprophyticus is a Gram-positive bacterium and stands out as the second

pathogen responsible for diagnosed cases of urinary tract infection (UTI), affecting mainly
young women. Some factors may explain the ability of S. saprophyticus to colonize
periurethral, urinary and genital regions, such as the ability to bind to the epithelial tissue of the
genitourinary tract and the high activity of the urease enzyme. However, few mechanisms that
this bacterium uses to efficiently infect and colonize the host are fully elucidated. In species of
the Staphylococcus genus, most of the known virulence factors are proteins or the pathogen's
surface. Our research group identified proteins secreted from S. saprophyticus isolates that
demonstrated a strong ability to stimulate the immune response in mice and one of the main
immunogenic proteins identified was the Staphylococcal Antigen Secreted A (SsaAd), not yet
characterized in this species. In other species of the Staphylococcus genus, the SsaA protein
seems to be related to virulence factors regulated by the same systems, but its specific role
during infection has not yet been fully elucidated. In this sense, we propose the characterization
of the SsaA protein in S. saprophyticus. Bioinformatics analyzes using the database revealed
that the SsaA protein has a CHAP domain with an expected amidase function. The 3D structure
of the Ssad protein was predicted through the modeling of proteins using an online server
following the validation protocols, the ABCpred server was used to predict epitopes in the Ssa4
protein. Analysis of the phagocytosis assay revealed that blocking the Ssa4 protein by sera
containing anti-Ssa4 antibody reduces the number of cells recovered thus indicating that Ssa4
may be important during the infectious process. Our work will contribute to elucidate the
biological function of the Ssad protein, an immunogenic protein that can be useful as a

diagnostic target and / or vaccine in this model.

Keywords: Staphylococcus saprophyticus; SsaA protein; immunogenic proteins
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1.0 INTRODUCAO

1.1- Caracteristicas gerais do género Staphylococcus e da espécie Staphylococcus
saprophyticus

O género Staphylococcus ¢ constituido por um grupo de bactérias Gram-positivas que
em algumas circunstincias podem se tornar patogénicas. As bactérias desse grupo sao
encontradas em habitats variados como, por exemplo, na microbiota humana e no meio
ambiente ( MURRAY et al., 2009; COTON et al., 2010; SOUSA et al., 2017). Os organismos
desse género possuem caracteristicas que as diferem das demais bactérias apresentando formato
esférico com tendéncia a se aglomerar, auséncia de mobilidade, sdo organismos anaerdbios
facultativos e podem ser identificadas por meio de suas caracteristicas externas como parede
celular - formada por 4acido teicoico e peptideoglicanos - e morfologia da colonia - apresentam
forma convexa e coloragdo amarelo-alaranjado ou branco-porcelana. Entretanto, para a
identificacdo definitiva recomenda-se o uso de dados moleculares que permitem a identificagao
por meio de comparagdo das sequéncias de RNA ribossomais 16S. As colonias formadas por
bactérias desse género demonstram capacidade de crescimento rapido e geralmente exibem
tamanho de aproximadamente 1,0 a 2,0 mm de didmetro (MURRAY et al., 2009; LAMERS et
al., 2012; ANVISA 2018). Na figura 1 ¢ possivel observar uma microscopia eletronica de

varredura evidenciando células de Staphylococus saprophyticus.

Figura 1. Microscopia Eletronica de Varredura (MVE) de Staphylococcus saprophyticus - Science
Photo Library (https://www.sciencephoto.com/media/12902/).
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Como citado anteriormente, os microrganismos pertencentes ao género Staphylococcus
tém capacidades de persistir em varios habitats, frequentemente fazem parte da microbiota
humana, colonizando a epiderme, vias respiratdrias, trato gastrointestinal e geniturinario.
Algumas espécies podem ser encontradas em alimentos como, por exemplo, derivados do leite
e carnes, também podem ser isoladas de ambientes marinhos, 4guas poluidas e locais
relacionados a recreagdo aquatica (SOUSA et al., 2017). A constatacdo de isolados de bactérias
desse género de diferentes fontes pode indicar que esses microrganismos apresentam uma
plasticidade das respostas ao meio em que estdo colonizando permitindo assim sua

sobrevivéncia (COTON et al., 2010; BASSO et al., 2014;).

O género Staphylococcus ¢ classificado em dois grupos com base na produgdo da
enzima coagulase (FAIRBROTHER, 1940). Essa enzima tem a funcdo de coagular o plasma,
classificando o grupo que produz a enzima coagulase como estafilococos coagulase positivos
(SCP) nesse grupo estd incluido a espécie Staphylococcus aureus, enquanto o grupo
estafilococos coagulase negativa (SCN) ndo apresenta a producdo dessa enzima e inclui
algumas espécies do género como por exemplo, S. saprophyticus, S. epidermidis e S.
haemolyticus. A classificacdo das bactérias desse género com base na atividade enzimatica da
coagulase ¢ uma alternativa que exige poucos custos para ser realizada, gerando resultados
rapidos e praticos para identificagdo de qual grupo cada espécie bacteriana pertence (MURRAY

et al., 2009; OTTO et al., 2009).

As bactérias desse género podem causar infecgdes graves quando nao tratadas de forma
eficiente e podem apresentar resisténcia a antibioticos que sdo normalmente utilizados para o
tratamento de outras infec¢des. Entre as bactérias desse grupo, destacam-se trés espécies que
estdo mais relacionadas aos quadros clinicos diagnosticados, sdo elas: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus saprophyticus (FARINA et al., 2013). Para
estabelecer as etapas iniciais da infec¢do e a posterior colonizagdo, essas bactérias apresentam
mecanismos que possibilitam sua permanéncia no hospedeiro. Tais mecanismos estdo
associados as suas habilidades de resistir e/ou evadir do sistema imunologico do organismo
hospedeiro (ABBY et al., 2016). As bactérias estafilococicas sdo capazes de evitar a fagocitose
pelo processo de opsonizagdo, sintetizar proteinas que desempenham fungdes em ambiente
extracelular, produzir proteinas de superficie e, em alguns casos, proteinas que estimulam uma
resposta intensa do sistema imunoldgico do hospedeiro (FAIRBROTHER, 1940; MURRAY et
al., 2009).
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No género Staphylococcus, a inica espécie descrita como uropatogénica, até o presente
momento, ¢ S. saprophyticus. Alguns fatores podem explicar essa habilidade de colonizar
regides periuretral, vias urinarias e genitais como, por exemplo a sua capacidade de aderéncia
ao tecido epitelial do trato geniturindrio e pela alta atividade da enzima urease (GATERMANN
& MARRE, 1989). Essa enzima tem a fun¢do de converter a ureia em amoénia e dioxido de
carbono estimulando a alcalinizacdo do meio onde esse patdogeno estd presente. Considera-se
que essa alteragao de pH facilite a sobrevivéncia bacteriana em ambientes especificos no
hospedeiro (GATERMANN & MARRE, 1989). Além da urease, ha também proteinas de
superficie que foram identificadas e caracterizadas que auxiliam no processo de colonizagdo e
permanéncia no hospedeiro como, por exemplo, a proteina de repeti¢ao de serina-aspartato de
ligacdo ao colageno (Sdrl), fator de uroaderéncia (UafA), autolisina de ligagdo a fibronectina
(4as) e uma lipase (Ssp) associada a superficie (KURODA et al., 2005; SAKINC et al., 2006;
SZABADOS et al., 2013).

A lipase associada a superficie de S. saprophyticus (Ssp) € uma adesina abundante de
superficie. Sakinc e colaboradores, em 2006, caracterizaram Ssp como uma proteina que
apresenta atividade de lipase. Enquanto a autolisina de S. saprophyticus (Aas) € uma proteina
que demonstra varias fun¢des como, ligacdo a fibronectina e pode atuar como uma autolisina,
promovendo remodelamento de parede celular durante crescimento bacteriano (KURODA et
al., 2005; SAKINC et al., 2006). Outra adesina caracterizada nessa espécie € a proteina de uro-
aderéncia A (UafA) que favorece a proliferagdo do tecido epitelial do trato urinario. Essa
proteina € descrita por ser ancorada a parede celular e possuir uma regido denominada de A,
dai a nomenclatura dessa proteina. Existe ainda outro fator de uro-aderéncia conhecido como
UafB, que apresenta uma alta afinidade por fibrinogénio e fibronectina (KURODA et al., 2005;
KING et al., 2011).

As proteinas de superficie presentes em S. saprophyticus sdo consideradas como
possiveis fatores de viruléncia, uma vez que sdo cruciais para a colonizagao, elas apresentam a
capacidade de se aderir a proteinas da matriz extracelular ou de forma direta as células do trato
urinario (SAKINC et al., 2006). Considerando-se que a fixagao de fato desempenha importante
papel durante a colonizagdo e estabelecimento dessas bactérias patogénicas, proteinas de

aderéncia sdo fortes candidatas a importantes fatores de viruléncia (KLEINE et al., 2015) .

