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RESUMO
LAIS PIRES DO VALLE TOTOLA

O PAPEL DA SpID NA EVASAO AO SISTEMA IMUNE DE CEPAS ST105-
SCCMECII DE Staphylococcus aureus RESISTENTE A METICILINA

Orientador: Agnes Marie Sa Figueiredo
Coorientador: Alice Slotfeldt Viana

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para

obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Biol6gicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusédo de Curso.

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é um subgrupo da espécie S. aureus,
tendo grande relevancia clinica, especialmente no ambiente hospitalar. Estes agentes
patogénicos estdo envolvidos em varios quadros clinicos, como infeccdes de pele, sindromes
toxigénicas e bacteremia. Um estudo anterior realizado por este grupo utilizando 600 isolados
de MRSA teve como objetivo promover um painel multicéntrico sobre epidemiologia de
MRSA no Rio de Janeiro, e revelou que o complexo clonal 5 (CC5) substituiu o clone
epidémico brasileiro (BEC; ST239(CC8)-SCCmeclll), que durante muitos anos foi o HA-
MRSA mais prevalente no Brasil. As trés principais estirpes de CC5 encontradas nas infecgdes
da corrente sanguinea foram ST105(CC5)-SCCmecll (54,7%), ST5(CC5)-SCCmecll (29,4%),
e ST5(CC5)-SCCmeclV (25,6%). Analises gendmicas apontaram algumas caracteristicas das
cepas ST105 do Rio de Janeiro, tais como uma mutagdo pontual ndo-sinébnima no gene aur e
auséncia de spID e sep. Além disso, observou-se que as cepas ST105-SCCmecll eram mais
resistentes a fagocitose e tinham aumentadas taxas de sobrevivéncia ap6s interagdo com
monacitos. O principal foco do trabalho atual foi a possibilidade de que a perda do gene spID
(codificando a protease SplID) pelas cepas ST105-SCCmecll represente uma vantagem em
infeccbes da corrente sanguinea. Assim, para abordar esta questdo, foi avaliado o papel
desempenhado pela SpID em certos aspectos da evasdo do sistema imune. Inicialmente, foi
determinada a taxa de sobrevivéncia das cepas ST105-SCCmecll (SpID negativo), ST5-
SCCmecll (SpID positivo), e ST5-SCCmeclV (SpID positivo) tratadas com diferentes
concentracdes da defensina hNP-1 e da catelicidina LL-37, e 0 mesmo foi feito utilizando os
clones isogénicos que expressam ou ndo SplD. Foram também conduzidos experimentos de
fagocitose utilizando mondcitos THP-1 e os clones isogénicos derivados do MRSA: MW2B
(vetor pCN40 vazio na estirpe MW?2; SplD-negativo) e MW2D (pCN40-splD; SplD-positivo).
Além disso, foram realizados experimentos de fagocitose utilizando a cepa MW2B na presenca
e auséncia da proteina SpID recombinante. Os ensaios de sobrevivéncia utilizando os peptideos
antimicrobianos hNP-1 e LL-37 ndo mostraram diferencas significantes entre as cepas clinicas
que apresentam ou ndo o gene spID (ST5-SCCmeclV, ST5-SCCmecll e MW2D), e resultados
semelhantes foram obtidos utilizando os clones isogénicos MW2B (SpID negativo) e MW2D
(SpID positivo). Estes dados parecem excluir um papel desempenhado pela SpID nos
mecanismos de eliminagao bacteriana por hNP-1 ou LL-37. No que diz respeito aos ensaios de
fagocitose, a cepa MW2B foi mais resistente a fagocitose do que a cepa isogénica MW2D. De
fato, a adicdo de SplD recombinante ao experimento de fagocitose levou ao aumento de
fagocitose da cepa SpID negativa, MW2B, representado por maiores taxas medias de
intensidade de fluorescéncia em ambas as concentragBes da proteina recombinante (50nM e
5nM). Estes dados sugerem um papel desempenhado pela SpID aumentando a fagocitose das



cepas de S. aureus pelas células monociticas THP-1. Assim, nossos dados sugerem que a
proteina SpID pode agir como um modulador do sistema imune humano ativando fagdcitos e
que a falta do gene spID pode ter contribuido para o sucesso da cepa ST105-SCCmecll em se
espalhar pela Area Metropolitana do Rio de Janeiro como o agente mais importante das
infecgBes da corrente sanguinea.

Palavras-chave: MRSA, resposta imune, fagocitose, serino-protease, peptideos
antimicrobianos



ABSTRACT
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O PAPEL DA SpID NA EVASAO AO SISTEMA IMUNE DE CEPAS ST105-
SCCMECII DE Staphylococcus aureus RESISTENTE A METICILINA

Orientador: Agnes Marie Sa Figueiredo
Coorientador: Alice Slotfeldt Viana

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para

obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Biol6gicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusédo de Curso.

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a subgroup of S. aureus species, having
great clinical relevance, especially in the hospital environment. These pathogens are involved
in various clinical conditions, such as skin infections, toxigenic syndromes and bacteremia. A
previous study by our group using 600 MRSA isolates aimed at promoting a multicenter panel
on MRSA epidemiology in Rio de Janeiro, and revealed that clonal complex 5 (CC5) has
replaced the Brazilian epidemic clone (BEC; ST239(CC8)-SCCmeclll), which for many years
was the most prevalent HA-MRSA in Brazil. The top three CC5 strains found in bloodstream
infections were ST105(CC5)-SCCmecll (54.7%), ST5(CC5)-SCCmecll (29.4%), and
ST5(CC5)-SCCmeclV (25.6%). Genomic analyses pointed out some characteristics of the
ST105 strains from Rio de Janeiro, such as a non-synonymous point mutation in the aur gene
and absence of spID and sep. In addition, ST105-SCCmecll strains were observed to be more
resistant to phagocytosis and to have increased survival rates after interaction with monocytes.
The main focus of the current work was the possibility that the loss of the spID gene (encoding
the SpID protease) by ST105-SCCmecll strains represents an advantage in bloodstream
infections. Thus, to address this question, the role played by spID in certain aspects of immune
system evasion was evaluated. Initially, the survival rate of the ST105-SCCmecll (SpID
negative), ST5-SCCmecll (SpID positive), and ST5-SCCmeclV (SplD positive) strains treated
with different concentrations of the defensin hNP-1 and the cathelicidin LL-37 were
determined, and the same was done using the isogenic clones expressing or not SpiD.
Phagocytosis experiments were also conducted using THP-1 monocytes and the isogenic
MRSA-derived clones: MW2B (empty pCN40 vector in MW2 strain; SplD-negative) and
MW?2D (pCN40-spID; SplD-positive). In addition, phagocytosis experiments were performed
using MW2B strain in both the presence and absence of recombinant SpID protein. Survival
assays using hNP-1 and LL-37 showed no significant differences between clinical strains
presenting or not the spID gene (ST5-SCCmeclV, ST5-SCCmecll and MW2D), and similar
results were obtained using the isogenic MW2B (SplID negative) and MW2D (SpID positive)
clones. These data seem to rule out a role played by SpID in the mechanisms of bacterial
elimination by hNP-1 or LL-37. Regarding phagocytosis assays, MW2B was more resistant to
phagocytosis than the isogenic MW2D strain. In fact, the addition of recombinant SpID to the
phagocytosis experiment led to increased phagocytosis of the SpID negative strain, MW2B,
represented by higher mean fluorescence intensity rates at both concentrations of the
recombinant protein (50nM and 5nM). These data suggest a role played by SplD enhancing
phagocytosis of S. aureus strains by THP-1 monocytic cells. Thus, our data suggest that the
SpID protein may act as a modulator of the human immune system by activating phagocytes
and that the lack of the spID gene may have contributed to the success of the ST105-SCCmecl|
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strain in spreading throughout the Rio de Janeiro Metropolitan Area as the most important agent
of bloodstream infections.

Key-words: MRSA, immune response, phagocytosis, serine-protease, antimicrobial peptides
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de Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos
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Microbiologia e Imunologia e aprovagdo no RCS Trabalho de Conclusdo de Curso.

Staphylococcus aureus é uma bactéria muito importante por causar diversos tipos de infeccdes
no homem. Essas doencas podem variar desde infeccGes na pele até doencgas graves como
infeccdes na corrente sanguinea. Além disso, essa bactéria pode apresentar resisténcia a varios
antibiéticos. Um dos antibi6ticos aos quais S. aureus desenvolveu resisténcia foi a meticilina,
e 0s S. aureus resistente a meticilina sdo conhecidos como MRSA. Entre os MRSA existem
tipos diferentes que podem variar quanto ao seu potencial de agressividade para o paciente,
resisténcia a antibioticos, e ao tipo de doenca que causam. Em pesquisas anteriores de nosso
grupo, foi observado que um desses tipos, 0 ST105, foi mais encontrado causando infec¢Ges no
sangue de pacientes hospitalizados. Quando o DNA dessas bactérias foi sequenciado por nos e
comparado com o de bactérias muito semelhantes, mas que ndo causavam muitas infec¢fes no
sangue, encontramos algumas diferencas que talvez pudessem explicar o porqué da preferéncia
do ST105 por infeccdes sanguineas. Neste trabalho, nosso objetivo foi estudar se a auséncia do
gene spID, responsavel pela producdo de uma protease (SpID, uma proteina que quebra outras
proteinas) poderia ajudar na maior sobrevivéncia do ST105 no sangue. Primeiro, analisamos se
a presenca ou auséncia da SplID, poderia ter algum papel na resisténcia dessas bactérias a
peptideos antimicrobianos (que sdo pequenos componentes liberados pelas células do nosso
sistema de defesa imunoldgico para atacar microrganismos invasores no sangue). Entretanto,
ndo foi observado uma diferenca importante na presenca ou auséncia de SpID, o que sugere que
tais peptideos nao sejam afetados por esta protease. Foi também investigado se o gene splD
teria algum papel na maior resisténcia de ST105 ao processo de fagocitose, que é um processo
em que as células do sistema imune capturam as bactérias para o interior de suas células para
destrui-las. Esse processo € um importante processo de defesa das infecc¢des, incluindo aquelas
na corrente sanguinea. Nesse experimento foram utilizadas amostras manipuladas
geneticamente: um par de bactérias idénticas, que so diferem pela presenca ou auséncia do gene
spID. Nossos resultados, ainda preliminares, mostraram que 0 grupo que nao tem o gene para
produzir a protease SpID foi menos fagocitado do que o grupo que possui tal gene. N@s ainda
realizamos esses experimentos de outra forma: utilizando uma amostra que ndo tem o gene splD
e com a adicdo da proteina SpID purificada, e comparamos os resultados obtidos com essa
mesma bactéria sem a adicdo da protease. Neste ultimo experimento, observamos que na
presenca da SplID purificada a fagocitose também aumentou. Assim, esses resultados, ainda
preliminares, caso venham a ser confirmados, irdo apontar que a perda da SpID pela linhagem
ST105 pode representar uma vantagem em relacdo as infec¢fes no sangue, uma vez que essa
bactéria consegue driblar a resposta imune e se apresentar como um dos MRSA mais frequentes
neste tipo de infec¢bes. Deste modo, confirmar esses dados seriam da maior importancia para
a compreensao do que faz esta bactéria ser tdo especial.
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1 INTRODUCAO
1.1 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus é composto de cocos Gram-positivos e compreende cerca de
44 espécies e 21 subespécies, de acordo com o Integrated Taxonomic Information System -
Report (http://www.itis.gov; Ultimo acesso em 18 de janeiro de 2022). A sua morfologia é
caracterizada pelos aglomerados de células (aproximadamente 1 pM de didmetro) em formato
que lembra um cacho de uva, 0 que deu origem ao nome do género - a palavra Staphylococcus,
em grego ota@LAL (staphyli), significa uva. Fisiologicamente, essas bactérias se apresentam
como microrganismos ndo-moveis, ndo formadores de esporos, catalase-positiva e oxidase
negativa. Quanto ao tipo de respiracdo, esses microrganismos séo facultativos, ou seja, podem
se multiplicar tanto na presenca como na auséncia de oxigénio. Podem ser resistentes a diversas
condicdes ambientais, como ambientes secos e diferentes faixas de pH, temperatura e
salinidade. S&o encontrados como parte da microbiota de animais e humanos, estando presentes,
principalmente, na pele e narinas anteriores, sendo considerados patdgenos oportunistas. Esse
género € dividido em dois grupos distintos caracterizados pela presenca ou auséncia da enzima

coagulase, responsavel pela coagulacdo do plasma sanguineo (Gulzar e Zehra, 2018).

O principal representante patogénico do grupo dos Staphylococcus coagulase-positivos
é o Staphylococcus aureus subespécie aureus, que aqui iremos chamar apenas como S. aureus.
Esses microrganismos sdo de grande importancia para a sadde publica e sdo, portanto, muito
estudados pela ciéncia. Esta espécie foi isolada e descrita no final do século XIX (Ogston, 1882;
Rosenbach, 1884) e, desde entdo, vem sendo identificada como agente etioldgico de diversos
tipos de infeccGes (Rasheed e Hussein, 2021). A variedade de doengas que S. aureus pode
causar se deve principalmente a grande diversidade de genes de viruléncia que tal
microrganismo carreia em seu genoma. Esses fatores envolvem desde adesinas a enzimas e
toxinas com diferentes sitios de acdo. Alguns desses produtos estdo ancorados a parede celular
do microrganismo e participam dos processos de colonizagdo do hospedeiro e evasdo da
resposta imune, enquanto outros sao secretados e exercem papel importante nos processos de
agressdo aos tecidos e 6rgdo do hospedeiro, e na exacerbacdo dos processos infecciosos
(Cheung, Bae e Otto, 2021).