Em 2010 um estudo sobre a variagao genotipica e fenotipica de S. saprophyticus
provenientes de humanos e animais, realizado por Kleine e colaboradores, foi demonstrado que

apesar das cepas de S. saprophyticus de origem animal possuirem fatores para a colonizacdo do
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trato urindrio, como a D-serina-deaminase, os resultados indicaram que para esse
microrganismo consiga de fato obter sucesso na colonizagdo dos hospedeiros eles precisam
adquirir novos genes como, por exemplo, MSCRAMMS (componentes da superficie
microbiana que reconhecem moléculas da matriz adesiva) para desenvolverem uma capacidade
mais refinada de aderéncia como Sdrl e para regular suas propriedades intrinsecas como o

aumento da atividade da lipase (KLEINE et al., 2010).

A espécie S. saprophyticus tem uma capacidade de persistir as adversidades do meio
ambiente apresentando uma grande plasticidade que lhe permite propagar por diferentes
habitats. Como relatado em outras espécies bacterianas, S. saprophyticus pode transferir
resisténcias através de elementos génicos que transportam genes de resisténcia. Em 2017 Sousa
e colaboradores constataram a presenga de genes de resisténcia a eritromicina C, msrA, msrB,
mphC e linA em 93% das cepas analisadas. Eles analisaram cepas isoladas de varias fontes
como, por exemplo, alimentos, microbiota de gravidas sem infec¢do de TGU e amostras de
dguas recuperadas de praias. Estes resultados sugerem alta capacidade de adaptacdo e
persisténcia sob varias condi¢des abidticas, o que pode facilitar a transferéncia de genes e

plasmideos para outras espécies (SOUSA et al., 2017).

A capacidade de formagdo de biofilmes também foi observada em S. saprophyticus,
assim como em S. epidermidis. Algumas proteinas denominadas autolisinas como Aas presentes
em S. saprophyticus e AtlE em S. epidermidis sao essenciais durante a formagao de biofilme
devido a suas propriedades de remodelar peptideoglicanos (KNOBLOCH et al., 2001;
BECKER et al., 2014). No género Staphylococcus a produgao de biofilmes ¢ comum entre as
espécies identificadas, a sintese de biofilme pode influenciar a ag¢do dos mecanismos
imunologicos do hospedeiro como, por exemplo, dificultando a fagocitose por opsonizagao,
impedindo a a¢do de proteinas do sistema imune e favorecer a adesdo e infec¢do de células

epiteliais (KO et al., 2013).

A relacdo entre patdgeno e hospedeiro de fato ¢ complexa, principalmente considerando
o género Staphylococcus. Algumas espécies desse género, principalmente as classificadas como
coagulase negativas, podem ser comensais da microbiota humana ou em determinadas
circunstancias - quando ha alteracdo do ténue equilibrio da microbiota - elas podem se tornar
patogénicas, ¢ em alguns casos ocasionando danos severos ao hospedeiro. As bactérias
pertencentes desse género apresentam varios mecanismos adaptativos para obterem sucesso na
sua colonizagdo e disseminacdo (MURRAY et al., 2009; COTON et al., 2010; SOUZA et al.,
2017).
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1.2- Relevancia clinica de Staphylococcus saprophyticus

As bactérias da espécie S. saprophyticus sdo consideradas a segunda maior causa de
infeccao do trato geniturinario em mulheres jovens, perdendo apenas para Escherichia coli que
pode acometer pessoas saudaveis e fora do ambiente hospitalar (BECKER et al., 2014).
Staphylococcus saprophyticus esta incluido no grupo Estafilococos Coagulase negativa (SCN)
e, como citado anteriormente, destaca-se como o segundo patdogeno responsavel pelos casos
diagnosticados de infec¢do do trato urinario (ITU) em pacientes de faixa etaria jovem,
acometendo principalmente mulheres (RUPP et al., 1992; RAZ et al., 2005). A infecgao causada
por S. saprophyticus apresenta sintomas similares aos sintomas causados por E. coli e na
maioria dos casos € necessario o exame de cultura para a confirmagao. Cada vez mais torna-se
evidente estudos acerca de S. saprophyticus considerando que seja um dos principais patdgenos
humanos relacionados a infec¢do do trato urinério, estima-se que ¢ o agente causador de até
40% das infec¢des urindrias em pacientes do género feminino (HOOTON & STAMM, 1997;
FERREIRA et al., 2012).

Os hospedeiros humanos podem adquirir esse microrganismo pelo contato direto com
animais contaminados ou ainda com a ingestdo de alimentos de origem animal
inadequadamente cozidos. Mulheres jovens (13 a 40 anos) sdo mais suscetiveis a colonizagao
geniturinaria por S. saprophyticus do que as mulheres pertencentes as outras faixas etarias,
acima dos 40 anos (GUIDONI, 2001). Algumas mulheres podem desenvolver ITU associadas
a variagdes hormonais que ocorrem no inicio ou ao longo do periodo menstrual. A relagdo
sexual pode propiciar a colonizagdo e infeccao dessa bactéria. Mudangas na microbiota genital

por candida ou espermicidas, facilitam a colonizagdo por S. saprophyticus (RAZ et al., 2005).

A infecgdo do trato urindrio causada por bactérias ¢ um distlirbio considerado comum,
que pode ocorrer em praticamente todas as idades. Durante a adolescéncia e a fase adulta
pessoas do sexo feminino estdo mais propensas a desenvolver ITU, sdo mais susceptiveis em
uma propor¢ao de aproximadamente 10 a 20 vezes mais do que em pessoas do sexo masculino.
Constata-se que em determinados periodos da vida da paciente pode ser mais comum o
desenvolvimento da infec¢ao do trato urinario como, por exemplo, gestacao, atividade sexual e
o periodo de menopausa, aproximadamente 48% das mulheres apresentam pelo menos um caso

de infec¢do do trato urinario ao longo da vida (FOXMAN, 2002).

A maior incidéncia de ITU em mulheres, principalmente na faixa etaria jovem, pode ser

explicada pelas mudancas hormonais que ocorrem naturalmente na fase reprodutiva (RAZ et
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al., 2005). Além disso, ha outros fatores determinantes para a susceptibilidade da mulher a
infeccdo do trato urindrio como, por exemplo, o tamanho reduzido da uretra e a maior
proximidade do anus com o vestibulo vaginal e uretra. J& no homem, o maior comprimento da
uretra € o fator antimicrobiano prostaticos sao aspectos que podem esclarecer a menor

incidéncia de ITU no sexo masculino (HEILBERG & SCHOR, 2003).

As bactérias da espécie S. saprophyticus sao consideradas como importantes patégenos
relacionados aos casos de ITU nao complicada, ou seja, quando causam infec¢ao do trato
urinario em pacientes que ndo apresentam danos na estrutura ou comprometimento da func¢ao
dos tecidos e orgdos do trato urinario (GLIMAKER et al., 1988). S. saprophyticus tem
resisténcia cromossomal ao antibiodtico novobiocina por apresentar diferenca nucleotidica no
gene que codifica DNA girase (alvo deste antibiotico). A resisténcia a novobiocina ¢ utilizada
para diferenciar S. saprophyticus de outras espécies coagulase negativas (BECKER et al.,
2014). E quando ndo ha o tratamento correto da infec¢do por S. saprophyticus, a infecgdo passa
para os estdgios mais graves e observa-se o desenvolvimento de septicemia, nefrolitiase,

pielonefrite e endocardite ( SINGH & RAAD, 1990; HEDMAN & RINGERTZ, 1991).

Os sintomas provocados pela infec¢ao por S. saprophyticus sdo similares aos sintomas
de outras bactérias que causam ITU, porém em alguns pacientes acometidos por S.
saprophyticus pode ser observado com maior frequéncia hematiria e piuria. Além desses
sintomas, 0s pacientes acometidos por essa bactéria também podem apresentar dores nas costas,
disuria e frequéncia urindria aumentada. S. saprophyticus € responsavel por 13% das infeccdes
do trato urinério superior dos casos diagnosticados, uma incidéncia considerada muito maior
do que a relatada para outras bactérias relacionadas a infec¢ao do trato urinario (JELLHEDEN

et al., 1996).

O tratamento de pacientes acometidos pela infec¢do causada por S. saprophyticus pode
ser feito com antibidticos comumente usados para o combate de infecgdes do trato urinario
causadas por outras bactérias (ORDEN-MARTINEZ & MARTINEZ-RUIZ, 2008), exceto o
uso de 4cido nalidixico (substancia ativa que ¢ indicada para o tratamento de infecgdes urinarias
e intestinais causadas por bactérias Gram-negativas) e o do uso do antibidtico fosfomicina, pois
S. saprophyticus possui resisténcia a esse antibiotico (WALLMARK et al., 1978;
KAHLMETER, 2003).
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1.3- Proteinas imunogénicas/proteinas secretadas

Para que ocorra a infec¢ao os microrganismos patogénicos possuem algumas estratégias
para evadir-se do sistema imunoldgico ou resistir a resposta imune do hospedeiro. As bactérias
secretam um conjunto de proteinas que sdo essenciais para a permanéncia do patdégeno no
hospedeiro. Tais proteinas podem auxiliar na prote¢ao contra estresse oxidativo e ainda podem
causar uma resposta acentuada do sistema imunoldgico do hospedeiro estimulando células
fagociticas durante o processo infeccioso (LEE & SCHNEEWIND, 2001). Esta estimulagao
pode aumentar a taxa de fagocitose e o patdgeno pode persistir dentro de células do hospedeiro
como forma de evadir-se de moléculas toxicas secretadas por células de defesa. Este fato

demonstra a complexidade da relagdo entre patégeno-hospedeiro (ABBY et al., 2016).

As proteinas secretadas representam um fator importante para a infec¢ao causada por
bactérias. Como uma forma de evidenciar ainda mais a importancia de tais proteinas podemos
citar como exemplo a espécie mais estudada do género, S. aureus. Em S. aureus a maioria dos
fatores de viruléncia estudados e caracterizados sdo proteinas secretadas que podem tanto ser
adesinas, quanto enzimas exportadas para o meio extracelular que facilitam a permanéncia do
patdgeno, auxiliando na capacidade dessas bactérias de evadir do sistema imunoldgico do
hospedeiro (KUSCH & ENGELMANN, 2014). Ainda em estudos de S. aureus, foram
observados a producao de superantigenos secretados que causam graves sintomas da Sindrome

do Choque Toxico, conhecida também como TSS (SCHLIEVERT et al., 2014).

Como constatado, a maioria dos fatores de viruléncia estudados nas bactérias desse
género sdo proteinas secretadas durante o processo de infec¢do. Estas proteinas podem estar
associadas diretamente a outras estratégias que facilitam a dissemina¢do e permanéncia no
hospedeiro, tais como: producgdo de proteinas de aderéncia, formacao de capsula polissacaridica
e formagdo de biofilmes. Essas caracteristicas sdo essenciais para a ligagao da célula patogénica
ao tecido do hospedeiro e protecdo contra o reconhecimento do sistema imune ou protegao
contra substancias antimicrobiana como no caso da formac¢ao de biofilmes - células patogénicas
no interior da estrutura do biofilme estdo protegidas do contato de antibiéticos (FARINA et al.,

2013).

Estudos a respeito dos mecanismos de adaptacdo as condi¢cdes do hospedeiro por
microrganismos do género Staphylococcus estdo concentrados nas espécies S. aureus e S.
epidermidis. No entanto, ainda sdo poucos os estudos que elucidam os mecanismos de

adaptacao de S. saprophyticus assim como provaveis fatores de viruléncias e proteinas
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antigénicas. Estas ultimas sdo capazes de deflagrar o sistema imunoldégico do hospedeiro e
podem ser relevantes para a compreensao das estratégias utilizadas pelo patdogeno na interacao

patogeno-hospedeiro (KLEINE et al., 2010).

1.4- Antigeno Estafilococico Secretado A (SsaAd)

A proteina Ssad, por estar presente na maioria das espécies do género Staphylococcus,
foi foco de alguns estudos com mutantes que tinham como objetivo tentar compreender quais
0s possiveis mecanismos de sua regulagdo. Os resultados de tais estudos sugeriram que a
proteina Ssa4 pode ser regulada por sistemas, ja descritos como o YycG/YycF, que também
regulam determinados fatores de viruléncia em outras espécies do género como, por exemplo,

S. aureus (DUBRAC & MSADEK, 2004; STAPLETON et al., 2007).

Em geral a expressdo de genes que codificam para proteinas que sdo consideradas
fatores de viruléncia sdo controlados por sistema de transducao de sinal regulador de resposta
a histidina quinase de dois componentes, conhecido também como TCSs. Esse sistema de
bicomponente ¢ conservado e essencial para a sobrevivéncia das células bacterianas. Por sua
relevancia na viabilidade celular esse sistema foi alvo para uma classe de compostos
antimicrobianos como, por exemplo, a vancomicina (BARRETT & HOCH, 1998;
STEPHENSON & HOCH, 2002). O sistema de dois componentes YycG/YycF citado
anteriormente € especifico para bactérias Gram-positivas e em um estudo de mutacao do
sistema na espécie S. aureus mostrou ser essencial para sobrevida bacteriana em situagdes de
variacdo de temperatura. Ainda em S. aureus, foi sugerido que o sistema YycG/YycF tem
funcdo relacionada a permeabilidade da membrana (MARTIN et al., 1999). Foi demostrado que
ha uma relagcdo entre o sistema YycG/YycF e a resisténcia a macrolideos, lincosamidas e

estreptogramina B, além da sintese do antigeno secretado Ssa4 (MARTIN et al., 2002).

O sistema YycG/YycF ainda regula genes que codificam proteinas relacionadas ao
metabolismo da parede celular, sistemas de transporte ligados a membrana, patogenicidade e
duas principais proteinas antigénicas SsaA e IsaA. A relagdo do antigeno estafilocdcico
secretado A com o sistema YycG/YycF se da através da regulagdo pela proteina codificada por
yycF que se liga a uma regido promotora do gene ssad (DUBRAC & MSADEK, 2004). Em
2002 Martin e colaboradores demonstraram que a hipersensibilidade aos antibioticos MLSB de
um mutante yycF sensivel a temperatura poderia ser suprimida pela superexpressao de ssad,

em seguida sugeriram que a expressdo desse gene poderia ser regulada pelo sistema YycF do
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TCS YycG/YycF. Em 2004 Dubrac e Msadek conseguiram demonstrar de forma eficiente que
de fato ha a ligagdo de YycF a regido promotora de ssaA, confirmando dessa maneira a hipotese
sugerida por Martin em 2002 e finalmente sugeriram que aparentemente a transcri¢ao de ssaA

¢ regulada diretamente por YycF.

Lang e colaboradores, em 2000, realizaram a identificagdo de proteinas durante o
processo de infeccdo causado por S. epidermidis, no estudo em questdo, eles identificaram
proteinas antigénicas estafilocdcicas secretadas durante um quadro grave causado pela infec¢ao
por S. epidermidis, a endocardite. Eles detectaram niveis mais elevados de anticorpos IgG anti-
SsaA em soro de paciente acometido por endocardite causada por S. epidermidis, entretanto
ndo foram observados niveis significativos desses anticorpos em outros tipos de infec¢ao
causada por S. epidermidis, o que poderia indicar que Ssa4 foi fortemente expressa apenas neste
tipo de infecgdo por S. epidermidis. Nesse estudo os autores identificaram pela primeira vez a

presenga da proteina SsaA, que até entdo ndo tinha sido descrita para a espécie S. epidermidis.

Ainda referente ao estudo citado anteriormente, Lang e colaboradores também
verificaram que a recente proteina Ssad identificada em S. epidermidis possuia uma forte
homologia com duas outras proteinas de S. aureus: SceB e um proteina de biossintese de
estafiloxantina. Estudos demonstraram a importancia da estafiloxantina em S. aureus que ¢ um
pigmento carotenoide que confere a cor amarelada das colonias bacterianas, quando a sintese
de estafiloxantina ¢ inibida observa-se que a viruléncia do patdogeno ¢ atenuada, enquanto
bactérias que sdao transformadas para a superexpressdao de estafiloxantina aumentam
significativamente a sua patogenicidade. Isto sugere fortemente que esse carotendide ¢
necessario para viruléncia da espécie (HOLT et al., 2011). A estafiloxantina ¢ encontrada na
membrana celular da bactéria e desempenha funcdo relacionada a protecao contra danos

provocados por radicais livres de oxigénio (CLAUDITZ et al., 2006).

Oliveira e colaboradores em 2014, identificaram proteinas secretadas e de superficie de
isolados de S. saprophyticus que demonstraram capacidade de estimular a resposta imune em
camundongos. Dentro do conjunto de proteinas identificadas por esse estudo pioneiro em
imunoprotedmica de S. saprophyticus, destacaram-se trés proteinas: antigeno imunodominate
A (IsaA), uma enolase imunogénica e o antigeno estafilococico secretado A (Ssa4), que foi pela
primeira vez identificado em isolados de S. saprophyticus neste estudo que analisou a
protedmica ¢ imunoprotedmica das proteinas secretadas por esta bactéria patogénica. Em
estudos anteriores as proteinas, citadas anteriormente, foram identificadas nas outras espécies

do género Staphylococcus, principalmente em S. aureus € S. epidermidis e sao consideradas
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como provaveis fatores de viruléncia, a proteina Ssa4 ¢ conservada no género (LANG et al.,

2000; LORENZ et al., 2011).

A andlise dos perfis de proteinas através de exoproteoma de diferentes linhagens de S.
saprophyticus, demonstrou que ha variabilidade do repertorio de proteinas secretadas, apesar
da proteina Ssad ser considerada classica - ou seja, altamente conservada no género
Staphylococcus - essa analise apresentou um resultado inusitado. Foi constatado que a cepa que
nao apresentava a sintese de capsula, um fator considerado importante durante a infec¢ao, nao
apresentou também a secre¢ao da proteina Ssa4, indicando dessa maneira a versatilidade dos

perfis proteicos das diferentes linhagens de S. saprophyticus (Oliveira et al., 2018).