Além do seu potencial patogénico, esse grupo de bactérias mostra grande plasticidade
genética, podendo receber, de modo relativamente facil, genes horizontalmente transferidos,

inclusive de outras espécies bacterianas (John et al., 2019). Dessa forma, apresentam elevada



variabilidade gendmica, quando sdo levados em consideragdo, por exemplo, seus perfis de

viruléncia e resisténcia aos antibiéticos.

1.2 Staphylococcus aureus resistentes a meticilina

O primeiro caso de uma infeccdo causada por MRSA (Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus; Staphylococcus aureus resistentes a meticilina) foi relatado em 1961
na Inglaterra (Jevons, 1961), logo ap6s a introdugdo deste antimicrobiano no uso clinico para
tratamento de infeccBes por S. aureus. Apos sua identificacdo, a disseminacdo da resisténcia a
meticilina entre esses microrganismos foi aumentando, e entre 1997 e 1999 era possivel
encontra-la em diversas regides como na América do Norte, América Latina, Europa e a regido
oeste do Pacifico (Diekema et al., 2001). Em geral, durante este periodo, MRSA era o principal
causador de quadros como infecgdes de corrente sanguinea (ICS), infeccdes de pele e tecidos
moles, e de pneumonia nessas areas (Diekema et al., 2001). Mais recentemente, MRSA
continua sendo um grande problema de salde publica devido a sua elevada prevaléncia
(principalmente nas infeccdes hospitalares associadas ao uso de dispositivos médicos
implantaveis) e ainda pela limitada opcéo terapéutica para o tratamento de infecgcdes graves e
disseminadas (Morrisette et. al, 2020). A disseminacdo de bactérias resistentes a antibiéticos,
como 0s MRSA, é conhecidamente mais elevada em hospitais, onde além da grande pressao
seletiva que favorece o aparecimento de microrganismos resistentes a antibidticos, é maior o
nimero de pacientes predispostos a infec¢des (seja por imunodeficiéncias ou procedimentos
invasivos), dificultando, para esses casos, a escolha da terapia eficaz (Rodvold e Mcconeghy,
2014; Kullar et al., 2016).

Por consequéncia da ampla disseminacao dessas bactérias, o0 nimero de mortes devido
a infeccdes por MRSA é preocupante. Segundo o Center for Disease Control and Prevention
(CDC), nos Estados Unidos da América (EUA), o nimero estimado de casos de MRSA em
pacientes hospitalizados, em 2017, chegou a 323.700. No mesmo ano, ocorreram
aproximadamente 10.600 mortes devido a infecgdes causadas por MRSA (CDC, 2019), o que
representa um namero consideravelmente elevado, indicando que, aproximadamente, 3 em cada
100 pacientes infectados por MRSA foram a 6bito. Em um documento de 2014, a Organizagdo
Mundial da Saude (OMS) estimou que a chance de morte entre os pacientes infectados por
MRSA seriam 64% maiores do que entre os infectados com cepas de S. aureus suscetiveis a
meticilina (MSSA) (WHO, 2014). Além disso, em 2017, a OMS classificou 0s MRSA como

microrganismos de elevada prioridade na lista de patdgenos priorizados para pesquisa e



desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas (WHO, 2017), evidenciando a necessidade

de se compreender os mecanismos envolvidos na disseminagdo dessa espécie.

Poucas opcOes foram criadas na Gltima década como alternativas para o tratamento de
infeccdes por S. aureus multirresistentes (EInour e Ramadan, 2021). Isso vem ocorrendo devido
a uma série de falhas de mercado, onde as industrias farmacéuticas se posicionam de forma
relutante quanto aos investimentos em pesquisas de novos antimicrobianos (Renwick et. al,
2016). Embora a vancomicina seja considerada a primeira escolha para o tratamento de
infeccdes graves causadas por MRSA, seu uso pode apresentar alguns problemas devido a sua
nefrotoxicidade e concentracdo minima inibitéria (CMI) elevada, levando a falhas na resolucédo
desses casos (Cosimi et al., 2017). As alternativas mais comuns para contornar esses problemas
sdo os antibidticos como daptomicina, linezolida e telavancina (Cosimi et al., 2017). Entre as
opcdes existentes para substituicdo desses medicamentos pode-se citar a ceftarolina fosamil
(Selvan e Ganapathy, 2016), uma cefalosporina de 52 geracdo que teve seu uso clinico aprovado
pela FDA (Food and Drug Administration) no fim de 2010 e tem indicagdo de uso direcionado
a casos de infeccBes de pele e pneumonia adquirida na comunidade, podendo também ser
utilizada em casos de bacteremias associadas (Cosimi et al., 2017). Porém, tais substituicGes
sdo muitas vezes dificultadas devido a existéncia de poucos estudos clinicos controlados com

antimicrobianos mais novos (Elnour e Ramadan, 2021).

A resisténcia a meticilina é mediada pela expressao do gene mecA, o qual esta localizado
em um elemento genético mével conhecido como Staphylococcal Cassette Chromosome mec
(SCCmec). O gene mecA codifica uma transpeptidase alternativa denominada proteina de
ligacdo a penicilina 2A (Penicillin-binding protein 2A, PBP2A; Hartman e Tomasz, 1984). As
transpeptidases atuam promovendo as pontes peptidicas transversas do peptideoglicano. O que
difere a PBP2A de outras transpeptidases de S. aureus é sua baixa afinidade de ligacdo aos
antimicrobianos B-lactdmicos (classe a que pertence a meticilina), que atuam ligando-se a estas
proteinas para evitar a sintese da parede celular desta bactéria. Dessa forma, os antimicrobianos
ndo conseguem se ligar de maneira eficiente a PBP2A, e assim ndo inibem a multiplicagédo
bacteriana, pois essa PBP alternativa permanece ativa, levando a sintese das pontes transversas

da parede celular da bactéria (Hartman e Tomasz, 1984).

O SCCmec tem dois grupos de genes gque sdo usados para sua classificacdo, sendo estes
0 complexo mec e o complexo ccr, ambos classificados em diferentes tipos baseados em suas
sequéncias. Os genes do complexo mec compreendem o proprio mecA e os genes ligados a

regulacdo da expressdo do mecA, que séo o indutor mecl e o regulador mecR (Hiramatsu, et al,



1992; Aréde et al, 2012), enquanto o complexo ccr envolve uma variedade de recombinases
(ccrA, ccrB e ccrC), sendo, portanto, responsavel pela mobilizacdo e disseminacao deste cassete
cromossémico (Hiramatsu et al., 2001). A combinacédo dos diferentes tipos de complexos ccr e
mec define o tipo de elemento SCCmec. Até 0 momento, existem quinze tipos diferentes de
SCCmec e muitos subtipos (Urushibara et al., 2020, Wang et al., 2022), que possuem grande
importancia na classificagdo epidemioldgica dos MRSA, conforme sera explicitado adiante.
Além dos genes de resisténcia a meticilina, seus reguladores e o complexo ccr, 0 SCCmec
comumente carrega elementos genéticos mdveis como sequéncias de insercdo e transposons,
sendo que estes Ultimos podem carrear outros genes de resisténcia aos antimicrobianos (Liu et
al., 2016).

1.3 Mecanismos imunoldgicos no sangue

A resposta a invasdes bacterianas acontece rapidamente apds a invasao tecidual por um
patdgeno. Essa reacdo é desencadeada por diversos tipos celulares do hospedeiro através de
seus receptores do tipo Toll (toll-like receptors; TLR) e receptores intracelulares de acidos
nucleicos (ex.. AIM2 e MDA-5), entre outros, em resposta ao reconhecimento de Padrbes
Moleculares Associados a Danos (DAMPS) ou a presenca de Padrdes Moleculares Associados
a Patdgenos (PAMPs). A partir dai, diversos mecanismos entram em acdo, como é o exemplo
da fagocitose e citotoxicidade mediada por células do sistema imune, producdo e liberacdo de
peptideos antimicrobianos (AMPSs), opsonizacdo por componentes do sistema complemento,
liberacdo de citocinas, quimiocinas, proteases etc. Os gradientes quimiocinéticos recrutam
diversas células de defesa para o local da inflamacéo, sendo os neutréfilos as primeiras células
imunes inatas recrutadas, seguidos pelos mondcitos e células dendriticas (Gasteiger et al.,
2017).

Os neutrofilos sdo de suma importancia em infecgdes causadas por S. aureus, € iSSO
pode ser observado pela vasta gama de fatores de viruléncia da bactéria que séo direcionadas
ao enfrentamento dessa célula imune. A resposta neutrofilica a invasdes ocorre em poucos
minutos e envolve, além da fagocitose do agente invasor, a liberacao de trés diferentes tipos de
granulos: Os granulos primarios que contém a enzima antibacteriana mieloperoxidase, diversos
peptideos antimicrobianos, lisozimas e serino-proteases. J& 0s granulos secundarios sao
compostos em grande parte por lactoferrina, que além de prevenir o crescimento bacteriano por
sequestro de ferro livre, também aumenta a permeabilidade a lisozima para facilitar a quebra

da parede celular bacteriana. Por fim, os granulos terciarios contém gelatinase (MMP9) e outros



elementos capazes de degradar os principais componentes da membrana basal (Mayadas et al.,
2014). Outro mecanismo de defesa importante mediado por neutrofilos € a producéo de NETs
(neutrophil extracellular traps ou armadilhas extracelulares de neutrofilos). Tais estruturas
consistem em uma rede composta de DNA nuclear ou mitocondrial, que € liberada em conjunto
com histonas e proteinas granulares especificas devido a lise coordenada dos neutrdfilos
(Gasteiger et al., 2017).

Apbs o periodo inicial da infeccdo, é acionada a resposta imune adaptativa, que €
dependente da acdo de células apresentadoras de antigenos e da producdo de citocinas. Essa
resposta € mediada pela ativacéo de linfécitos T que possuem seu receptor exclusivo TCR (T
cell receptors) e interagem com células apresentadoras de antigenos a partir do Complexo
Principal de Histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex, MHC). Enquanto as
células T que expressam proteinas do tipo CD4+ se diversificam de acordo com as citocinas
reconhecidas no processo de ativagdo do TCR, adquirindo fenétipos especializados para
diferentes tipos de infeccdo (fendtipos de células T auxiliares que tem suas fungdes definidas
por perfis de expressao de citocinas ou T helper), as células TCD8+ se especializam de forma
a eliminar células infectadas com patdgenos intracelulares, e por isso sdo conhecidas como
células T assassinas (ou T killer; Karauzum e Datta, 2017). Outros perfis de células T atuam de
forma a auxiliar, de forma mais direta, a resposta inata em mucosas, sendo elas as células T yo,
celulas NK (Natural Killers) e células inatas linféides (Murphy et al., 2014). J4 os linfocitos B
sdo células geradoras de anticorpos que agem neutralizando proteinas importantes expressas
por células bacterianas, como toxinas e outros fatores de viruléncia, e promovendo a
opsonizacao (Montgomery et al., 2014). Os componentes da resposta imune adaptativa ndo s6
tém atividade direta contra as bactérias, mas também potencializam a atividade das células do
sistema imune inato, por exemplo, aumentando a acdo e o recrutamento de fagocitos (Karauzum
e Datta, 2017).

Conforme citado anteriormente, os peptideos antimicrobianos (AMPs) figuram como
uma das estratégias de leucocitos para frear a infec¢éo bacteriana no organismo do hospedeiro.
AMPs sdo moléculas produzidas por células do sistema imunoldgico e secretadas para 0 meio
extracelular de forma a atacar microrganismos que invadem a corrente sanguinea e/ou tecidos
(Guerra et al. 2017). Tais peptideos previnem e controlam infecgdes microbianas tanto por
ataque direto a esses microrganismos como por modulacéo do sistema imune inato. Portanto,
0s AMPs vém sendo muito estudados como potenciais moléculas para contornar o problema

crescente da resisténcia aos antimicrobianos, por apresentarem ampla acdo anti-inflamatdria,



antimicrobiana e imunoestimulante (Martin et al., 2015). Entre os AMPs produzidos por
mamiferos, existem duas subfamilias distintas classificadas de acordo com suas estruturas e
outras caracteristicas bioldgicas, sendo elas as subfamilias de catelicidinas e defensinas. As
defensinas sdo pequenos peptideos catibnicos ricos em residuos conservados de cisteina,
podendo assumir conformagdes de a-hélice ¢ B-folha. Ja a subfamilia das catelicidinas possui
maior diversidade de estruturas e composi¢des de aminoacido, sendo os seus diferentes
membros definidos como catelicidinas por terem, em sua forma ndo processada e armazenada
nas células, uma prosequéncia N-terminal conservada de cerca de 100 residuos conhecida como
dominio “cathelin”. (Zanetti, 2003; De Smet e Contreras, 2005; Lei et al., 2019).

A catelicidina LL-37 é produzida por diferentes tipos celulares presentes no sangue e é
importante na erradicacdo de infeccdes bacterianas causadas por bactérias gram-positivas e
gram-negativas, promovendo citotoxicidade tanto pela formacdo direta de poros nas
membranas bacterianas quanto pela exacerbagdo da resposta imune por inducdo de producéo
de citocinas e quimiocinas (Friberg et al. 2020). LL-37 também inibe a ligacdo do LPS ao
receptor CD14 em fagdcitos mononucleares impedindo a expressdo do fator de necrose tumoral
(TNF-0). Além disso, foi apontado em um estudo de Fabisiak e colaboradores, de 2016, que
essa catelicidina pode ser um fator iniciador da formagéo de NETS, tendo o papel de evitar a
degradacéo delas por nucleases bacterianas (Fabisiak et al., 2016).

A hNP-11 (Human neutrophil peptide-1), uma das mais importantes defensinas
humanas, é produzida por estimulacao de receptores TLRs, como 0 TLR-2, TLR-3 e TLR-5¢e
liberada nos granulos de neutréfilos (Martin et al., 2015). Além disso, os hNP 1-3 sdo
quimiotaticos para mondcitos, células dendriticas imaturas, linfocitos TCD4+ e TCD8+ e
induzem a producdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como IFN-A, IL-6, e IL-10, TNF-a e
IL-1B (Yang et al., 2000; Lehrer e Ganz, 2002). Foi também observado seu possivel papel na
sepse, uma vez que as concentracdes de hNP-1 no plasma desses pacientes eram elevadas em
comparacdo a pacientes controle gravemente doentes (Martin et al., 2015). Estudos ja
demonstraram a susceptibilidade de diversas linhagens de S. aureus a hNP-1 (Ericksen et al.,
2005; Pérez-Montarelo et al., 2017), e essa defensina pode também ser inativada por
mecanismos de evasdo de S. aureus, tal como a sua degradagédo pela enzima estafiloquinase
(Bokarewa, Jin e Tarkowski, 2006).



1.4 Patogenicidade e fatores de viruléncia

No inicio do processo infeccioso, as cepas de MRSA utilizam suas adesinas de
superficie para sua ligacao as células do hospedeiro, principalmente em tecidos danificados por
traumas ou feridas, proporcionando assim a sua aderéncia e multiplicacao nesses sitios. Varias
adesinas de natureza principalmente proteica sdo alocadas no grupo das MSCRAMMs
(Microbial Surface Components Recognising Adhesive Matrix Molecules), ou seja,
componentes da célula bacteriana expressos em sua superficie que sdo capazes de reconhecer
moléculas da matriz do hospedeiro, como laminina, fibronectina, vitronectina, colageno, dentre
outras (Foster, 2019).

Exemplos de adesinas estafilocécicas sdo o fator clumping B (codificado pelo gene
CIfB) e as proteinas de superficie G e X (genes SasG, SasX), os quais se ligam as células
epiteliais nasais. SasX é importante também para a formacao de biofilme e evasdo do sistema
imune, promovendo a agregacdo bacteriana e consequente diminuicdo da fagocitose por
neutrdfilos, sendo o provavel motivo para o sucesso e espalhamento da linhagem ST239 de
MRSA na Asia (Otto, 2012; Botelho et al., 2019). J4 as FnBPA e FnBPB (Fibronectin Binding
Protein A and B) tém suma importancia por se ligarem a fibronectina e ao fibrinogénio,
componentes notaveis da matriz celular. A ligacdo do S. aureus a fibronectina também promove
invasdo celular, por um processo semelhante a endocitose, o qual envolve integrinas da célula
hospedeira (Foster, 2019). Cna é uma proteina de superficie de S. aureus que se liga ao
colageno, e parece ter um papel em infecgdes como a artrite séptica e a osteomielite (Cheung,
Bae e Otto, 2021).

A adesdo de S. aureus também pode ocorrer em superficies abioticas, como cateteres,
proteses e equipamentos de ventilagdo mecénica, onde frequentemente ha formacdo de
biofilmes. Biofilmes podem ser definidos como uma comunidade microbiana envolta em matriz
extracelular formada por substancias poliméricas de natureza polissacaridica, proteica e/ou
DNA, produzida pela propria comunidade, que pode estar aderida tanto a superficies bioticas
ou abioticas. Estudos com S. aureus ja evidenciaram que o fenétipo de células no ambiente de
biofilmes (células sésseis) é distinto das células livres no meio (planctonicas). Tais diferencas
se refletem no metabolismo e em outras fun¢des fisioldgicas das bactérias, devido & expressao
diferencial de genes entre células planctonica e sésseis (Otto, 2018). Durante o desenvolvimento
do biofilme, células bacterianas podem se destacar desses dispositivos, levando a infeccdes em
sitios vitais, como € o caso da bacteremia, principalmente no caso do uso de cateter endovenoso

central, e da pneumonia relacionada ao uso de ventilagdo mecénica (Figueiredo et al., 2017,



Ciandrini et al., 2020). Esse é um problema de interesse mundial, por ser muito atrelado a
promocao de infecgdes secundarias, que se estabelecem em pacientes ja acometidos por outras
doencas, como por exemplo, a Influenza e a COVID-19, podendo S. aureus ser a causa de

muitas mortes nesses cenarios (Cusumano et al., 2020).

Além de se aproveitar da quebra de barreira epitelial, S. aureus também pode, por si s,
adentrar os tecidos, utilizando, por exemplo, a a-toxina para promover a clivagem de moléculas
E-caderinas (importantes na adesdo célula-célula) e assim, impactando as juncbes e
citoesqueleto de actina das células do hospedeiro. A a-toxina é uma proteina formadora de
poros, fazendo citolise de diversas células, entre elas os leucdcitos e hemacias, e sua acéo se da
a partir da ativacdo de receptores ADAM10, que possuem os dominios metaloprotease e
desintegrina. Desintegrinas sdo potentes inibidores da agregacdo de plaquetas e da adesdo

celular integrina-dependente (Inoshima et al., 2012; Berube e Wardenburg, 2013).

Infecgdes iniciais podem evoluir e adquirir carater sistémico a partir da invasdo da
corrente sanguinea, mediada por proteinas que promovem invasdo de células endoteliais, e
facilitada por mecanismos de escape do sistema imune. Entre 0s mecanismos de escape em S.
aureus podemos citar proteases, inibidores de quimiotaxia e de fagocitose, inibidores de acao
do complemento e de ligacdo a anticorpos, além de moléculas capazes de neutralizar as espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (Gimza et al., 2019; de Jong, van Kessel e van Strijp, 2019;
Cheung, Bae e Otto, 2021).

Nesse cenario de evasdo das estratégias de defesa do hospedeiro, as proteases
apresentam diferentes funcdes, podendo neutralizar os peptideos antimicrobianos e 0s
componentes opsonizantes do sistema imune. Entre essas estdo as proteases V8, serino-
proteases SpIABCDEF, cisteina proteases scpA, metaloprotease aureolisina e staphopain (sspb
e sspC; Gimza et al., 2019). A aureolisina € uma metaloprotease capaz de clivar o componente
C3 do sistema complemento, de maneira dependente de zinco, e estudos sugerem que essa
proteina age de forma a mimetizar a acao das C3 convertases que convertem o C3 em C3a’ e
C3b’. Essa fungdo mimética da aureolisina ¢ provocada pela similaridade entre o sitio de
clivagem da aureolisina e o sitio de acdo da C3 convertase, que diferem em apenas dois
aminoacidos. Além disso, a aureolisina é importante para a degradagdo e consequente
inativacao da catelicidina LL-37, que tem importante papel na resposta contra os S. aureus (de
Jong, van Kessel e van Strijp, 2019). As serino-proteases sdao importantes moléculas que
participam da maturacdo de outros produtos microbianos importantes para a viruléncia (Paharik

et al., 2016). A contribuigdo da serino-protease D para a patogénese de S. aureus ainda € pouco



elucidada, porém acredita-se que tais proteinas possam modular proteinas hospedeiras
importantes para a patogénese bacteriana a partir de protedlise. Foi também sugerido que tal
protease poderia atuar na hidrdélise de receptores olfativos, contribuindo para a persisténcia dos
estafilococos nas narinas em conjunto com outros componentes do operon splABCDEF
(Zdzalik et al., 2013).

Adicionalmente, S. aureus produzem nucleases que podem clivar as NETs produzidas
por neutrofilos (Foster et al., 2014; Herzog et al., 2019), caracterizando um importante
mecanismo de evasdo do sistema imune. Ja o gene spa, que codifica a proteina A de superficie
de S. aureus, também pode promover a evasdo do sistema imune, a partir da sua ligagéo a regido
Fc das 1gGs (Imunoglobulinas G), o que promove a inibicdo dos processos de opsonizagéo e
fagocitose do hospedeiro. Além disso, a proteina A também atua como superantigeno de
linfécitos B ao se ligarem a porcdo Fab das IgMs (Goodyear e Silverman, 2003; Cheung, Bae
e Otto, 2021).

Entre as diversas leucocidinas de S. aureus, uma das mais estudadas é a leucocidina de
Panton-Valentine (Panton-Valentine Leukocidin, PVL), que é formada por um sistema de dois
componentes codificados pelos genes lukS-PV e lukF-PV. O componente S reconhece um
receptor de quimiocinas, recrutando o componente F, levando a dimerizacdo das duas
subunidades e, finalmente, a formac&o de poros na membrana da célula hospedeira (Alonzo e
Torres, 2014). Outra estratégia utilizada por algumas cepas de MRSA é a producdo de uma
microcapsula polissacaridica que impede a opsonizacdo e acdo do sistema complemento,
estando, porém, ausente em diversos clones epidemiologicamente importantes, como no clone
norte-americano USA300 (Mohamed et al., 2019). Proteinas como a Molécula Estafiloctcica
Ligadora de 1gG Shi (Staphylococcal binder of immunoglobulin) e a Proteina Homoéloga a
Superantigeno Estafilococico SSL10 (Staphylococcal superantigen-like 10) participam no
escape do sistema imune, por possuirem como foco a ligacao na porcéo Fc das IgGs, prevenindo

a fagocitose opsonica (Nasser et al., 2019).

Outra interessante tatica de evaséo € a producdo da Proteina Estafilococica de Inibicao
ao Complemento SCIN (Staphylococcal Complement Inhibitor), codificada pelo gene scn, que
inibe todas as trés vias de ativacdo do sistema complemento. Isso acontece pelo fato desta
proteina atuar na ligacao, estabilizacdo e inibicdo da C3 convertase, esta ultima importante na
conversdo de C3 em C3b. Logo tal mecanismo impede tanto a deposicdo de C3b como também
a formacdo de C5a, um componente importante do sistema complemento que possui agao

guimiotatica (Sultan et al., 2018). O escape de neutrofilos e suas espécies reativas de oxigénio
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acontece devido a varios componentes bacterianos, entre eles a superéxido-dismutase (SOD),
a qual converte o ion superdxido em oxigénio e perdxido de hidrogénio, a catalase (Cat), que
tem como alvo o peroxido de hidrogénio e a alquil hidroperdxido redutase, esta Gltima formada

pelas subunidades AhpC e AhpC, que reduz o perédxido organico (Cheung, Bae e Otto, 2021).

No curso de infeccbes por MRSA podem entrar em agdo alguns componentes
bacterianos tdxicos, por exemplo as enterotoxinas que atuam como superantigenos, ativando
inespecificamente células T e levando a hiperinflamacdo por liberacdo excessiva de citocinas.
As enterotoxinas produzidas por S. aureus, como a enterotoxina P, sdo as responsaveis por
casos de intoxicacdo alimentar por essa bactéria. Tal intoxicacdo acontece a partir da ingestao

de toxinas j& pré-formados em alimentos mal conservados.

Os mecanismos pelos quais as enterotoxinas causam émeses tém sido desvendados mais
recentemente (Hu et al., 2007; Ono et al., 2019). Estudos de ensaios eméticos realizados com
saguis demonstraram que 0s mastdcitos da submucosa do trato gastrointestinal e a histamina
desempenham papéis criticos na emese induzida pela Enterotoxina A (SEA) nesses animais
(Ono et al. 2019). Portanto, a partir desses estudos foi demonstrado que a ligacdo direta dessa
enterotoxina com mastécitos induz a liberacdo de histamina, que atua contra o nervo
serotoninérgico e/ou outro nervo vago. Adicionalmente, os estudos indicaram que tal
estimulagdo poderia ser transmitida ao centro do vomito, causando reflexo de vémito. Além
disso, esse mesmo grupo de autores ja havia demonstrado que o aumento de serotonina pelos
mastocitos também desempenha um papel importante na transmissdo da estimulacdo emética
no nervo vago aferente ou no sistema nervoso central (Hu et al., 2007, Ono et al., 2019).
Também parece possivel que a liberacdo aumentada de citocinas poderia, da mesma forma,
contribuir para o aumento de serotonina, e consequente inducdo do vomito (Hu e Nakane,
2014). E importante ressaltar que o gene que codifica a enterotoxina P (sep) faz parte de um
elemento genético mdvel de origem fagica conhecido como Cluster de Evasdo Imune (Immune
Evasion Cluster, IEC), juntamente com 0s genes chp, sak, scn e sea (Ahmadrajabi et al., 2017),
que codificam, respectivamente, para as Proteinas de Inibicdo de Quimiotaxia (Chemotaxys
Inhibitory Protein, CHP), Estafiloquinase, Proteina Inibidora de Complemento (Staphylococcal
Complement Inhibitor, SCIN) e Enterotoxina A. Diferentes combinag¢Ges desses genes podem

ser encontradas dentro do IEC carreados por diferentes cepas.

S. aureus também produzem diversas modulinas fenol-soluveis (Phenol-soluble
modulins, PSM). PSMs podem atuar formando poros na membrana de células de defesa levando

a lise, auxiliar na sobrevivéncia bacteriana dentro de fagocitos e, ainda, desempenhar um papel
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na arquitetura e no destacamento do biofilme (Fogel e Wardenburg, 2022). Ja a toxina da
sindrome do choque toxico (TSST1) estimula a producdo exacerbada de IL-1, IL-2 e TNF-a,
por ser um potente superantigeno, sendo sua ocorréncia uma potencial ameaca pois pode
agravar os quadros de infeccOes invasivas por S. aureus, levando a uma sindrome conhecida
como Sindrome do Choque Toxico, a qual pode levar o individuo a morte em poucos dias. Os
superantigenos enterotoxinas B e C também podem levar a uma sindrome semelhante
(Schlievert e Davis, 2020). A tabela a seguir (Tabela 1) resume os principais fatores de

viruléncia de S. aureus citados anteriormente.