Nesse mesmo estudo de comparagao dos perfis dos exoproteomas de trés cepas distintas
de S. saprophyticus Oliveira e colaboradores em 2018 avaliaram a porcentagem de proteinas
estafilococicas classificadas como antig€nicas. Observaram que essas proteinas foram
detectadas em maiores quantidades em uma cepa que apresenta capsula espessa (denominada
9325) do que em comparagdo com as outras cepas estudadas (cepa referéncia ATCC 15305 que
contém capsula de tamanho padrdo da espécie e uma cepa acapsular, denominada 7108). Em
especial, foram detectados dois antigenos secretados putativos (Q49ZL8 ¢ Q49ZM2) e o
antigeno secretado Ssa4 (Q49VK?7), todos mais expressos na cepa 9325.

Mesmo com os dados disponiveis na literatura ainda ndo se sabe, até o presente
momento, qual a fungdo determinante da proteina em questao (SsaA): se ela possa fazer parte
de um mecanismo que facilite a infeccdo e permanéncia de S. saprophyticus no hospedeiro ou
se esta relacionada ao reconhecimento pelo sistema imunoldgico do hospedeiro para promover

fagocitose e possivel evasdao do patdgeno.

1.5- Enzima Amidase
Como observado em um levantamento realizado na literatura, a principio as enzimas

amidases tipicamente hidrolisam o peptidoglicano reticulado entre as células filhas para que
possam se separar no processo natural de divisdo celular e a autdlise, além disso, elas podem

exercer a funcao de renovar o peptidoglicano durante o crescimento (VOLLMER et al., 2008).

As enzimas caracterizadas na literatura denominadas como peptidoglicanas amidases ou
simplesmente como amidases sdo encontradas em bactérias e bacteriéfagos. Na maioria dos

casos como, por exemplo as MurNAc-LAAs que sdo amidases pertecentes ao sistema autolitico
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bacteriano possuem peptideo sinal na por¢do N terminal que possibilita o seu transporte através

da membrana celular para o ambiente exterior (LOPEZ et al., 1981; YOUNG, 1992).

Um outro exemplo de amidase que podemos citar ¢ a LytH que aparentemente esta
relacionada ao crescimento celular. Na sua auséncia, a sintese de peptidoglicano se torna
especialmente desregulada, o que faz com que as células cresgam tanto que a divisdo celular
apresenta defeitos que compromentem o ciclo celular diminuindo a populacao bacteriana.
Nesse mesmo estudo eles proseguiram com o0s experimentos para tenar verificar a ativadade
enzimatica dessa amidase in vitro, eles tinham evidéncia da atividade da enzima LytH nas
células, entretanto eles ndo tiveram sucesso em reproduzir a atividade enzimatica in vitro.
Assim sendo, eles sugeriram que provavelmente a proteina LytH faz parte de um complexo
proteico maior e que as proteinas desse complexo poderiam auxiliar na atividade observada in
vivo ou que essa enzima precisa de uma proteina parceira para a sua ativagao, provavelmente o
uso da proteina LytH isolada e purificada ndo apresentaria a mesma fung¢do ou teria um efeito

menor se tivesse coexpressa ou copurificada (DO et al., 2020).

2.0 JUSTIFICATIVA
Por ser um patdégeno que € responsavel por grande parte dos casos diagnosticados de

infecc@o do trato urindrio em mulheres, ¢ inevitdvel que se desenvolvam estudos acerca dos
mecanismos que S. saprophyticus utiliza para conseguir, de forma eficiente, infectar e colonizar
os tecidos e 6rgdos do hospedeiro. E importante ressaltar que S. saprophyticus pode causar
infeccdes em pacientes saudaveis e fora do ambiente hospitalar (BECKER et al., 2014). A
maioria das informagdes disponiveis para o género Staphylococcus relacionados a fatores de
viruléncia e as respostas do hospedeiro concentram-se em S. aureus e S. epidermidis. Em alguns
casos a espécie S. saprophyticus também representa uma preocupacao de saude publica, quando
nao tratada de maneira eficiente pode evoluir para quadros clinicos mais graves e algumas cepas

j& demonstraram resisténcia a meticilina (HIGASHIDE et al., 2008; MALYSZKO et al., 2014).

Considerando a espécie S. saprophyticus, pouco se conhece sobre as estratégias que
essas bactérias utilizam durante o processo de infeccdo, assim como 0s seus mecanisSmos
secundarios de defesa contra o sistema imunoldgico do hospedeiro. Em 2014 nosso grupo de
pesquisa constatou, pela primeira fez, em um estudo pioneiro de imunoproteoma, a presenga da
proteina SsaA4 em cepas de S. saprophyticus que apresentou uma intensa capacidade de deflagrar

o sistema imunologico de camundongos (OLIVEIRA et al., 2014). Em outras espécies do
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género Staphylococcus a proteina SsaA foi considerada um provavel fator de viruléncia,
entretanto estudos posteriores para elucidar a funcdo determinante de tal proteina, sdo

necessarios (LANG et al., 2000; LORENZ et al., 2011).

Aqui, neste estudo, propomos a caracterizagdo da proteina Ssad em Staphylococcus
saprophyticus com o intuito de obtermos maiores informagdes sobre a relacdo entre a proteina
em questao e o processo de infec¢ao por S. saprophyticus e abrir novas perspectivas que podem

contribuir para a compreensao dos mecanismos utilizados por esse patdgeno.
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3.0 OBJETIVOS
O estudo proposto tem como objetivo principal caracterizar a proteina Ssad em

Staphylococcus saprophyticus, utilizando estratégias in silico, € modelo ex vivo de infecgao.

Como objetivos especificos:

I- Caracterizar a proteina Ssa4 usando estratégias in silico

II- Verificar a importancia da proteina Ssa4 durante o processo de infeccdo com
macréfagos J774 por meio do bloqueio da proteina com anticorpos policlonais
anti-SsaA;

III-  Obter a proteina Ssa4 induzida e purificada;
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4.0 MATERIAIS E METODOS
4.1- Caracterizacao in silico da proteina SsaA

Para as etapas iniciais da caracterizagdo da proteina Ssad foi utilizado algumas
ferramentas de bioinformatica para predizer sua conformacgao tridimensional, sitios enzimaticos
e regides de interagdo de proteina/proteina. A sequéncia da proteina SsaAd que foi utilizada
durante as analises in silico foi obtida apés uma busca nas informagdes contidas no NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) nimero de acesso: BAE177 58.1. A sequéncia obtida da

proteina foi submetida nos servidores on-line e bancos de dados para analises posteriores. Foi

empregado o algoritmo SignalP versdo 5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) para a

predicdo de peptideo sinal na sequéncia da proteina Ssad. Para a predigdo da estrutura
tridimensional da proteina SsaA e as etapas iniciais de modelagem de proteina foi utilizado o

servidor I-TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) seguindo os

protocolos de validagdo previamente estabelecidos (ROY et al., 2010).

A andlise do dominio CHAP com funcdo de amidase predito na proteina Ssad foi

realizada através dos bancos de dados BioCyc (https://biocyc.org/) em conjunto com o UniProt

(https://www.uniprot.org/) ¢ o banco de dados Pfam versdo 32.0 (https://pfam.xfam.org/). A

predi¢cdo dos epitopos da sequéncia da proteina Ssad foi feita utilizando o servidor ABCpred

(http://crdd.osdd.net/raghava/abcpred/) usando os protocolos descritos recomendados por Saha

e Raghava em 2006. Posteriormente foi utilizado o programa PyMOL versdo 1.3 para visualizar
e analisar a estrutura tridimensional da proteina Ssa4 predita pelo I-TASSER, assim como na

producao de imagens de alta qualidade.

4.2- Avaliagao da relevancia da secrecio de Ssa4 durante a interacdo com macréfagos
murinos J774 1.6

Para analisar a importancia da proteina Ssa4 durante a interacao com células fagociticas,
foi realizado um ensaio de fagocitose na presenga e auséncia de anticorpos anti-SsaA. As células
de macréfagos murinos eternizados linhagem J774 1.6 (Banco Celular do Rio de Janeiro —
BCRJ/UFRIJ, ntimero de acesso 0273) foram cultivadas meio DMEM (SIGMA — Aldrich,
Missouri, EUA) contendo soro fetal bovino (SIGMA — Aldrich, Missouri, EUA) até atingirem
a confluéncia completa em incubadora de CO2 5% a 37°C. As células fagociticas foram
contadas em camara de Neubauer e ajustadas para 10° células/mL. Posteriormente, foi

adicionado interferon gama - 10 U/mL — (SIGMA — Aldrich, Missouri, EUA) e as células foram


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
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https://biocyc.org/
https://www.uniprot.org/
https://pfam.xfam.org/
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incubadas em placa de polipropileno de 12 pogos (Corning Incorporated, Costar),ImL para
cada poco e incubadas durante 24 horas. Os experimentos foram realizados em triplicatas.

As células de S. saprophyticus foram pré-inoculadas durante 16 horas em meio BHI
(KASVI - Laboratorios Conda S.A) e posteriormente foram utilizadas para realizar um indculo
(1% do pré-inoculo) em meio BHI. Em seguida, o crescimento bacteriano foi monitorado até a
densidade optica em 620 nm atingir 0,2 (D.O20= 0,2) 0 que corresponde a aproximadamente
5 x 107 células de S. saprophyticus. Apos, as células foram transferidas para 3 tubos de 1,5 mL
(Axygen) e incubada nas condi¢des descritas a seguir: células de S. saprophyticus mais
anticorpo SsaA (1:100), células de S. saprophyticus mais soro pré-imune (1:100) e apenas com

células de S. saprophyticus.

As células de macrofagos foram incubadas com soro pré-imune durante 1 hora antes do
ensaio de fagocitose. As células de S. saprophyticus incubadas nas condig¢des descritas
anteriormente foram aplicadas na placa de fagocitose de polipropileno de 12 pocos (Corning
Incorporated) com os macroéfagos previamente tratados e ativados com interferon gama (102
U/ml) em uma concentragdo ajustada de 50:1 (50 células bacterianas para cada 1 célula de
fagocitica), e seguiu 2 horas de incubagao/interagdo entre as células de S. saprophyticus e de

macrofagos em incubadora de CO2 5% a 37°C.

Apo6s o ensaio de fagocitose, o sobrenadante presente nos pocos da placa de
polipropileno foi retirado de forma cuidadosa por pipetagem, em seguida cada pogo foi lavado
com 1 mL de PBS 1X estéril, permitindo dessa forma que apenas os macrofagos aderidos no
fundo do poco permanece presentes e posteriormente as células de macréfagos foram lisadas
com agua ultrapura (Milli-Q) durante 10 min. Apos essa incubacdo, o sobrenadante de cada
poco foi recolhido em tubos de 1,5 mL (Axygen) e centrifugados 2500 rpm durate 10 minutos
a 4°C. Posteriormente os sobrenadantes foram descartados e os pellets foram ressuspendidos
com PBS 1X no mesmo volume inicial, depois foram diluidas 1:100 e pipetado 10 pul em placas
de Petri contendo 20 mL de meio BHI (KASVI — Laboratorios Conda S.A) solido previamente
preparadas. As placas foram incubadas durante 16 horas em estufa a 37°C. O indice de

fagocitose foi avaliado pelo método de contagem de unidades formadoras de colonia (UFC).
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4.3- Analise estatistica
Foi realizado um teste t de Student para confirmar a relevancia da diferenga apresentada
das células patogénicas recuperadas apos o ensaio de fagocitose entre as condigdes controles e

a condicdo tratada com os anticorpos anti-SsaA4. Foi estabelecido um p-valor de 0.05.

4.4- Autoinducio da proteina SsaA através de expressao heterdloga em Escherichia coli
e purificacdo de SsaA recombinante

As etapas de clonagem em vetor de expressao heteréloga foram realizadas por nosso
grupo de pesquisa como detalhado por Isabella I. R. Rosa em sua Dissertagdo “Clonagem e
expressdo heterdloga do antigeno Ssad de Staphylococcus saprophyticus ¢ Avaliagdo da
secre¢ao durante interagdo com macrofagos” em 2016, foi usado o vetor de expressao comercial
pGEX-4T3 (GE Helthcare) e posteriormente seguiram com as etapas de ligacdo dos fragmentos
purificados da sequéncia codificadora da proteina Ssa4 ao vetor de expressdo linearizado em
fusdo a proteina Glutathione-S-Transferase (GST) através do sistema de clonagem Infusion HD

Cloning kit (Clonetech) de acordo com o protocolo do fabricante.

As células termocompetentes de E. coli da linhagem BL21 (DE3) pLysS foram
transformadas com os vetores de expressdo citados anteriormente pelo método de choque
térmico seguindo as recomendagdes que se encontram no protocolo de Sambrook e Russel de
2001. Apos a transformacao as células bacterianas foram mantidas durante 16 h em placas de

Petri contendo meio BHI s6lido, ampicilina e glicose a 20 mM (NEON, Suzano, Brasil).

Para a etapa da expressdo da proteina Ssad, foi utilizado o método de autoindugao
(baseado no método descrito por Studier em 2005 com algumas modificacdes) que consistiu
em duas etapas. Na primeira etapa foi realizado o pré-indculo em um tubo de 50 mL (Corning)
contendo 25 mL de meio LB - Luria Bertani — (SIGMA — Aldrich, Missouri, EUA), 20 ul de
ampicilina e uma colonia de E. coli contendo o plasmideo com a sequéncia codificadora da
proteina SsaA. Posteriormente o pré-inodculo foi incubado durante 16 h a 37°C sob agitacao de
150 rpm. Na segunda etapa foi preparado o meio base da autoinducao que consistiu na adi¢ao
de 6 g NaHPO4 (SIGMA — Aldrich), 3 g de KH2PO4 (SIGMA — Aldrich), 20 g de triptona
(KASVI — Laboratérios Conda S.A), 5 g de extrato de levedura e 5 g de NaCl (SIGMA —
Aldrich) em 800 mL de agua destilada. Posteriormente a esterilizacao, foi adicionado ao meio
base de autoinducgdo: 10 mL de glicerol 60% (v/v), 5 mL de glicose 10% (m/v) e 25 mL de
lactose 8% (m/v). Em seguida foi adicionado os sais: 50 mL de NH>Cl 1M, 5 mL de Na>SOq4
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IM e 1 mL de MgSO4 (SIGMA — Aldrich). Essas solugdes foram esterilizadas usando sistemas

de filtros 0.22 ¢ 0.45 pm (Millipore) e em seguidas adicionadas ao meio de base de autoindugao.

Foi realizado o indculo (25 mL do pré-indculo) ao meio de autoindugdo contendo os
sais e os acucares. Em paralelo, foi retirado 1 mL do meio para ser usado como ponto zero, ou
seja, sem indugdo. O inodculo foi incubado durante 24 h a 37°C sob agitagdo 200 rpm. Em
seguida, o meio foi centrifugado por 2000 rpm durante 10 minutos a 4°C e o pellet formado foi
guardado para as etapas seguintes. Posteriormente foi preparado um gel de poliacrilamida 12%

para verificar se houve a indu¢do da proteina SsaA4.

4.5- Solubilizagao e purificacido da proteina SsaA

Para a solubilizagdo, as amostras foram incubadas por 30 minutos com uma
concentrac¢do final de 100 pg/mL de lisozima (SIGMA - Aldrich, Missouri, EUA) sob agita¢ao
leve a 37°C, em seguida foram submetidas a quatro ciclos de sonicagdo por 10 minutos cada
ciclo com intervalos de 5 minutos em gelo acompanhados por 30 segundos em agitador vortex.
O sonicador foi ajustado para uma poténcia méxima de sonicagdo de 75%, em todas as etapas
as amostras ficaram em gelo para assegurar que ndo houvesse perda da estrutura nativa da
proteina por desnaturacao térmica. Logo apds as amostras foram aplicadas em gel SDS-PAGE

para a confirmac¢ao da solubilizacao.

A purificagdo da proteina Ssad foi feita através de sistema de afinidade usando
glutationa imobilizada em uma matriz de sefarose, a parte especifica da proteina marcada com
o tag GST se liga a matriz possibilitando a separacao de outras proteinas e impurezas nas etapas
de lavagem. Posteriormente foi realizado a etapa de separar a proteina SsaA da tag GST usando
a proteina trombina. Os procedimentos foram feitos usando como base o manual GST Gene

Fusion System.

Para a etapa de ligacao da proteina a matriz de sefarose, foi adicionado 250 pl de resina
sefarose em um tubo de 1,5 mL (Axygen) e posteriormente foi centrifugado durante 5 minutos
a 800 rpm, ao final da centrifugagdo a fase do sobrenadante foi coletada e descartada. Em
seguida foi adicionado ao tubo 1 mL de PBS 1X gelado, logo apds mais uma centrifugacao
como descrito anteriormente, o sobrenadante foi descartado e no mesmo tudo foi adicionado

500 pul do sobrenadante proveniente da etapa de solubilizagdo e seguiu uma incubagao, com o
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sobrenadante solubilizado mais a resina de sefarose ativada com 1 mL de PBS 1X, durante 3 h

sob agitacdo leve a temperatura ambiente.

Ao final da incubagdo de 3 h, o tubo (Axygen) contendo o sobrenadante solubilizado
mais a resina de sefarose foi centrifugado a 800 rpm durante 5 minutos, logo apos a por¢ao do
sobrenadante foi recolhida e guardada para uso posterior. Nesse mesmo tubo foi adicionado
500 pl de PBS 1X e seguiu para a etapa de centrifugagdo como descrito anteriormente, o
sobrenadante foi coletado apos a centrifugagao e foi guardado em novo tubo (Axygen), foram
realizadas mais quatro lavagens como essa e ao final da coleta do Gltimo sobrenadante, foi
adicionado a resina presente no fundo do tubo 100 pl de PBS 1X e em seguida o tubo foi

estocado a uma temperatura de 4°C.