Tabela 1 - Fatores de viruléncia e evasdo importantes de Staphylococcus aureus

FUNCAO FATOR DE VIRULENCIA GENE CODIFICANTE
Adeséo Fator Clumping clfA e clfB

Adeséo FnBPs (Fibronectin binding fnbA e fnbB

proteins)
Adeséo CNA (Collagen binding protein) cna
Adeséo; biofilme; modulagéo Proteinas de superficie G e X SasG, SasX
imune
Biofilme Proteinas de adeséo intercelular icaR, icaA, icaD, icaB, icaC

Exoenzima; modulacdo imune

Exoenzima; modulagdo imune

Protease V8

Serino-proteases splABCDEF

SSpA

splA, spIB, spIC, spID, splE, splF

Exoenzima; modulagéo imune Staphopain sspB e sspC
Exoenzima; modulagdo imune Cisteino-protease SCpA SCPA
Exoenzima; modulacgdo imune Metaloprotease aureolisina aur
Exoenzima; modulagéo imune Termonuclease nuc nuc
Exotoxina; modulagéo imune SpA (Staphylococcal protein A) spa

Exotoxina; modulagdo imune

PVL (Panton-Valentine

lukS-PV e lukF-PV

leukocidin)
Exotoxina; modulacéo imune PSMs (phenol-soluble modulins) locus psma
Exotoxina; modulacéo imune a-toxina hla
Exoenzima; modulagdo imune Estafiloquinase sak
Modulacdo Imune CHP (Chemotaxys Inhibitory chp

Protein)
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Modulagéo Imune Microcapsula -

Modulacdo imune Shi (Staphylococcal binder of sbi
immunoglobulin)

Modulacdo Imune Superoxido-dismutase sod

Modulacdo Imune Catalase cat

Modulacdo Imune CHP (Chemotaxys Inhibitory chp
Protein)

Modulacdo Imune SCIN (Staphylococcal scn

Complement Inhibitor)

Exotoxina Enterotoxina P sep

Exotoxina SSLs (Staphylococcal set
superantigen-like proteins)

Exotoxina Enterotoxina A sea
Exotoxina TSST-1 (toxic shock syndrome tsst-1
toxin-1)

Os fatores de viruléncia sao finamente regulados por diversos mecanismos, muitos deles
pouco elucidados. Porém, um dos mais importantes componentes dessa rede regulatoria é o
sistema Agr (Accessory gene regulator). Este sistema é acionado em alta densidade
populacional bacteriana, devido ao acUmulo do peptideo autoindutor do sistema Agr
(Autoinductor Peptide, AIP), promovendo a regulacdo positiva de diversos genes como 0s que
codificam proteases extracelulares, enterotoxinas e PSMs. A funcdo regulatéria do Agr é devido
a proteina transcricional AgrA que controla, por exemplo, os PSMs, e ao RNAIII, que atua
inibindo Rot (um repressor de toxinas), levando entdo ao aumento de exoproteinas.
Adicionalmente, o RNAIII pode se ligar diretamente a0 RNA mensageiro inibindo a sua

traducdo, como ocorre com o0 gene spa, que codifica a proteina A (Le e Otto, 2015).

1.5 Estrutura populacional de MRSA

Uma caracteristica importante dos MRSA ¢ a estrutura clonal de sua populagéo.
Acredita-se que alguns clones sejam melhor adaptados sob determinadas condic¢Ges (ex.:
geograficas, determinados nichos do hospedeiro, faixa etaria dos pacientes etc.), predominando
em determinados contextos (Faccone et al., 2014; Botelho et al., 2019; Takadama et al., 2020;

Viana et al., 2021). De forma a caracterizar as linhagens/clones de MRSA e compreender seus
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mecanismos evolutivos, sdo utilizadas algumas técnicas moleculares. A mais aceita atualmente
é a tipagem de sequenciamento de multilocus (Multilocus Sequence Typing, MLST). Esse
método se baseia na analise de parte da sequéncia de nucleotideos de sete genes constitutivos
dessa espécie bacteriana (Enright et al., 2000). Ao perfil alélico Unico dessas sete sequéncias &
assinalado uma sequéncia-tipo (ou Sequence-type, ST). Complexos clonais (CC) s&o definidos
como grupos de ST onde cada ST compartilha pelo menos cinco dos sete alelos idénticos com
pelo menos um outro ST deste grupo (Figura 1). Ao diferenciar e agrupar amostras de MRSA
geneticamente proximas, o MLST permite algumas inferéncias ao estudo epidemiologico da
propagacdo desses microrganismos. Essa técnica, portanto, exige a amplificacdo, atraves da
técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR) ou WGS dos
fragmentos dos sete genes, seguido de sequenciamento genético e analise dos polimorfismos.
Porém, € preciso salientar que cepas pertencentes a clones diferentes podem apresentar o
mesmo ST. Assim, outras técnicas sdo necessarias para caracterizar os clones, diferenciando

amostras de um mesmo ST, e assim permitir uma avaliagdo epidemiolégica mais apurada.

USA1100 EMRSA-16
CC30

Figura 1 - Esquema representativo da organizacao das principais Sequéncias-tipo (ST) agrupadas em Complexos
Clonais (CC) de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina. CC= complexo clonal; ST= sequéncia-tipo;
EMRSA = Epidemic Meticillin-resistant Staphylococcus aureus, BEC = Brazilian Epidemic Clone.
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Por esse motivo, juntamente com o MLST é realizada frequentemente a tipagem do
SCCmec, de forma a melhor diferenciar as linhagens de MRSA. A tipagem do SCCmec
usualmente se faz através da técnica de PCR, utilizando como alvo elementos especificos
presentes no SCCmec. Adicionalmente, pode-se associar o MLST e a tipagem do SCCmec a
tipagem do gene spa, que codifica a proteina A. Sua tipagem se baseia no sequenciamento e
andlise dos polimorfismos de uma regido de repeticdo presente na sua regido codificante
(Frénay et al., 1996). Apesar da associacdo dessas trés técnicas serem muito utilizadas para a
discriminacdo dos MRSA, em determinados casos, somente 0 sequenciamento completo de
genomas (Whole-genome sequencing, WGS) apresenta uma resolucdo mais acurada das
linhagens envolvidas em determinados surtos, principalmente quando clones distintos

apresentam o mesmo tipo de MLST e de SCCmec (Beukers et al., 2020).

Apesar de as amostras de MRSA estarem frequentemente associadas aos hospitais e
outros servigos de atencdo a salde, as cepas resistentes a meticilina também causam infeccbes
em individuos sadios, fora de instituicdes de saude. De acordo com o0 CDC, pode-se definir uma
infeccdo como comunitaria quando a amostra de MRSA ¢ isolada com menos de 48 h apos a
admissdo hospitalar, ndo havendo histérico nos 12 meses anteriores a hospitalizacdo de
cirurgias, uso de cateteres permanentes ou de dispositivos médicos percutaneos, residéncia
numa instituicdo de salde a longo prazo, diélise, cultura prévia de MRSA, ou visitas
ambulatoriais frequentes. Em casos que ndo se enquadrem nesta definicéo, a infeccéo é definida
como hospitalar ou associada aos cuidados a saude (Henderson e Nimmo, 2018). Desta forma,
MRSA podem ser classificados como HA-MRSA (MRSA associados aos hospitais ou
relacionados & assisténcia a satde ou Healthcare-associated MRSA) ou CA-MRSA (MRSA
adquiridos na comunidade ou Community-associated MRSA). As linhagens tipicas de CA-
MRSA podem, com certa frequéncia, se disseminar também em hospitais, causando infeccdes
(Silva-Carvalho et al., 2009). Porém, linhagens hospitalares classicas, que frequentemente
apresentam mudltipla resisténcia aos antimicrobianos, raramente sdo observadas causando

infeccdes em individuos sadios da comunidade (Figueiredo, 2017).

Existem varias diferencgas fenotipicas, epidemioldgicas e genéticas entre linhagens de
HA-MRSA e CA-MRSA. CA-MRSA usualmente possuem os genes lukS-PV e lukF-PV (que
codificam a leucocidina PVL), s&o normalmente suscetiveis a antimicrobianos nao p-lactamicos
e carreiam, tipicamente, SCCmec tipos IV ou V (Kateete et al., 2019). Entre o0s CA-MRSA
mais frequentemente isolados podemos citar as linhagens ST30(CC30)-SCCmeclV e
ST8(CCB8)-SCCmeclV (relacionados aos clones conhecidos como USA1100 e USA300;
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respectivamente). Linhagens carreando PVL tém sido associadas as pneumonias e outras
infeccdes necrotizantes (David e Daum, 2017).

Cepas de HA-MRSA, por sua vez, raramente carreiam os genes codificantes paraa PVL.
Dentre as linhagens de HA-MRSA mais disseminadas no mundo encontram-se ST5(CC5)-
SCCmecll, ST5(CC5)-SCCmeclV e ST239(CC8)-SCCmeclll, relacionadas aos clones
USA100 (clone New York/Japan), USA800 (clone Pediatrico) e clone Epidémico Brasileiro
(BEC); respectivamente). Ao contrario de CA-MRSA, cepas de HA-MRSA sdo,
frequentemente, resistentes a agentes antimicrobianos ndo [-lactamicos, como 0s
aminoglicosideos, macrolideos, lincosamidas e fluoroquinolonas. Além disso, carreiam
principalmente SCCmec tipos I, 11, ou I1l e podem causar infec¢cdes mais graves como infeccoes

na corrente sanguinea (Kateete et al., 2019).

Globalmente, as bacteremias provocadas por S. aureus sdo causadas em grande parte
por cepas resistentes a meticilina, o que dificulta o tratamento e diminui a taxa de sobrevivéncia
nesse tipo de infecgdo (Hassoun, Linden e Friedman, 2017). As infeccfes na corrente sanguinea
levam, ndo raramente, a infec¢des sistémicas graves e de dificil resolucdo, como a endocardite,
sepse, osteomielite e choque séptico (Van Hal et al., 2012). Infec¢es por MRSA sdo mais raras
em paises industrializados e com forte vigilancia epidemioldgica e hospitalar, como Dinamarca,
Noruega e Suécia, ainda que seja observada uma tendéncia de crescimento do nimero de casos
de bacteremia causados por S. aureus ao longo dos anos (Laupland, 2013; Paulsen et al., 2015;
Thorlacius-Ussing et al., 2019; Eriksson et al., 2019). Por exemplo, no condado de Nord-
Trondelag, na Noruega, entre 0s anos 1996 e 2011, a prevaléncia de MRSA em bacteremias
causadas por S. aureus foi de apenas 0,8% (Paulsen et al., 2015). No entanto, a situacdo é
diferente em muitos paises menos industrializados. Chile, Venezuela e Peru, por exemplo, tém
porcentagens de MRSA em infec¢des da corrente sanguinea causadas por S. aureus que variam
de 40 a 57%, enquanto o Brasil apresentou a maior taxa da América Latina no mesmo estudo,

com prevaléncia de 62% de MRSA em amostras de bacteremia (Arias et al., 2017).

1.6 O Complexo Clonal 5 (CC5)

As amostras CC5 tém aumentado em incidéncia em diferentes regiées do mundo (Gu et
al., 2020; Tkadlec et al., 2021), inclusive no Rio de Janeiro, como apontado em um estudo
recente conduzido pelo nosso grupo (Viana et al., 2021). Dentre as amostras pertencentes ao

CC5, as mais frequentes pertencem a linhagem ST5-SCCmecll (relacionadas ao clone New
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York/Japan) e ST5(CC5)-SCCmeclV (relacionada ao clone Pediatrico; Roberts et al., 2000;
Enright et al., 2002; Melo et al., 2004). O clone Pediatrico foi inicialmente identificado em uma
unidade pediatrica, em Portugal, por isso recebeu essa denominacao. Desde entdo, vem sendo
encontrado em Varios outros paises, inclusive no Brasil (Sa-Ledo et al., 1999; Roberts et al.,
2000; de Miranda et al., 2007; Sousa-Junior et al., 2009, Viana et al. 2021). Além dos
SCCmecll e IV, cepas ST5 podem tambem carrear outros tipos de SCCmec como os tipos | e
V (Challagundla et al., 2018).

A partir de 1998, surgiram relatos de amostras pertencentes ao ST105, uma linhagem
também pertencente ao CC5 e que parece ter se originado a partir do ST5 (Challagundla et al.,
2018). Quando classificados pela MLST, a unica diferenca entre as amostras ST105 e ST5 é
uma mutacdo pontual no alelo ygiL (Blanc et al., 2007; Read, T. D., et al. 2020; Ferreira et al.
2021). Por ser uma linhagem que surgiu mais recentemente, pouco se conhece sobre as cepas
ST105. No entanto, dados recentes apontam para a sua ampla disseminagdo em hospitais da
cidade do Rio de Janeiro, predominando em amostras isoladas de infec¢cbes na corrente

sanguinea (Viana et al., 2021).

Estudos filogenéticos e analises genémicas trouxeram possiveis evidéncias sobre o
caminho evolutivo tracado por cepas pertencentes ao CC5. Ao longo da evolugao que originou
as cepas ST105 a partir de um ancestral ST5, alguns fatores de viruléncia como o gene que
codifica a enterotoxina P (sep) e 0 gene da serino-protease D (spID) foram perdidos. No entanto,
0 ST105 adquiriu o fendtipo de resisténcia as fluoroquinolonas (Challagundla et al., 2018,
Viana et al., 2021). Segundo Viana e colaboradores (2021) e Challagundla e colaboradores
(2018), a perda do gene sep, mesmo na presenca de outros genes do IEC, foi anterior a
diversificacdo das ST5 em ST105, sendo ausente em uma subpopulacéo de ST5, e sua perda foi
mantida em toda populacdo ST105 que se sucedeu a diversificacdo clonal do ST5 para ST105.
Ja o gene para a serino-protease D (spID) € encontrado compondo o operon splABCDEF de
forma intermitente ao longo da evolugéo das ST5 e parece ter sido definitivamente excluido do
genoma acessorio das ST5-MRSA por um ancestral préximo ao da diversificacdo do clone
ST105 (Viana et al., 2021). E possivel que a perda desses fatores de viruléncia citados esteja
associada a uma vantagem adaptativa das cepas ST105, o que permanece por ser estudado
(Viana et al., 2021).
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2 JUSTIFICATIVA

Um estudo anterior de nosso grupo de pesquisa (Viana et al, 2021), realizado com 600
amostras de MRSA, teve como objetivo promover um painel multicéntrico sobre a
epidemiologia molecular de MRSA na Regido Metropolitana do Rio de Janeiro, bem como uma
andlise filogenética e evolutiva das cepas CC5, predominantes na Regido. Tais amostras foram
isoladas de 2014 a 2017, a partir de 51 hospitais localizados nessa Regido, e obtidas de sangue,
outros sitios de infeccdo e colonizacdo nasal. A partir dos dados de Viana et al. (2021) foi
possivel constatar que cepas da linhagem ST239-SCCmeclll (BEC), as quais anteriormente
foram caracterizadas como as mais prevalentes nos hospitais brasileiros, foram substituidas por

cepas CC5, independentemente do sitio clinico ou hospital analisado.

Analisando por origem clinica as amostras classificadas como CC5, Viana et al. (2021)
relataram que trés principais linhagens encontradas no sangue foram ST105-SCCmecll
(54,7%), ST5-SCCmecll (29,4%) e ST5-SCCmeclV (25,6%). Buscando desvendar os eventos
evolutivos que ocorreram durante a evolugdo das amostras CC5, e que levaram a origem e
possivel especializacdo das cepas ST105-SCCmecll para causar infecgdes na corrente
sanguinea, foram realizadas, por aqueles autores, analises genémicas e filogendmicas de 180
amostras CC5. Essas analises gendmicas apontaram algumas caracteristicas das cepas ST105
brasileiras (denominadas clone RdJ na publicagéo citada) como:

a) uma mutacao pontual ndo-sindnima no gene aur (que codifica a metaloprotease aureolisina);
b) auséncia de spID (que codifica a serino-protease D),
c) auséncia de sep (que codifica o superantigeno enterotoxina P).

Além disso, os autores observaram que cepas ST105-SCCmecll isoladas no Rio de
Janeiro resistiram mais a fagocitose em ensaios utilizando mondcitos da linhagem THP-1, além
de apresentarem taxas de sobrevivéncia aumentada ap0s interacdo com as células monociticas,
guando comparadas com ST5-SCCmeclV e ST5-SCCmecll (Viana et al., 2021). Embora as
alteracOes genéticas citadas remontem a historia da evolugdo do clone ST105 brasileiro, seu
impacto na epidemiologia e na sua prevaléncia em infeccbes na corrente sanguinea é
desconhecido. Através da estratégia de clonagem molecular, é possivel comparar cepas
isogénicas que diferem apenas pela presenca ou auséncia de um determinado gene, ou que
apresentem diferentes alelos, no caso do aur, e assim analisar o papel desses determinantes na

capacidade de evasdo do sistema imune do clone ST105-SCCmecll de MRSA.
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3 OBJETIVOS

O principal objetivo deste estudo — o qual € parte do projeto de Tese de Doutorado de
Alice Slotfeldt Viana, cujos experimentos foram realizados sob a supervisédo e coorientacdo da
mesma — consistiu em pesquisar uma possivel vantagem da perda do gene splID, por cepas do
clone RdJ (ST105-SCCmecll), nas infecgdes de corrente sanguinea. Para abordar essa questao,
escolhemos pesquisar determinados aspectos da evasao do sistema imune que sdo importantes

na defesa contra infeccdes na corrente sanguinea, utilizando as seguintes estratégias:

a) Analisar um possivel papel da SplD na sobrevivéncia de amostras clinicas (SpID
negativas ou SplID positivas), e ainda de cepas isogénicas MW2D (SplID positiva) e
MW2B (SpID negativa), frente aos peptideos antimicrobianos catelicidina humana LL-
37 (produzida por neutrofilos e macrofagos) e a defensina hNP-1 (produzida por

neutrofilos e mondcitos).

b) Awvaliar um possivel papel da SpID na fagocitose por mondcitos THP-1 utilizando as
cepas isogénicas MW2B (SplID negativa) e MW2D (SpID positiva), e ainda a SplD

recombinante.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Selecao das amostras bacterianas utilizadas neste estudo
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Figura 2 — Arvore filogenética das amostras pertencentes a0 Complexo Clonal 5 coletadas, sequenciadas e
incluidas no estudo de Viana e colaboradores (2021).

No estudo de Viana e colaboradores (2021), foi descrita a distribuicdo em uma arvore
filogenética das amostras CC5 coletadas no Rio de Janeiro que foram sequenciadas pelo nosso
grupo (Figura 2). Dessa forma, verificamos que na clade filogenética mais basal (CC5-Basal)
se agrupam as amostras da que possuem SCCmeclV, como a linhagem ST5-SCCmeclV. Jauma
parte das amostras ST5-SCCmecll, com perfil multirresistente, se agrupam na clade CC5-11 A
e as ST105-SCCmecll surgem por diversificacdo das ST5-SCCmecll na clade CC5-11 B. Com
base nessa distribuicdo, foram selecionadas, no trabalho citado, 2 amostras representativas de
cada linhagem que se agrupavam em cada uma das clades citadas, para a realizacao dos ensaios

de fagocitose. Tendo em vista os resultados obtidos e validados, foram utilizadas neste estudo
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uma amostra de cada linhagem, dentre as duas utilizadas para os ensaios de sobrevivéncia aos

peptideos antimicrobianos pelo estudo anterior (Tabela 2).

Tabela 2 - Amostras bacterianas selecionadas para o ensaio de sobrevivéncia na presenca de hNP-1 e catelicidina
humana LL-37.

Linhagem Amostra Origem Clinica
ST5-SCCmeclV? CR14-026 Swab nasal
ST5-SCCmecll CR15-071 Swab nasal
ST105-SCCmecll CD16-016 Sangue

a8ST — Sequence Type obtido por Multilocus Sequence Typing (MLST); SCCmec — Staphylococcal Cassette
Chromosome mec

Além das cepas clinicas selecionadas, as cepas isogénicas MW2D (spID positiva) e
MW?2B (spID negativa) (Cortes et al. 2021) foram também analisadas, a fim de avaliar um
possivel papel da serino-protease D na susceptibilidade das amostras aos peptideos
antimicrobianos. Essas amostras foram manipuladas geneticamente em nosso laboratorio,
através da estratégia de clonagem molecular, conforme descrito anteriormente por Cortes et al.
(2021). Os procedimentos descritos seguir foram realizados em etapa anterior da pesquisa do
nosso grupo e foram incluidos neste estudo para entendimento da construcdo das amostras

mutantes utilizadas nesta etapa da pesquisa.

4.2 Construcao das amostras mutantes isogénicas contendo ou nédo o gene splD

As amostras mutantes foram obtidas a partir da transformacéo por eletroporagdo da
amostra selvagem MW2, que é relacionada ao clone USA400 [linhagem ST1(CC1)-
SCCmeclV], e apresenta todos 0s genes do operon spl (SpIABCEF), exceto o gene spID, sendo
portanto um nocaute natural para splD. A cepa MW2B é a amostra derivada da cepa MW?2,
porém contendo o vetor pCNB vazio. O vetor pCNB corresponde ao vetor pCN49 no qual foi
clonado um promotor de expressao Poiaz (PCN49:Phiaz). Ja a cepa MW2D € um clone isogénico
da M2WB, na qual foi clonado o pCN49:Puiaz-spID, ou seja, possui 0 gene splD clonado no
PCN49 (pCN49-spID ou pCND). O fragmento genético correspondente a sequéncia do gene
splID foi obtido a partir da amostra 08-28 (relacionada ao clone USA400; parte da colecéo de
culturas do Laboratorio de Biologia Molecular de Bactérias, IMPG/UFRJ) por reagdo em cadeia

da polimerase (PCR) e clonado no plasmideo de expressdo pCN49. O pCN49 foi obtido a partir
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da cepa de S. aureus RN9610, cedida pelo pesquisador Dr. Richard Novick, e € um plasmideo
vetor com marcador de resisténcia para a eritromicina (Charpentier et al., 2004). Apds
amplificagdo por PCR do promotor Ppiaz, conforme protocolo de Charpentier et al. (2004) este
inserto foi clonado primeiramente no vetor pGEM, sendo o plasmideo recombinante inserido
em células de E. coli DC10B. Essa etapa € importante uma vez que, por conta de uma mutagao
no gene codificador de dam-metilase nas DC10B, a subclonagem nas células de S. aureus é
facilitadas por conta da ndo metilacdo do DNA exdgeno, que falha em ativar o sistema de
restricdo e modificagdo. Apos isso, 0 inserto Puiaz foi enfim retirado do pGEM e inserido no
plasmideo pCN49, originando o vetor de expressao pCN49B. A clonagem do gene spID no
PCN49B ocorreu a partir dos mesmos passos utilizados para a clonagem do promotor Ppiaz, €
tal plasmideo passou a ser chamado de pCND (Bandeira, 2016).

4.3 Preparo dos inéculos bacterianos

Para a realizacdo dos experimentos, as amostras bacterianas foram cultivadas em meio
solido tripticaseina de soja (Trypticase Soy Agar; TSA; Isofar, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a
partir de um estoque de cultura pura mantido a -80 °C em meio de cultura TSB (Trypticase Soy
Broth; TSB; Isofar, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) acrescido de glicerol para uma concentracao
final de 10%. Apds incubacdo por 18 h a 37 °C, aproximadamente 2 a 3 coldnias foram
transferidas para tubos de ensaio contendo 3 mL de caldo infus&o de cérebro e coracéo (Brain-
Heart Infusion; BHI; Isofar, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Apés incubagéo sob agitacdo (250 rpm)
por 18 h a 37 °C, a cultura bacteriana em fase estacionaria foi diluida em novo tubo contendo
caldo BHI até que fosse atingida a densidade éptica a 600 nm (DOeoo) igual a 0.08. Desse tubo
foi retirada uma aliquota necesséria para que se atinja 0 namero de células adequado para o
ensaio (2x10°), que foi avolumado em 1 mL de tampao fosfato de potassio 10 nM pH 7,4 em
eppendorf e centrifugado a 6000 rpm durante 5 minutos. Em seguida, o pellet foi ressuspenso
em 1 mL de PBS, obtendo-se assim uma suspensdo bacteriana contendo aproximadamente
2x10° UFC/mL. As suspensdes bacterianas foram utilizadas nos ensaios descritos a seguir

(susceptibilidade a peptideos antimicrobianos e ensaio de fagocitose).

4.4 Sobrevivéncia bacteriana na presenca de hNP-1 e LL-37

Tendo em vista os resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, que demonstraram
que as bactérias da linhagem ST105-SCCmecll sobreviveram mais do que bactérias ST5-

SCCmecll e ST5-SCCmeclV no sobrenadante das culturas de interagdo com mondcitos THP-1
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(Viana et al., 2021), e considerando que esse efeito pode ser devido ndo somente a resisténcia
a fagocitose aumentada das cepas ST105-SCCmecll, mas também a uma menor suscetibilidade
aos peptideos antimicrobianos, achamos importante testar a sobrevivéncia dessas linhagens
bacterianas na presenca desses peptideos purificados. E sabido, por exemplo, que a aureolisina,
uma importante metaloprotease de S. aureus, atua na inativacéo de peptideos antimicrobianos,
como a catelicidina LL-37 (Chavakis, Preissner e Herrmann, 2007) e, portanto, atua facilitando
a evasdo bacteriana. Em estudos anteriores de nosso grupo foi observado que a aureolisina das
cepas ST105-SCCmecll, que se expandiram na cidade do Rio de Janeiro, apresenta uma
substituicdo de aminoacido, no sitio de reconhecimento da protease, que poderia eventualmente
afetar tal mecanismo aumentando ou diminuindo tal reconhecimento (Viana et al. 2021).

As taxas de sobrevivéncia em presenca de concentracdes variadas de hNP-1 e LL-37
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foram calculadas através da inoculacao das bactérias em
solucBes contendo os peptideos antimicrobianos seguida da determinagdo de bactérias
sobreviventes, apds o periodo de incubacdo, conforme preconizado por Pérez-Montarelo et al.
(2017) e Kraus et al. (2008).