Para as etapas finais de purificacdo da proteina SsaA foi realizada uma tentativa de
separar a proteina Ssa4 do tag GST utilizando a enzima trombina. Os procedimentos seguiram
os seguintes passos: em um tubo de 1,5 mL (Axygen) foi adicionado 50 pl de resina sefarose
ligada a proteina Ssad do experimento anterior, em seguida 50 ul de enzima trombina e
posteriormente foi incubado durante 16 h a temperatura ambiente sob agitacdo leve, ao final da

incubacdo a amostra foi centrifugada 500 g durante 5 minutos e o sobrenadante foi recuperado.
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5. RESULTADOS
5.1- Analises in silico da proteina SsaA

Para os primeiros passos da caracterizagdo da proteina Ssad4 foi verificado se em sua
sequéncia haveria o peptideo sinal, como ela foi identificada inicialmente no exoproteoma de
S. saprophyticus, foi realizada uma avaliacdo da sequéncia de aminoacidos da proteina Ssa4
para predicao de peptideo sinal. Proteinas que possuem peptideo sinal geralmente sdo
secretadas por vias classicas. Em bactérias sdo conhecidos pelo menos sete sistemas de secregao
(TSENG et al., 2009). Foi utilizado servidor online SignalP versdao 5.0 para a andlise da

sequéncia de aminoécidos da proteina de interesse (Figura 2).

SP (Sec/SPl) ——
TAT (Tat/SPl) ———
g 08 LIPO (Sec/SPIl) —
© SC. s
T Outro
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MKKIATATIA TAGIATFAFA QHDADAAENN NSGYNPNDPS SYSYSYTIDQ QGQYHYTWQG NWNPSNSDQG
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Sequencia da proteina e posigao dos aminoacidos

Figura 2. Resultado da predigdo do peptideo sinal da proteina Ssa4 usando o servidor SignalP -5.0.
No eixo horizontal esta representado os aminoacidos constituintes da proteina e no eixo vertical a
estimativa da probabilidade de ocorréncia do peptideo sinal. SP: peptideo sinal Sec/SPI; TAT:
peptideo sinal da proteina TAT; LIPO: peptideo sinal da lipoproteina Sec/SPII.

A analise da sequéncia da proteina SsaA através do servidor SignalP indicou a predi¢ao
de um peptideo sinal Sec com uma probabilidade de 0,997 com localizacao do sitio de clivagem
entre 0 aminoacido 26 — 27. A constatacdo da presenga deste peptideo sinal sugere que a
proteina SsaA pode ser secretada por vias classicas de secre¢@o. Para que as proteinas secretadas
desempenham as suas fungdes no exterior do citoplasma, elas geralmente sdo marcadas na
extremidade N-terminal com um peptideo sinal e posteriormente esse sinal ¢ clivado pela agao
das enzimas peptidases sinal que sdo classificadas como proteases e atuam na liberacao de

proteinas (TJALSMA et al., 2000; SIBBALD et al., 2006).
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Uma busca da estrutura cristalografica da proteina Ssad em S. saprophyticus foi
realizada no Protein Data Bank (PDB), esse banco de dados fornece informagdes relacionadas
a estrutura 3D de proteinas, entretanto o resultado gerado pela pesquisa mostrou uma estrutura
com baixa cobertura para a proteina de interesse, portanto submetemos a sequéncia da proteina
SsaA no servidor I-TASSER para gerar a predi¢do mais completa da estrutura tridimensional
da proteina SsaA (Figura 3). Foi considerado o C-score que € a pontuacdo de confianga para
estimar a qualidade dos modelos preditos pelo I-TASSER, este score esta tipicamente na faixa

(-5 a2), um C-score de maior valor significa um modelo com alta confianca predita.

Figura 3. Modelo gerado pelo servidor I-TASSER para a proteina Ssad de S. saprophyticus.
Valor de C-score = -1.14.

A estrutura do modelo de SsaA apresentou uma conformagao de uma grande al¢a e uma
porcao globular (Figura 3). No final, foi gerado um arquivo do modelo selecionado no formato
.pdb (esse formato permite a visualizacdo tridimensional da proteina em softwares de

modelagens de proteinas), posteriormente esse arquivo foi utilizado para as analises seguintes.

Com o objetivo de compreender melhor as possiveis fungdes da proteina SsaA4, seguimos
com as andlises em varios bancos de dados de proteinas como, por exemplo, BioCyc em
conjunto com o UniProt e o banco de dados Pfam versao 32.0, em busca de dominios presentes

na proteina. Como resultados obtivemos a localizagdo de um dominio CHAP com funcao de
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amidase, o dominio CHAP esta representado na Figura 4 A. O dominio CHAP esta localizado
entre o aminoacido 134 — 216 cobrindo uma grande parte da proteina. O dominio CHAP é uma
regido conservada em proteinas bacterianas, entretanto a maioria dessas proteinas nao sao
caracterizadas. Inicialmente foi proposto que elas podem funcionar principalmente como na
hidrélise de peptideoglicano. A regido CHAP estd associada a varias familias de dominios
amidase. Em proteinas contendo o dominio CHAP foi sugerido que elas usam residuos de
cisteina em um tipo de mecanismo de ataque nucleofilico (BATEMAN & RAWLINGS, 2003).

Além da constatacdo do dominio CHAP, analisamos também a presenga de epitopos
antigénicos na sequéncia da proteina Ssa4. A Figura 4 B apresenta a localiza¢do dos epitopos
identificados no modelo tridimensional de SsaA predito. A predi¢cdo dos epitopos foi feita no
servidor ABCpred que apresenta uma capacidade de predicdo de epitopos de 65,93% de
precisdo usando redes neurais recorrentes. Regides de aminodcidos que apresentam a
capacidade de interagir com receptores de células correspondem a porgdes relevantes de uma

determinada proteina para o estudo de respostas imunologicas.

v~~~ ?

Figura 4. Modelo predito para a proteina Ssad através do programa PyMOL versdo 1.3. Na figura A em vermelho foi
destacado a regido correspondente ao dominio CHAP da proteina Ssad. Na figura B os epitopos preditos na sequéncia
da proteina Ssa4 foram destacados em azul.

Com o objetivo de aprofundar as andlises in silico de SsaA, fizemos uma busca no banco
de dados STRING para verificar as possiveis interacdes entre proteina-proteina. O STRING
contém varias informacdes acerca de interagdes entre proteinas, utiliza recursos de varias fontes
como, por exemplo, experimental, método de predicdo computacional e fonte de publicagdes,
possuindo informagdes sobre 9,6 milhdes de proteinas. Os resultados obtidos no STRING nao
indicaram interacdes claras entre a proteina Ssa4 com as demais proteinas depositadas nos

bancos de dados. Este dado reforga ainda mais a necessidade de estudos que caracterizam a
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proteina de interesse, ja que ¢ considerada conservada no género Staphylococcus.
Curiosamente, um estudo realizado em 2018 por Oliveira e colaboradores demonstrou que uma
cepa especifica (7108) nao secretava a proteina Ssa4. Os dados transcricionais do estudo
detectaram altos niveis de transcritos que codificam a SsaAd, e foi sugerido que € provavel que
ocorra uma regulagdo pds transcricional, justificando a auséncia da producdo/secrecdo da

proteina SsaA por essa cepa de S. saprophyticus.

5.2- Ensaio de fagocitose

Com o intuito de avaliar a importancia da secre¢ao da proteina Ssa4 durante a interacao
com macrofagos foi realizado um ensaio de fagocitose durante 2 horas de células de S.
saprophyticus na presenca de anticorpos policlonais anti-SsaA4 dilui¢ao 1:100 em contado com
os macrofagos murinos e além de dois controles: apenas células de S. saprophyticus em contato
com os macrdfagos e células de S. saprophyticus na presencga de soro pré-imune (1:100) em
contato com as células fagociticas. Todos os ensaios de fagocitose foram realizados com
macrofagos J774 previamente tratados e ativados nas condigdes previamente descrita por Souza
etal., 2019.

O resultado do experimento revelou que na condi¢do em que a proteina Ssad foi
bloqueada com soro contendo os anticorpos anti-Ssa4 houve uma redugdo de aproximadamente
50% do ntimero de células recuperadas de S. saprophyticus apds a lise dos macrofagos em
comparagdo com a condi¢ao controle (Figura 5). Este resultado sugere que Ssa4 ¢ importante
para promover apresentacao das células bacterianas as células macrofagicas pois a presenga dos
anticorpos anti-Ssad (que interagem com as moléculas de Ssad e impedem as mesmas de

realizarem esta a¢do) reduz o nimero de células fagocitadas pelos macrofagos.
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Figura 5. Avaliagao do indice de fagocitose apds o tratamento com anticorpo
SsaA. 1 - S. saprophyticus; 2 - Células de S. saprophyticus tratadas com soro
pré-imune e 3 — Células de S. saprophyticus na presenga de anti-Ssad.* =p <
0,05. O experimento de fagocitose foi realizado em triplicata.

Estudos prévios realizados por nosso grupo em 2016 (Rosa e colaboradores)
demonstraram através de um experimento de imunofluorescéncia utilizando anti-SsaA4 que a
proteina SsaAd é secretada por S. saprophyticus apos a internalizagdo por macrdéfagos. Foi
detectada a presenca de SsaA4 na superficie de bactérias fagocitadas por macrofagos e dispersa
no citoplasma dos macrofagos apos a internaliza¢do de células de S. saprophyticus sugerindo
que SsaA tenha importancia durante a interagdo de S. saprophyticus com células de defesa do

hospedeiro.