As bactérias foram cultivadas em caldo BHI e as suspensdes bacterianas foram
preparadas conforme acima (Item 4.3). Aliquotas de 20 uL das suspensdes bacterianas foram
inoculadas em tubos tipo Eppendorf contendo 20 uL de solucdo dos peptideos antimicrobianos
em diferentes concentracdes. As concentragcdes necessarias para o ensaio foram definidas a
partir de diversos experimentos pilotos anteriores feitos com ambos os peptideos, que
demonstraram faixa de concentracdo Otima de 1,25 g/mL a 20 pg/mL em solugdo tampao
fosfato de potéssio 10 nM pH 7,4 no caso da defensina hNP-1 ¢ de 0,5 ug/mL a 4 pg/mL para
a catelicidina LL-37.

As culturas bacterianas foram ainda inoculadas em tubos controle contendo apenas o
tampdo, sem os peptideos antimicrobianos. As bactérias foram mantidas em contato com o0s
peptideos durante 2 h a 37°C e apds incubacao duas aliquotas de 10 puL de cada tubo de reagdo
foram retiradas, diluidas e semeadas por spots para contagem de colonias das bactérias
sobreviventes através de determinacdo da concentragdo de UFC/mL. O mesmo procedimento
foi realizado para os controles sem os peptideos. Cada experimento foi realizado com duas
réplicas bioldgicas, e para cada réplica duas determinacbes de UFC/mL foram realizadas
(réplicas técnicas). Apos a realizacdo dos testes com diferentes concentragdes dos peptideos
antimicrobianos, foi calculada a concentragéo capaz de levar a morte de 50% da populagéo,

através de regressao ndo-linear (I1Cso).
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4.5 Ensaios de fagocitose

As células THP-1 sdo linhagens de células monociticas obtidas a partir do sangue de
uma crianca com leucemia aguda (Tsuchiya et al., 1980). Tal linhagem apresenta plena
capacidade fagocitica e ¢ amplamente utilizada em estudos de interacdo de células do sistema
imune com bactérias (Melehani et al., 2015). As células THP-1 foram cultivadas em garrafas
plasticas préprias para cultura de células contendo meio RPMI (Roswell Park Memorial
Institute 1640; LGC Biotechnologia, Cotia, SP, Brasil). As células foram mantidas em
incubacédo a 37 °C com 5 % de CO3, e foram realizadas duas passagens semanais dessas células

a uma concentragdo de 10° células/L até o momento dos experimentos.

Antes de cada ensaio, uma aliquota da cultura de células THP-1 foi retirada para
contagem em camara de Neubauer em microscopio optico com aumento de 100 vezes. A
quantidade de células necessaria para o experimento foi transferida para um tubo conico tipo
Falcon, o material foi centrifugado a 200 x g por 5 minutos e o pellet ressuspenso em meio
RPMI fresco, para uma concentracdo final de 2,5 x 108 células/mL. As suspensdes de células
foram mantidas por, no minimo, 1 ha 37 °C, 5 % de CO; e, em seguida, 5 x10° células em um
volume de 200 pL foram distribuidas em cada poc¢o de placas de 96 poc¢os de fundo chato para

a realizacdo dos ensaios de interagéo.

As cepas isogénicas MW2B (SplD negativa) e MW2D (SpID positiva) utilizadas neste
ensaio foram cultivadas em meio BHI e as suspens@es de células bacterianas padronizadas
conforme descrito no Item 4.3. Tais suspensdes foram tratadas com o marcador de fluorescéncia
Syto9, que marca o DNA intracelular (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA;
concentracdo final de 25 nM), por 15 min no escuro. Apds este periodo, as suspensdes
bacterianas foram centrifugadas e lavadas duas vezes com PBS estéril, a fim de retirar o excesso
de Syto9. Em seguida, o pellet de bactérias foi ressuspenso em 500 uL de PBS (concentragdo
final de 5x10" UFC/mL). Aliquotas de 50 Ul foram inoculadas nos tubos contendo 5 x 10°
células THP-1 por pogo, o que corresponde a Multiplicidade de Infec¢do (MOI) de 10, ou seja,

10 bactérias para cada célula THP-1.

Apdbs 30 mina 37°C, os tubos foram colocados em gelo, a fim de interromper o processo
de fagocitose. Em seguida, as culturas foram lavadas uma vez com PBS pH 7,4 (através da
adicédo de 500 uL de PBS, centrifugagdo a 6000 rpm e retirada de sobrenadante) e ressuspensas

no mesmo tampdo. Em seguida, essas suspensdes foram analisadas através de citometria de
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fluxo (FACSCalibur; Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA). Foram adquiridas 10.000
células THP-1 que apresentem a localiza¢do esperada no gate de aquisicéo celular (forward
scatter e side scatter gating), calculada segundo o controle, o qual foi composto de apenas
células THP-1 sem adi¢do de bactérias. A taxa de fagocitose foi normalizada para porcentagem
de células fagociticas fluorescentes (Syto9-positivas) em relacdo a populagdo total de células
THP-1 adquiridas.

4.5.1 Ensaios de fagocitose utilizando a proteina recombinante SpID

Tendo obtido os resultados dos ensaios de fagocitose utilizando as cepas isogénicas
mutantes spID-positiva e negativa (MW2D e MW2B), questionamos se a presenca da proteina
SpID na cultura de interacdo seria capaz de mimetizar o fen6tipo observado na cepa MW2D
(que apresenta o gene splID), quando aplicada na cultura de interacdo de mondcitos com a

bactéria que ndo apresenta o gene spID (MW2B).

Para isso, utilizamos a proteina SplD recombinante, purificada e comercialmente
disponivel (Cusabio Technology LLC, Houston, TX, USA) nas concentracdes de 50nM e 5nM.
A proteina purificada foi ressuspensa em glicerol a 20% em agua destilada (solucéo esterilizada
por filtracdo) para 9,8uM, conforme instrucbes do fabricante. Foram feitas as diluicdes
necessarias de forma a aplicar o mesmo volume de solugéo de SplD e perfazer as concentragdes
finais de 50nM e 5nM nas culturas de mondcitos e bactérias. Foi incluido um tubo de células

THP-1 em que foi aplicado igual volume do veiculo (glicerol 20% em agua destilada).

Neste ensaio, foi utilizada apenas a cepa MW2B. As células bacterianas inoculadas
foram marcadas por fluorescéncia e os mondcitos THP-1 foram cultivados conforme descrito
acima (item 4.3 e 4.5). A quantificacdo da taxa de fagocitose foi feita através de citometria de

fluxo.

4.6 Andlise estatistica

Os resultados obtidos nos ensaios de sobrevivéncia com os peptideos antimicrobianos
foram analisados comparando as cepas pertencentes as linhagens ST105-SCCmecll, ST5-
SCCmecll e ST5-SCCmeclV, bem como as mutantes MW2B e MW?2D, através de regressao
ndo-linear e calculo da ICsp (half maximal inhibitory concentrations). Os dados obtidos nos

ensaios de fagocitose foram analisados no programa FlowJo™ v10.8 Software (BD Life



25

Sciences). Os testes estatisticos foram realizados utilizando o programa computacional
GraphPad Prism verséo 9 (https://www.graphpad.com/) e o grau de confianca considerado foi
de 95% (0=0,05).


https://www.graphpad.com/
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5 RESULTADOS

5.1 Sobrevivéncia bacteriana na presenca dos peptideos antimicrobianos hNP-1 e LL-37

5.1.1 Comparacédo da sobrevivéncia de amostras clinicas pertencentes as linhagens
ST5-SCCmecll/1V e ST105-SCCmecll aos peptideos antimicrobianos

Os ensaios de sobrevivéncia bacteriana das amostras clinicas na presenca dos peptideos
antimicrobianos tiveram como objetivo comparar as amostras clinicas, pertencentes as
linhagens CC5 (SpID positivas e SpID negativas), quanto a taxa de sobrevivéncia em diferentes
concentracdes do peptideo, de modo a se calcular a concentracdo necessaria para eliminar 50%
da populacdo (ICso). Assim, 0 objetivo deste ensaio inicial foi avaliar um possivel papel da
proteina SpID na interacdo da bactéria com os peptideos antimicrobianos, os quais sdo liberados

pelas células do sistema imune durante um processo infeccioso natural na corrente sanguinea.

Analisando a quantificacdo em UFC/mL ap6s o tempo de exposicdo das amostras
bacterianas aos peptideos, verificamos que houve decaimento da populacéo bacteriana de forma
dose-dependente nas concentragdes utilizadas neste ensaio. Este decaimento pode ser visto nas
Figuras 2A, 2B e 2C, nas quais foram plotadas a concentracdao dos peptideos antimicrobianos
utilizados no ensaio (representados no eixo x) com a quantificacdo de UFC/mL apds interacdo
bacteriana com os peptideos (eixo y). Os valores de ICso para cada amostra foram calculados,
a fim de avaliar se houve diferenca na concentracdo necesséria para eliminar metade da

populacdo bacteriana.

Em relacdo ao ensaio utilizando o peptideo antimicrobiano hNP-1, a amostra CR14-026
(ST5-SCCmeclV) obteve o valor de ICsp igual a 3,893 pug/mL, enquanto a amostra CR15-071
(ST5-SCCmecll) obteve ICso igual a 2,412 pg/mL e a CD16-016 (ST105-SCCmecll)
apresentou resultado de 4,758 pug/mL. Porém, quando analisamos estatisticamente os valores
da quantificacdo em UFC/mL das cepas testadas (CR14-026, CR15-071 e CD16-016) apos a
interacdo com hNP-1 obtivemos um valor de p = 0.1157.
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Figura 3 - Ensaio de sobrevivéncia das amostras clinicas ST5-SCCmeclV CR14-026 (A), ST5-SCCmecll CR15-
071 (B) e ST105-SCCmecll CD16-016 (C) na presenca do peptideo antimicrobiano hNP-1. O eixo y corresponde
a contagem de UFC/mL ap0s 2 horas de interacdo das cepas com as diferentes concentragdes dos peptideos
antimicrobianos, representadas no eixo x. Cada ponto na curva representa a média de 4 réplicas e o valor de ICso
foi calculado a partir de testes de regressdo ndo linear. UFC = Unidades formadoras de coldnias; 1Cso = half
maximal inhibitory concentration.
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Com relacéo aos experimentos em que foi utilizada catelicidina LL-37, aamostra CR14-
026 (ST5-SCCmeclV) obteve o valor de ICso igual a 0,5691 pg/mL, CR15-071 (ST5-
SCCmecll) obteve I1Cso igual 2 0,7196 pg/mL e aamostra CD16-016 (ST105-SCCmecll) obteve
ICso igual a 1,759 pg/mL. Nesses experimentos utilizando a LL-37 obtivemos um valor
p=0,9846. Portanto, ao serem analisados os valores de 1Cso nos ensaios envolvendo ambos 0s
peptideos, as amostras CD16-016 (ST105) mostraram exigir concentraces ligeiramente
maiores de peptideos antimicrobianos para que sua populacdo fosse reduzida em 50%, mas
esses resultados ndo foram matematicamente significativos. O decaimento da contagem de

UFC/mL das amostras clinicas expostas a catelicidina LL-37 esta representado na Figura 3.
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Figura 4 - Ensaio de sobrevivéncia das amostras clinicas ST5-SCCmeclV CR14-026 (A), ST5-SCCmecll CR15-
071 (B) e ST105-SCCmecll CD16-016 (C) na presenca do peptideo antimicrobiano LL-37. O eixo y corresponde
a contagem de UFC/mL apds 2 horas de interacdo das cepas com as diferentes concentragdes dos peptideos
antimicrobianos, representadas no eixo x. Cada ponto na curva representa a média de 4 réplicas e o valor de 1Csg
foi calculado a partir de testes de regressao ndo linear UFC = Unidades formadoras de colbnias; ICso = half maximal
inhibitory concentration.
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5.1.2. Comparacéo da sobrevivéncia das cepas isogénicas MW2B e MW2D

Os ensaios de sobrevivéncia bacteriana das cepas isogénicas capazes ou nédo de
expressar a SpID na presenca dos peptideos antimicrobianos buscaram aprofundar as
investigacOes sobre o papel da perda do gene splD por cepas ST105-SCCmecll em infec¢des
de sangue (Figuras 4 e 5). Para isso, foram utilizadas cepas isogénicas, ou seja, apresentando o
mesmo background genético, possuindo apenas como diferencial a presenca ou auséncia do

gene codificador da proteina SpID.

Assim como nos ensaios utilizando as amostras clinicas, ao se analisar a curva de
sobrevivéncia formada ap6s interacdo das cepas isogénicas com os peptideos antimicrobianos
foi possivel observar uma diminuicéo da contagem de UFC com o0 aumento da concentracao da
catelicidina LL-37 e do peptideo hNP-1. Em relacéo ao calculo de I1Cso, em ensaios utilizando
a hNP-1, a concentracdo de peptideo que levaria a morte 50% da populacéo inicial foi 10,37
pg/mL para a cepa MW2B (SplID negativa) e 17,96 pg/mL para MW2D (SpID positiva). Nestes
ensaios, obtivemos o valor de p=0,3909. Ja nos experimentos de interacdo das cepas isogénicas
com a catelicidina LL-37, o ICso das amostras foi de 2,69 pg/mL paraa MW2B e 2,10 pg/mL
paraa MW2D, sendo obtido um valor p=0,9311.
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Figura 5 - Ensaio de sobrevivéncia das amostras mutantes isogénicas MW2B (amostra contendo plasmideo sem
spID; A) e MW2D (amostra contendo o plasmideo e 0 gene splD; B) na presenga do peptideo antimicrobiano hNP-
1. O eixo y corresponde a contagem de UFC/mL ap6s 2 horas de interacdo das cepas com as diferentes
concentragoes dos peptideos antimicrobianos, representadas no eixo x. Cada ponto na curva representa a média de
3 réplicas e o valor de 1Cs foi calculado a partir de testes de regressdo ndo linear. UFC = Unidades formadoras de
coldnias; ICsp = half maximal inhibitory concentration.