5.3- Autoinducio, solubilizacio e purificacido da proteina SsaA4

Apos a etapa da expressao de proteinas em meio de autoindugao, foi preparado um gel
de poliacrilamida 12% para a confirmacao da induc¢do da proteina SsaA (Figura 6). A proteina
SsaA fusionada a GST tem o tamanho aproximado de 51 kDa, ¢ possivel identificar a indug¢ao
da proteina SsaA ap6s 24 h de incubacdo no meio de autoindu¢do em comparagdo ao ponto

zero, sem indugdo. Uma vez confirmada a indugdo da proteina de interesse, as amostras foram
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solubilizadas. No final do procedimento foi realizado um gel SDS-PAGE para confirmar se de

fato houve solubilizagdo da proteina Ssa4 como pode ser observado na Figura 6.
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Figura 6. Gel unidimensional de poliacrilamida mostrando a indugdo e a solubilizagdo da proteina
SsaA.1 - Ponto zero, sem indugdo; 2 — autoindu¢do da proteina Ssad e 3 — Sobrenadante da
solubilizacdo; A seta indica a posi¢do da banda correspondente a proteina Ssad (tamanho de
aproximadamente 51kDa).

Apo6s a constatagdo da solubilizagdo da proteina de interesse, foi realizado as etapas
iniciais da purificacao da proteina Ssa4. A amostra solubilizada foi colocada em contanto com
a matriz de sefarose para que ocorresse a ligacdo da proteina Ssa4 contendo a regido tag GST
que apresenta afinidade com a resina de sefarose desse modo as impurezas e as outras proteinas
desnecessarias poderiam ser retiradas da matriz. Na Figura 7 € possivel observar a ligagdo da

proteina SsaA a matriz de sefarose através de um SDS-PAGE.
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Figura 7. SDS-PAGE mostrando a solubilizagdo da proteina SsaA4 e a ligacdo da proteina a resina
de sefarose.1 — Solubilizagdo do sobrenadante da inducdo de Ssad; 2 — Resina de sefarose contendo
a proteina SsaA. A seta indica a posi¢do da banda correspondente a proteina SsaA.

Depois da confirmagdo da ligagdo da proteina Ssad a resina de sefarose, tentamos
separar a proteina do tag GST para a etapa final de purificacdo, foi usada a enzima trombina
para clivar a regido especifica entre a sequéncia da proteina Ssad e o tag GST, entretanto o
resultado ndo foi satisfatério e os dados indicaram que ndo houve a separag¢do da proteina do

tag GST. Provavelmente a enzima nao foi eficiente na atividade de clivagem da sequéncia.
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6.0 DISCUSSAO

A secrecdo de proteinas por bactérias patogénicas desempenha fungdes centrais na
modulagdo das interagdes entre patdogeno-hospedeiro. Sao descritos pelo menos sete sistemas
de secregdes de proteinas em bactérias — sistema de secrecao [ ao VII. Através de investigacdes
dos genomas bacterianos verificou-se a complexidade de alguns desses sistemas de secre¢ao.
As bactérias Gram-negativas e Gram-positivas apresentam particularidades nas vias de
secrecdo como, por exemplo, em Gram-negativas as proteinas secretadas precisam passar
através da membrana interna e externa utilizando pelo menos seis dos sistemas de secre¢ao.
Entretanto, as bactérias identificadas como Gram-positivas podem compartilhar alguns desses
sistemas com as bactérias Gram-negativas como observado em um levantamento realizado por
Tseng e colaboradores em 2009.

Foi relatado que em bactérias Gram-negativas que algumas proteinas sao secretadas pela
membrana interna e externa em apenas uma etapa pelos sistemas I, III, IV ou VI. Enquanto
outras proteinas sdo transportadas para o espaco periplasmico via Sec universal ou via duas-
argininas (TAT) e posteriormente sdo transportadas através da membrana externa pelos
sistemas de secre¢do do tipo II, tipo V ou pelo tipo I (raramente). J4 nas bactérias Gram-
positivas, as proteinas secretadas sdo comumente transportadas através da membrana nica pelo
sistema Sec ou via duas-argininas (TAT). Entretanto em algumas bactérias Gram-positivas que
apresentam uma parede celular hidrofobica quase impermeavel, um sistema especifico de
secrecdo, tipo VII, transporta as proteinas através da membrana e da parede celular por um
sistema de canal, ainda ndo est4 claro se trata de um processo de uma unica etapa ou duas
(TSENG et al., 2009). A predicao de peptideo sinal realizada com a sequéncia da proteina SsaA
(Figura 2), sugere que ela possa ser secretada por vias classicas de secrecao como, por exemplo

a via Sec.

Parte da dificuldade encontrada na etapa de solubilizagdo no decorrer deste estudo pode
estar relacionada a producao da proteina heterdloga contendo o peptideo sinal na sequéncia da
proteina SsaA4. A longa al¢a demonstrada pela predi¢do da estrutura da proteina poderia conferir
uma hidrofobicidade a proteina recombinante ou dificultaria a acdo do sistema de secre¢do da
bactéria E. coli. Uma alternativa para contornar esse obstaculo ¢ que se construam iniciadores,
desconsiderando a regido do peptideo sinal, assim eliminando essa por¢dao N terminal e

produzindo uma proteina recombinante mais hidrofilica e menor.

Por ser uma proteina conservada no género e - como observado por Oliveira e

colaboradores em 2014 - a proteina Ssad4 ¢ altamente secretada por S. saprophyticus, a
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elucidacdo da fungdo durante o processo de infec¢do torna-se importante ja que ela ¢
imunogénica. Uma das etapas para a compreensdo da funcio de proteinas ¢ verificar como a
proteina esta organizada estruturalmente, no caso da proteina Ssa4 uma busca foi realizada no
Protein Data Bank (PDB), entretanto nao foram encontradas muitas informagdes a respeito da
proteina e o modelo disponibilizado por esse banco de dados cobria apenas uma pequena parte
da sequéncia da proteina. Os dados disponibilizados pelo PDB a respeito de uma proteina sao
obtidos por cristalografia de raio-X e espectroscopia de proteinas por ressonancia magnética
nuclear, desse modo optamos por usar um servidor online I-TASSER para a predicao da
proteina SsaA, ja que dessa maneira poderiamos obter uma predicdo da estrutura da proteina

completa e ndo apenas uma pequena por¢ao da sequéncia de aminoacidos da proteina SsaA.

A predicao da estrutura de uma proteina pode ser realizada in silico através de servidores
que utilizam bancos de dados com informagdes de varias proteinas gerando um modelo
tridimensional predito da proteina de interesse. As estruturas protéicas podem ser variadas,
podendo ser compostas por alfa-hélice, folha-beta e regides conhecidas como loop e sdo
modeladas usando técnicas de bioinformatica. A modelagem de uma proteina possibilita a
extragdo de informacgdes relevantes como, por exemplo, o nimero de folhas-beta, alfa-hélice e
quantidade de loops, localizagao dos residuos que participam da atividade catalitica, distancia

entre residuos e tamanho da area superficial molecular (ROY et al., 2010).

Uma abordagem futura que pode complementar a predicdo da estrutura e assim
compreender melhor como a proteina Ssa4 pode atuar ¢ a Dindmica Molecular de Proteina,
essa abordagem fornece informacdes, através de simula¢des computacionais, sobre o
comportamento dindmico dos atomos que formam a molécula, assim poderiamos prever qual
seria 0 movimento ao longo do tempo da proteina Ssa4 como, por exemplo, exposicao de

dominio ou conformagao até sua forma nativa (LIWO et al., 2005).

Como observado na Figura 3 obtivemos a predi¢do da estrutura da proteina SsaA
usando como guia as recomendacdes que constam no trabalho de Roy e colaboradores
publicado em 2010. Dados deste trabalho foram utilizados ndo apenas na submissdo da
sequéncia da proteina Ssa4, mas também nas etapas de valida¢do. Os dados sugerem que a
proteina SsaA pode ter uma conformacdo muito proxima aquela apresentada na Figura 3, o
modelo com melhor score apresentou uma longa al¢a e uma regido globular na outra porg¢ao.
Curiosamente as analises realizadas nos bancos de dados BioCyc em conjunto com o Uniprot
e o Pfam indicaram que nessa regido globular da proteina Ssa4 est4 presente um dominio CHAP

com funcao predita para amidase.
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Na sequéncia da proteina SsaA4, esse dominio CHAP cobre uma grande parte interna da
regido globular da proteina, demonstrando assim que ¢ provavel que esse sitio de atividade
enzimatica seja funcional na proteina in vivo. Esse dominio CHAP geralmente funciona em
associacao com outros dominios que apresentam a func¢ao de clivar o peptidoglicano em células
bacterianas. A parede de peptidoglicano confere uma certa prote¢do e resisténcia a célula
bacteriana. Entretanto, a parede celular dever ser dindmica ao ponto de expandir durante o
crescimento celular e clivar peptidoglicano durante divisdo celular ou lise. Proteinas
relacionadas ao metabolismo de peptidoglicano geralmente apresentam dominios com fungdes

que modulam constantemente sua deposi¢ao/sintese (BATEMAN & RAWLINGS, 2003).

Em um estudo recente conduzido por Truc Do em 2020, foi sugerido que a proteina
LytH - uma amidase de S. aureus - est4 relacionada com a regulag¢do de peptidoglicano, para
exercer a sua fungdo in vitro seria necessario a presenga de uma proteina parceira que
desempenharia o papel de ativar a LytH. Nossas analises da proteina SsaA pelo banco de dado
STRING ndo apresentou nenhuma relag@o clara entre a proteina SsaA e outras proteinas, isso
demonstra a necessidade de maiores informacdes a respeito dessa proteina que ¢ altamente

secretada em S. saprophyticus (Oliveira et al., 2014).

No contexto da andlise da importancia da proteina SsaA durante o processo de infecgdo
com células de macréfagos observado nos dados da Figura 5, a diminuicdo de células
patogénicas recuperadas apds o ensaio de fagocitose com macrofagos pode sugerir que a
proteina SsaA desempenha um papel importante durante o processo de infec¢ao principalmente
na intera¢do com as células do hospedeiro. Provavelmente a proteina SsaA esta relacionada a
apresentacao das células bacterianas as células fagociticas, j4 que na condi¢do em que a proteina
SsaA foi bloqueada com o soro contendo anticorpos anti-Ssa4 houve diminuig¢ao do indice de

fagocitose.

Uma forma de analisar diretamente e eficaz a relevancia da proteina Ssa4 durante o
processo de infecgdo, seria obter a proteina purificada e usar a proteina isolada no ensaio de
fagocitose, ndo apenas durante infeccao, mas também o uso da proteina purificada poderia
auxiliar na validacdo, por meio de atividade enzimatica, do dominio CHAP com fungdo predita
de amidase que ela possui. O método expressao de proteinas utilizando o meio de autoindugao
provou ser eficiente como pode ser observado na Figura 6, o maior tempo de indu¢do sem a
presenca de IPTG possibilita maior rendimento de proteina induzida e diminui a formagao dos
corpos de inclusdo. Dessa maneira, torna menos trabalhoso as etapas seguintes para obten¢ao

da proteina purificada.
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Utilizando o método de expressao de proteinas por meio de autoindugdo € possivel ter
uma maior eficiéncia no passo de solubilizacdo de proteinas como pode ser visto na Figura 7,
apesar da proteina Ssa4 ndo ser tao soluvel foi possivel obter uma quantidade suficiente para o

passo de ligacdo com a resina de sefarose.

Como observado na Figura 7, a proteina Ssa4 ligou-se a resina de sefarose por
afinidade, entretanto também observamos algumas fracas ligagcdes inespecificas € mesmo
seguindo com os passos posteriores de purificacio como a separagdo da proteina de sua
marcacdo GST usando a enzima trombina, ndo obtivemos sucesso. Provavelmente a enzima
trombina ndo foi eficaz na clivagem da regido especifica da proteina, portanto a proteina

continuou fusionada a GST.

7.0 CONCLUSAO

As andlises in silico ¢ em modelo ex vixo auxiliam na compreensdo da fungdo da
proteina Ssa4 durante o processo de infec¢do por S. saprophyticus. Mesmo com os dados
limitados na literatura a respeito de suas provaveis fun¢des em outras bactérias do género como
S. aureus e S. epidermidis, neste estudo conseguimos demonstrar que a secre¢do da proteina
SsaA pode ser relevante no contexto da infeccdo de macrofagos por S. saprophyticus. As
analises em bancos de dados mostraram, através de predi¢do, que a proteina Ssad de S.

saprophyticus possui um dominio conservado denominado CHAP.

Proteinas que apresentam esse dominio conservado em suas sequéncias foram descritas
como pertencentes a familia das amidases e a principio foi proposto que elas podem funcionar
como amidases principalmente na hidrolise de peptideoglicano, evidenciando ainda mais a

importancia da proteina SsaA.
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8.0 PERSPECTIVAS

A compreensdao do modo como bactérias patogénicas interagem com o hospedeiro ¢é
essencial para o estabelecimento de novas estratégias no tratamento de infecgdes. Assim,
estudos que visam caracterizar novos alvos ou tentar elucidar a funcdo de determinadas
proteinas que estdo relacionadas ao processo de infec¢do possibilitam novos caminhos para a
pesquisa basica e consequentemente informagdes mais aprofundadas sobre quais mecanismos
sdo utilizados durante as etapas de infec¢do e colonizagdo do hospedeiro por bactérias

patogénicas, como S. saprophyticus.

Mesmo com a compreensdo de que a proteina Ssad seja relevante no contexto de
infeccdo - demonstrado por nosso modelo ex vivo - € necessario avangar para 0s proximos
passos seguindo as seguintes consideracdes: 1) verificar se de fato a sequéncia correspondente
ao peptideo sinal pode interferir na solubilizagdo ou em outros processos; 2) obter a proteina
purificada e validar a funcdo de atividade amidase por analises enzimaticas in vitro; 3)
estabelecer novas hipoteses em relacao as provaveis fungdes da proteina Ssad4 como, por
exemplo, remodelamento ou manutencdo do peptidoglicano da parede celular e/ou capsula
polissacaridica e 4) estabelecer a relacdo entre o antigeno estafilocdcio secretado A e o antigeno

imunodominante A;
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10. Anexos

10.1- Apresenta¢ido em Congresso
Apresentacdo do trabalho “CHARACTERIZATION OF SsaA PROTEIN IN

Staphylococcus saprophyticus ”durante o 65° Congresso Brasileiro de Genética, realizado de

17 a 20 de setembro de 2019 — Hotel Monte Real Resort — Aguas de Lindoia, SP.

Autores: Silva, G. A. A.; Oliveira A. S.; Souza, B. S. V.; Borges, C. L.; Soares, C. M. A.;
Marval, M. G.; Parente-Rocha, J. A.

Abstract

Staphylococcus saprophyticus is a Gram-positive bacterium and stands out as the second
pathogen responsible for diagnosed cases of urinary tract infection (UTI), affecting mainly
young women. Some factors may explain the ability of Staphylococcus saprophyticus to
colonize periurethral, urinary and genital regions, such as its ability to attach to the epithelial
tissue of the genitourinary tract and the high activity of the urease enzyme. However, few
mechanisms that this bacterium uses to efficiently infect and colonize the host are fully
elucidated. In species of the genus Staphylococcus most of the virulence factors are considered
as proteins secreted during the process of infection. Our research group identified proteins
secreted from Staphylococcus saprophyticus isolates that demonstrated a strong ability to
stimulate the immune response in mice, one of the major immunogenic proteins identified was
the Staphylococcal A Secretory Antigen (SsaA). In other species of the genus Staphylococcus
the SsaA protein seems to be related to virulence factors being regulated by the same systems,
however its specific role during the infection has not yet been fully elucidated. In this sense, we
propose the characterization of the SsaA protein in Staphylococcus saprophyticus. SsaA is
apparently conserved in the genus Staphylococcus and has been identified in different strains
of Staphylococcus saprophyticus, such as food sample (cheese mines), environmental sample
(Leblon beach sand) and clinical sample (microbiota of pregnant women) through the technique
Western Blotting. Bioinformatics analyzes using the BioCyc database revealed that the SsaA
protein has a CHAP domain with a predicted amidase function. The 3D structure of the SsaA
protein was predicted through protein modeling by the I-TASSER server following the
validation protocols. Cloning, heterologous expression and purification of the SsaA protein are
uder progress and will contribute to confirm the SsaA function. Our work will contribute to
elucidate biological function of SsaA protein, a immunogenic protein that can be useful as

diagnostic and/or vaccine target.
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10.2- Producio cientifica

Colaboragdo em artigo cientifico intitulado “Staphylococcus saprophyticus Proteomic
Analyses Elucidate Differences in the Protein Repertories among Clinical Strains Related
to Virulence and Persistence” publicado na Pathogens em 19 de janeiro de 2020.

Autores: Silva, K. C. S.; Silva, L. O. S.; Silva, G. A. A.; Borges, C. L.; Novaes, E.; Paccez,
J. D.; Fontes, W.; Giambiagi-deMarval, M.; Soares, C. M. A.; Parente-Rocha, J. A.

Abstract

Staphylococcus saprophyticus is a Gram-positive and coagulase negative cocci that composes
the skin microbiota and can act as an opportunistic agent causing urinary tract infections, being
more frequent in sexually active young women. The ability of a pathogen to cause infection in
the host is associated to its ability to adhere to host cells and to survive host immune defenses.
In this work, we presented the comparative proteomic profile of three S. saprophyticus strains.
It was possible to characterize differences in the proteome content, specially related to
expression of virulence factors. We compiled this data and previous data and we detected one
strain (9325) possessing higher production and secretion of proteins related to virulence. Our
results show that phenotypic, genotypic, and proteomic differences reflect in the ability to
survive during interaction with host cells, since the 9325 strain presented a higher survival rate
after macrophage interaction. In counterpart, the 7108 strain that possesses lower content of
proteins related to virulence presented higher ability to form biofilm suggesting that this strain
can be better adapted to persist in the host and in the environment. Our work describes, for the
first time, proteomic flexibility among S. saprophyticus strains, reflecting in virulence and

persistence.
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10.3- Atividade de extensao
Participagdo como membro de equipe executora da Acdo de Extensdo “Curso de

Atualizacdo em Biosseguranc¢a”, coordenado pela professora Juliana Alves Parente Rocha,

promovida pelo Instituto de Ciéncias Biologicas (UFG), em 1 de abril de 2019.