25
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Figura 6 - Ensaio de sobrevivéncia das amostras mutantes isogénicas MW2B (amostra contendo plasmideo sem
spID; A) e MW2D (amostra contendo o plasmideo e o gene spID; B) na presenga do peptideo antimicrobiano
LL37. O eixo y corresponde a contagem de UFC/mL ap6s 2 horas de interacdo das cepas com as diferentes
concentragdes dos peptideos antimicrobianos, representadas no eixo x. Cada ponto na curva representa a media de
4 réplicas e o valor de I1Cs foi calculado a partir de testes de regresséo ndo linear. UFC = Unidades formadoras de
coldnias; ICsp = half maximal inhibitory concentration.

5.2 Ensaios de fagocitose

Os ensaios de fagocitose foram realizados utilizando as cepas isogénicas contendo ou
ndo o gene para a expressao da proteina SplID (splID). Estes experimentos tiveram como objetivo
verificar a capacidade de evasdo da fagocitose por mondcitos THP-1 das cepas de MRSA
isogénicas MW2B (SpID negativa) e MW2D (SplD positiva), a fim de investigar se a perda do
gene splD por cepas ST105-SCCmecll poderia estar implicada na sua maior frequéncia em

infecgBes na corrente sanguinea.

Nos experimentos com a cepa MW2B (pCN49 vazio) a taxa média de fagdcitos
(mondcitos capazes de fagocitar pelo menos uma bactéria) foi de 89,15%, enquanto nos
experimentos com a cepa isogénica MW2D (pCN49-spID) que expressa spID, essa taxa foi
igual a 97,85% (media de 2 experimentos independentes). Adicionalmente, a quantificacdo da
intensidade média de fluorescéncia (MFI), indicada pela citometria de fluxo, e que mede o
namero total de bactérias fagocitadas, apontou diferencas entre as duas cepas. Os valores de
MFI foram normalizados por meio de porcentagem, a fim de se obter a porcentagem do valor
de MFI da cepa MW2B em relacdo ao total do MFI da cepa MW2D, sendo tal valor calculado
por meio da férmula p = (x/y)*100 (onde x = menor valor de MFI entre as cepas analisadas e y
= 0 maior valor de MFI entre as cepas analisadas). A cepa MW2B apresentou taxa de MFI

equivalente a 34,5% do valor de MFI apresentado pela cepa MW?2D. Isso indica que o valor de
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MFI da cepa MW?2B foi 65,5% menor que o da cepa MW2D. Como dissemos, o valor de MFI
é um indicativo da quantidade de células bacterianas fagocitadas; portanto, uma taxa de MFI
aumentada para MW2D indica que os mondcitos THP-1 expostos a essa cepa produtora de SplD
conseguiram fagocitar uma maior quantidade de bactérias do que aqueles que foram desafiados
com a cepa MW2B (splD-negativa). No gréfico, pode ser observada essa diferenca pelo
deslocamento das curvas para o lado direito no eixo X, indicando que a maior parte das células

expostas a MW2D apresentou fluorescéncia mais alta do que aquelas expostas a MW2B.
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Figura 7 - Ensaio de fagocitose com as amostras mutantes isogénicas MW2D e MW2B. O pico de cor preta
representa o controle negativo utilizado neste estudo, enquanto o pico de cor roxa representa a cepa MW2B e o
laranja a MW2D. O eixo y do gréafico representa o nimero relativo de células obtido por meio da citometria de
fluxo, enquanto o eixo x representa a intensidade de fluorescéncia obtida representada por log do valor de
fluorescéncia de Syto9.

5.2.1 Ensaios de fagocitose utilizando a protease SpID recombinante

De forma a confirmar os dados obtidos com os clones isogénicos derivados da cepa
MW?2, experimentos de fagocitose foram realizados com a cepa MW2B (SpID negativa) na

auséncia ou na presenca da protease SpID recombinante. A taxa de fagdcitos (% de mondcitos
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fluorescentes) na auséncia e na presenca de 5nM ou 50nM da protease recombinante foi igual
a 98,5, 99,8 % e 99,9 %. Do mesmo modo que o0 observado nos ensaios de fagocitose para 0s
clones MW2B e MW2D, os dados obtidos a partir da MFI apresentaram uma diferenca
consideravel entre a taxa de fagocitose da cepa MW2B em experimentos realizados na auséncia
ou presenca da SpID recombinante. O valor de MFI da cepa MW2B (SplD negativa) na auséncia
da proteina recombinante foi de 63,9, enquanto os valores de MFI do ensaio de fagocitose para
esta mesma cepa na presenca de 5 nm ou 50 nm de SpID recombinante foi de 88,9 e 85,7;
respectivamente. Nesses experimentos, um unico ensaio independente foi realizado; porém,

duas concentragdes da protease recombinante foram analisadas.
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Figura 8 - Ensaio de fagocitose com a amostra mutante MW2B com ou sem a presenga da proteina recombinante
SpID em diferentes concentragdes. O pico de cor roxa representa a cepa MW2B, enquanto o pico de cor azul
representa a cepa MW2B + [] 50nM da proteina SpID e o ciano equivale a MW2B + [] 5nM da proteina SpID. O
eixo y do gréfico representa o nimero relativo de células obtido por meio da citometria de fluxo, enquanto o eixo
X representa a intensidade de fluorescéncia obtida representada por log do valor de fluorescéncia de Syto9.
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6 DISCUSSAO

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) pode estar envolvido em quadros
de infeccBes graves que incluem as infeccdes na corrente sanguinea (Holland, Bayer e Fowler,
2022). Essas infec¢des promovem elevados riscos para a satde do individuo afetado, podendo,
a partir da corrente sanguinea, haver disseminagdo bacteriana para outros 6rgdos, causando por
exemplo osteomielite generalizada, endocardite e/ou pneumonia (Arshad e Misumida, 2021,
Bassetti et al., 2021; Sartorio et al., 2022). Para que um patdgeno tenha sucesso para sobreviver
nesse ambiente adverso sao necessarios diversos fatores que o permita enfrentar 0s numerosos
mecanismos da imunidade inata do hospedeiro, incluindo desde o processo de fagocitose a
liberacdo de peptideos antimicrobianos na corrente sanguinea (Gasteiger et al., 2017).

As estratégias que diferentes patdgenos adotam por meio de adaptacGes evolutivas para
sobreviver nesse ambiente tdo indspito podem ser diversas. Essas podem incluir tanto a
obtencdo de genes ligados a viruléncia, evasdo e eliminacao de células de defesa quanto a perda
desses genes (Duperthuy, 2020). Por exemplo, foi observado que a perda de certos genes
citotoxicos e pro-apoptéticos em MRSA da linhagem ST1-SCCmeclV diminuiu sua capacidade
de aderéncia, invasdo e citotoxicidade em células de osteoblastos, porém aumentou sua
capacidade de sobrevivéncia intracelular. Tal estratégia pode representar uma vantagem para a
essas bactérias durante infeccBes na corrente sanguinea, por evitar a super ativacdo do sistema
imune, além de propiciar bacteremias recorrentes e persistentes (Cortes et al., 2021). Diferentes
cepas patogénicas desenvolveram ao longo da evolucdo novos modos de adaptacdo que estdo
em constante estudo, e cada vez mais genes ligados a esses fenbmenos sdo caracterizados
(Duperthuy, 2020).

Em trabalho anterior, nosso grupo analisou cerca de 600 amostras de MRSA
provenientes de hospitais da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro e sequenciou uma parcela
importante dessas amostras (cerca de 35%). As analises gendmicas evidenciaram um aumento
da frequéncia de amostras pertencentes a linhagem ST105-SCCmecll como agentes causadoras
de infeccdes na corrente sanguinea. Por meio de anélises filogendmicas e gendmicas, algumas
caracteristicas importantes das cepas ST105-SCCmecll e cepas proximamente relacionadas —
as quais formam um clone denominado RdJ- foram evidenciadas como potenciais alvos para a
compreensdo da adaptacdo desse clone como importante patdégeno de bacteremias no Rio de
Janeiro (Viana et al., 2021). Dentre as caracteristicas gendmicas mais exclusivas do clone RdJ

que foram conservadas durante sua evolucgéo destaca-se a perda do gene spID.
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Os experimentos aqui apresentados buscaram compreender se a perda do gene splD
poderia representar uma vantagem para o clone RdJ em infeccGes de corrente sanguinea. Uma
vez que 0s monocitos desempenham um papel importante nesse tipo de infeccdo (Chung et al.,
2019), dois ensaios foram escolhidos para testarmos tal hipotese: 1) sobrevivéncia bacteriana

na presenca de peptideos antimicrobianos e 2) fagocitose por mondcitos THP-1.

Ensaios com peptideos antimicrobianos (AMPs) tém sido frequentemente realizados
para desafiar diversos microrganismos, havendo grande nimero de trabalhos publicados na
literatura cientifica (Duperthuy, 2020). Esses peptideos parecem agir de diferentes maneiras,
muitas delas hipotéticas e ainda pouco investigadas. Entre elas estdo 0s mecanismos
bactericidas intracelulares como inibicao da sintese de macromoléculas e inibi¢do de atividades
enzimaticas; porém, o ataque direto a membrana bacteriana, a partir da formacdo de poros,
parece ser o principal e mais detalhado mecanismo de acdo (Duperthuy, 2020). Assim, nossa
estratégia inicial foi testar se a protease SpID poderia, de alguma forma, impactar a
sobrevivéncia da bactéria ap6s tratamento com a defensina hNP-1 e a catalecidina LL-37. Uma
hipdtese seria, por exemplo, que a SpID poderia degradar proteases bacteriana capazes de

degradar AMPs e assim diminuir a sobrevivéncia bacteriana na presenca do AMPs.

De fato, alguns trabalhos descrevem a inducéo da producdo de proteases extracelulares
microbianas como resposta direta a presenca de AMPs. Algumas dessas proteases sdo de suma
importancia para a clivagem desses peptideos, como é o exemplo PgtE, produzida por cepas de
Salmonella enterica. Nesse microrganismo, a producdo das PgtEs é regulada pelo sistema
PhoPQ, que é ativado na presenca de AMPs (Guina et al., 2000). Outro trabalho que investigou
o0 papel de uma protease na resisténcia de uma bactéria frente a AMPs foi Rompikuntal et al.,
2015, que mostrou que ao serem expostas a concentracdes subinibitorias de LL-37, cepas de
Vibrio cholerae ativaram uma maior secrecdo da protease PrtV. E interessante notar que apds
a mutacdo no gene responsavel pela codificacdo da protease PrtV, a resisténcia a LL-37 néo foi
perdida, ainda que as amostras produtoras de PrtV mostrassem niveis mais elevados de
resisténcia ao peptideo, sugerindo que outras proteases também poderiam estar envolvidas no

processo (Rompikuntal et al., 2015).

Porém, em nossos ensaios, apesar das amostras clinicas splD positivas apresentarem
menores valores de ICso, esses resultados néo tiveram significancia estatistica e ndo puderam
ser confirmados nos experimentos onde os clones isogénicos SplD positivo e SpID negativo

foram utilizados. Dessa forma, em conjunto, esses dados indicam que a SplD parece ndo estar
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envolvida na sobrevivéncia das bactérias estudadas tanto na presenca de hNP-1 como de LL-
37.

Por outro lado, temos que considerar que os clones isogénicos (SplD positivo e SpID
negativo) aqui estudados pertencem a uma linhagem (ST1-SCCmeclV) diferente aquela das
cepas ST105-SCCmecll. Em relacdo as amostras clinicas, uma possibilidade é de que a pouca
diferenca observada pela auséncia da SpID na cepa ST105-SCCmecll em relacéo a resisténcia
aos AMPs seja fruto de um possivel papel conjunto das proteases do operon splABCDEF, que
apresentariam papéis redundantes entre si (Zdzalik et al., 2013). Zdzalik e colaboradores em
2013 sugeriram que tais proteases tenham um papel sinérgico, uma vez que apresentam
estruturas similares e pelo fato de que todos 0s genes pertencentes ao operon sao co-transcritos
por um Unico promotor. Essa hipotese pode ainda ser sustentada pela alta similaridade de
aminoéacidos compartilhados pela SpID e SpIF (94.6%), o que indica que essas proteases tém
grandes chances de realizarem papéis similares durante uma infeccdo (Paharik et al., 2016). E
também possivel que a SpID ndo exerga um papel direto ou indireto na sobrevivéncia de S.

aureus frente aos AMPs estudados.

No estudo publicado por Viana e colaboradores, em 2021 também foi demonstrado que
amostras do clone RdJ apresentaram maior capacidade de evadir da fagocitose de células THP-
1 (Viana et al., 2021). No estudo citado, o0 grupo das amostras representativas do clone RdJ,
que sdo naturalmente negativas para o gene da proteina SplD, apresentou taxas de fagocitose
muito baixas (média de 2,9%), em comparag¢do com amostras das outras linhagens CC5 (41,3%
para amostras representativas do clone ST5(CC5)-SCCmeclI-t539 e 35,8% para ST5(CC5)-
SCCmeclV-t002. E interessante notar que, nos resultados obtidos no presente estudo, foi
observado que a cepa que ndo apresenta o gene splD (cepa MW2B) mostrou taxas de MFI
menores nos ensaios de fagocitose quando comparada a sua cepa isogénica MW2D, SplD

positiva (34,5% do valor de MFI apresentado pela cepa MW2D).

O papel da proteina SpID na evasdo do processo de fagocitose ndo € descrito na
literatura cientifica, sendo essa protease estafilococica muito pouco estudada. No entanto,
guanto a capacidade de modular o sistema imunolégico, SpID tem sido apontada como um
potencial alergénico (Stentzel et al., 2017; Teufelberger et al., 2018; Teufelberger et al., 2020).
Um estudo recente (Teufelberger et al., 2020) demonstrou a estimulacao da citocina 1L-33 pela
proteina SpID, que leva ao desenvolvimento fenotipo Th2 de resposta imune celular.
Considerando que o processo patogénico envolvido nas infeccbes de corrente sanguinea

provoca uma resposta imune do tipo inflamatoria (Thl), e que a resposta Th2 pode representar
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um efeito protetor contra a sepse (Krishack et al., 2019), é possivel que a proteina SpID atue,
na verdade, como um fator anti-viruléncia para o desenvolvimento da bacteremia e sepse.
Portanto, a perda do gene codificante da proteina SplD, ao longo da evolugdo das amostras
ST105, poderia significar uma vantagem adaptativa para o estabelecimento de infeccdes de

corrente sanguinea.

Proteases, como a serino-protease SpID podem atuar clivando e destruindo moléculas e
receptores, tanto da célula bacteriana quanto da célula do hospedeiro. Analises computacionais
(in silico) realizadas por Paharik e colaboradores (Paharik et al., 2016) realizaram um rastreio
quanto as proteinas que poderiam ser alvo para as serino-proteases codificadas pelo operon
splABCEDF de S. aureus. Neste estudo, mostraram que a proteina SpID é capaz de clivar a
proteina mucina, presente no tecido epitelial (Paharik et al., 2016), o que poderia contribuir

para o espalhamento da infeccao pelos pulmaes.

Com relacdo aos resultados obtidos na fagocitose, ainda ndo sabemos se a SplD atuaria
direta ou indiretamente no fagdcito ou na célula bacteriana. Porém, sabemos de experimentos
anteriores que o espectro de acdo da SplD sobre 0 S. aureus parece ser bastante restrito (Zdzalik
et al., 2013). Experimentos estdo sendo realizados no momento para responder a esta pergunta.
E possivel, por exemplo, que a SpID atue degradando alguma proteina do fagdcito que atue
como regulador negativo da fagocitose. E sabido, por exemplo, que nocautes em genes
envolvidos na via de acetilacdo em mondcitos THP-1 ativam a fagocitose de S. aureus (Lindner
et al., 2021). Portanto, caso a acdo da SpID inibindo a fagocitose ocorra devido sua acdo em

células THP-1, essa nos parece uma interessante via a ser analisada.

E possivel ainda que a proteina SpID atue na clivagem de alguma proteina de S. aureus,
que seja importante para o processo de fagocitose. A regulacdo de viruléncia é uma rede
intrincada de moléculas que promovem o equilibrio fino entre o estimulo a expressao de fatores
de viruléncia a sua repressdo, de forma que as bactérias consigam permanecer no organismo
hospedeiro, causando danos e se disseminando, porém sem ser eliminada pela intensa resposta
imune. Dessa forma, considerando a hipétese de que a proteina SplD atue regulando moléculas
relacionadas a fagocitose de S. aureus, a sua exclusdao do genoma bacteriano pode levar ao
aumento ou diminuicdo da molécula alvo e, portanto, na modulacdo da sua atividade. A
exemplo disso, ja foi demonstrado que 0 RNA néo codificante SprC regula a proteina autolitica
AtlA em S. aureus, interferindo na evaséo da fagocitose por mondcitos e macréfagos humanos
(Zhou et al., 2022).
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Dentre os alvos identificados para a acéo da proteina SpID, sdo citados os receptores
olfativos, que séo expressos nas narinas — local preferido para a colonizacdo por S. aureus. Foi
sugerido que a presenca de SplD favoreca a colonizacdo da bactéria nesse sitio anatémico.
(Zdzalik et al., 2013). Nesse sentido, é interessante ressaltar que as cepas ST105-SCCmecll
foram encontradas com menos frequéncia colonizando as narinas quando comparadas as demais

linhagens circulando no mesmo periodo (Viana et al., 2021).

Os resultados por noés obtidos mostram uma possivel acdo da SpID que vai em direcdo
oposta aos trabalhos que estudam as proteases secretadas por S. aureus. Isso porque estes
normalmente associam as proteases a uma atividade protetora por meio da modulagdo do
sistema complemento e da inibi¢do de fagocitose opsoOnica, enquanto em nossos estudos as
amostras SplD-negativas demonstraram menor taxa de fagocitose. Pietrocola e colaboradores
mostraram que ao submeter o soro a presenca das proteases Aur, V8 e Staphopain A e B, havia
acompleta inibicdo de todas as vias do sistema complemento (Pietrocola et al., 2017). Em 2012,
Kolar et. al utilizaram uma amostra USA300 LAC mutante que nédo produz proteases secretadas
(Aur, SspA, SspB, ScpA e SplA) e a comparou, a partir de diversos ensaios, com a amostra
selvagem isogénica, que produz niveis normais destas proteases. Os resultados mostraram que
a presenca dessas proteases levou a uma maior resisténcia a componentes antimicrobianos como
a indolicidina e histatina 5, além de levar a uma menor taxa de fagocitose das amostras
selvagens (Kolar et al., 2012). Smagur et al. observaram que a estafilopaina B cliva CD11b e
CD31 e, consequentemente, possui um papel na evasdo de fagocitose por mondcitos e
neutréfilos (Smagur et al., 2009). Aqueles autores concluiram que as proteases extracelulares
em conjunto possuem, muito provavelmente, papel definido na protecdo e interacdo benéfica
com o sistema imune em S aureus. Entretanto, os resultados utilizando as cepas isogénicas
MW2D e MW?2B, e confirmados através da adi¢cdo da proteina recombinante SpID, sugerem

que a SpID parece atuar neste caso como um fator antiviruléncia.

Por outro lado, existe uma gama de receptores celulares do hospedeiro que sdo ativados
por proteases. Esses receptores ja foram vistos como tendo papel importante na exacerbacao da
resposta imune apos ativagdo por alguns tipos de proteases (Shpacovitch et. al., 2008). Palm e
colaboradores elucidaram o papel de PARL1 (protease activated receptor) e PAR2, ao lado de
receptores TRL2 de fibroblastos, em resposta a interacdo com a bactéria Porphyromonas
gingivalis, observando a producdo de mediadores inflamatdrios como a IL-6, TGF-B1 e
CXCLS8 (Palm et al., 2015). Ja Boogaard e colaboradores descreveram a atenuagdo do quadro

de pneumonia e sepse induzida por pneumococos em camundongos que possuiam knockout no



39

gene responsavel pela expressdo de PAR2 (Boogaard et al., 2018). Ja foi relatado também uma
maior expressao das defensinas humanas da classe B (hBD) no epitélio mediada pela sinalizagéo
promovida pelos receptores PARs. Tal fendmeno foi observado apds a exposicdo de células
epiteliais gengivais a Porphyromonas gingivalis. Mutantes de P. gengivalis na qual o gene para
uma, ou mais proteases, foi nocauteado, apresentou menor expressdo do mRNA hBD-2 (Chung
et al.,, 2004). Ao reunir trabalhos envolvendo esses receptores ativados por proteases,
Shpacovitch e colaboradores listaram algumas acdes efetoras baseadas na ativacdo dos PARs,
percebendo que esses receptores sao importantes ndo so para a modulacdo do sistema imune
inato, mas também do sistema adaptativo. Tais receptores estariam envolvidos na ativacao e
recrutamento de leucdécitos, regulacdo da producdo de citocinas, quimiocinas e ROS pelas

células do sistema imune (Shpacovitch et. al., 2008).

Em 2021, Chandrabalan e colaboradores estudaram o papel da SpIB na regulacdo da
barreira endotelial. Eles viram que essa protease ativa especificamente PAR2, mas ndo PAR1
e PARA4. O receptor PAR2 é canonicamente ativado pela tripsina, mas também pode ser ativado
por enzimas de neutréfilos, sendo a resposta celular a ativacdo por diferentes componentes
distintos. O estudo mostrou que o sitio de ativacdo do PAR2 pela SpID é diferente do alvo da
tripsina, e sua ativagdo por essa protease recruta as moléculas efetoras Gaionz, Gaios € B-
arrestinas 1 e 2. A acdo de diferentes efetores por PARSs ja foi associada a regulacdo de niveis
transcricionais de citocinas pré-inflamatorias, e Chandrabalan mostrou que a ativagdo de PAR2
por SpIB levou a uma liberagcdo de citocinas pro-inflamatdrias em células endoteliais. Essa
resposta pro-inflamatoria foi revertida a partir da inibigdo de NF-«f, indicando que esse fator
de transcricdo é importante na resposta desencadeada a partir da ativacdo de PAR2 pela SpID
(Chandrabalan et al., 2021). Além disso, Kang e colaboradores demonstram que a ativacdo de
PAR2 de células THP-1 pela tripsina tem como consequéncias a maior proliferacdo dessas
células de forma concentracdo/tempo dependente. Portanto, a clivagem de PAR2 leva a ativacdo
de monocitos THP-1. Essa ativacdo levou tambem a liberagdo de TNF-a pelos mondcitos THP-
1, e o trabalho concluiu que os macrofagos humanos sao ativados a partir da clivagem de PAR2
por serino-proteases com acao similar a tripsina, e que essa ativagdo leva a producao e secre¢do
de mediadores inflamatérios (Kang et al., 2005). Assim, baseado nos nossos dados, uma
hipdtese interessante para pesquisas futuras seria analisar o papel da SpID na ativacdo de PARSs.
Caso ocorresse, tal ativagao poderia levar a uma exacerbacéo da resposta imune e subsequente
aumento da taxa de fagocitose para as amostras SplD positivas. Em contrapartida, uma maior

sobrevivéncia a fagocitose de amostras SplD negativas (como a ST105-SCCmecll) seria
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observada, uma vez que durante a infeccdo promovida por tais amostras haveria uma inibi¢ao

da ativacdo de PARs.

Uma possivel limitagcdo deste estudo foi que algumas analises, principalmente aquelas
envolvendo os peptideos antimicrobianos, apresentaram uma certa dispersao dos resultados,
representado pelo desvio padréo elevado. Tal resultado parece apontar para a necessidade do
aumento do nimero de experimentos independentes, ou a utilizacdo de outras estratégias
experimentais, para que conclusdes mais precisas quanto ao que parece uma auséncia de um
papel para a SplD na sobrevivéncia bacteriana frente a tais peptideos. Assim, pretendemos
realizar experimentos de cinética com os peptideos antimicrobianos visando desafiar cepas
clinicas SpID positivas e negativas, bem como os clones MW2D e MW2B. Além disso,
pretendemos realizar também esses experimentos utilizando a cepa MW?2D, tanto na presenca
e auséncia de SpID recombinante. Além disso, outra possivel limitacdo deste estudo foi que o
clones isogénicos SplD positivos e negativos utilizados pertencem a linhagem ST1-SCCmeclV.
Portanto, como perspectivas futuras, pretendemos também construir clones moleculares
isogénicos derivados de uma cepa da linhagem ST105-SCCmecll, contendo ou nao o gene spiD,
visando validar com diferentes estratégias os resultados aqui apresentados, tendo em vista a

originalidade deles.
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7 CONCLUSAO

Em relacdo ao ensaio utilizando o peptideo antimicrobiano hNP-1 amostras ST5-
SCCmeclV e ST5-SCCmecll (SpID positivas) apresentaram valores de ICso ligeiramente
menores que a ST105-SCCmecll (SpID negativas). Entretanto, o calculo de 1Csg dos resultados
de ensaios utilizando a hNP-1 frente aos clones isogénicos, revelou um valor ligeiramente
aumentado para o clone MW2B comparado ao MW2D. Nos dois experimentos valores de p se
apresentaram >0.05. Portanto, tais dados sugerem que a SplD néo parece interferir na atividade

bactericida de hNP-1 frente aos S. aureus.

Do mesmo modo experimentos utilizando a catelecidina LL-37, as amostras ST5-
SCCmeclV e ST5-SCCmecll demonstraram também valores de ICso um pouco menores que a
ST105-SCCmecll. Nos experimentos de interacdo dos clones isogénicos com a LL-37, os
valores de ICso das amostras MW2B e MW2D foram semelhantes. Da mesma forma que 0s
resultados para a defensina hNP-1 apresentaram valores de p >0.05. Assim, tais dados sugerem
que a SpID também parece ndo interferir na atividade da LL-37 frente aos S. aureus.

Nos experimentos de fagocitoses utilizando as amostras isogénicas MW2B e MW2D, a
taxa de MFI foi maior para MW2D (SpID positiva), indicando que a aptiddo dos mondcitos
THP-1 para fagocitar um numero maior de células bacterianas estava aumentado na presenga
de SpID. Corroborando tal efeito da SpID sobre a fagocitose, a taxa de MFI também estava, da

mesma forma, aumentada na presenca da proteina recombinante SpID.

Assim, nossos resultados utilizando duas estratégias diferentes sugerem um papel para
a protease SplD aumentando a fagocitose bacteriana por mondcitos THP-1. Portanto, € possivel
que a perda do gene para splD poderia representar uma vantagem adaptativa para cepas da
linhagem ST105-SCCmecll, propiciando pelo menos em parte sua melhor adaptacdo em
infeccdo na corrente sanguinea, visto que, na auséncia dessa serino-protease, estariam mais

capacitadas para evadir do processo de fagocitose.
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