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RESUMO 
 

 
 

CANIZO, Yasmim do Nascimento, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, agosto de 2023. 
Lipoproteína de Staphylococcus aureus: expressão e participação na invasão de células 
MAC-T em condições encontradas na glândula mamária bovina. Orientadora: Andréa de 
Oliveira Barros Ribon. Coorientadores: Renato Lima Senra e Tiago Antônio de Oliveira 
Mendes. 

 
Lipoproteínas são proteínas de membrana encontradas em S. aureus que exercem diversas 

funções celulares e estão relacionadas à patogenicidade bacteriana. Um grupo especial de 

lipoproteínas, denominadas lipoproteínas-like (lpls) vem sendo associado à invasão em células 

humanas. Essas proteínas são codificadas por genes que estão organizados em um cluster 

localizado em uma ilha de patogenicidade. Um estudo realizado por nosso grupo identificou no 

genoma de S. aureus 302, cepa isolada de mastite bovina subclínica, um cluster contendo 6 lpls 

que têm uma identidade superior a 80%, porém baixa homologia com as lpls de S. aureus 

RF122, cepa associada à mastite clínica severa. Para avaliar o papel da Lpl na invasão de 

células imortalizadas do epitélio mamário bovino (MAC-T), uma Lpl de SAU302 foi expressa 

em Escherichia coli C41 e purificada por cromatografia de afinidade. O sequenciamento do 

clone comprovou a clonagem do gene de interesse. A proteína recombinante de 31 kDa foi 

expressa nas frações solúvel e insolúvel. Para os ensaios de invasão, células MAC-T foram 

incubadas por uma hora com concentrações de 35 a 4.375 µg/mL de lipoproteína recombinante 

antes da adição da bactéria. Observou-se que apenas as concentrações de 35 e 17,5 µg/mL 

aumentaram significativamente a invasão em 87% e 53%, respectivamente. Células MAC-T 

foram incubadas com S. aureus 302 por 30 minutos, 1:30 h e 3 h em meio DMEM contendo 

0,6 mM de bipiridina (quelante de ferro), 0,6 mM de bipiridina e concentrações subinibitórias 

(0,5xCIM) de ampicilina, ciprofloxacina e gentamicina. No tempo de 30 minutos, houve 

diminuição de até 62% na invasão em todas as condições, quando comparadas ao controle. No 

tempo de 1 hora e 30 minutos, apenas o acréscimo de bipiridina causou diminuição significativa 

na invasão. No tempo de 3 horas, a combinação de bipiridina e ciprofloxacina e bipiridina e 

gentamicina diminuiu a invasão em 77,61% e 81,96%, respectivamente. Para analisar a 

expressão dos genes lpls, a cepa S. aureus 302 foi cultivada em diferentes condições de estresse, 

em meio BHI. A extração do RNA total foi feita da cultura na fase de crescimento estacionária, 

seguida de síntese do cDNA com random primers e RT-qPCR com primer complementar a 

todos os genes lpls. Observou-se que o acréscimo de bipiridina 0,6 mM, de concentrações 

subinibitórias de ciprofloxacina e o cultivo da bactéria a 39 ºC com ou sem presença de 

bipiridina 0,6 mM diminuiu significativamente a expressão dos genes lpls. O acréscimo de 



 

bipiridina 0,6 mM e concentrações subinibitórias de ampicilina, ciprofloxacina e gentamicina 

juntos diminuiu drasticamente a expressão. Os resultados confirmam a expressão de uma Lpl 

de S. aureus e sugerem que ela promove a invasão bacteriana. Este trabalho foi o primeiro a 

avaliar a expressão de genes que codificam lpls em condições que simulam o ambiente 

encontrado pela bactéria e sugere que a lipoproteína auxilia na invasão de células mamárias do 

epitélio bovino. 

 
 

Palavras-chave: Lipoproteína; Invasão celular; Expressão gênica. 



 

ABSTRACT 

 
CANIZO, Yasmim do Nascimento, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, August, 2023. 
Lipoprotein of Staphylococcus aureus: expression and contribution for MAC-T cell 
invasion in conditions found in the bovine mammary gland. Advisor: Andréa de Oliveira 
Barros Ribon. Co-advisers: Renato Lima Senra e Tiago Antônio de Oliveira Mendes. 

 
Lipoproteins are membrane proteins found in S. aureus that execute a variety of cellular 

functions and are related to pathogenicity. Lipoproteins-like (lpls), a special group of 

lipoproteins, has been associated with human cells invasion. These proteins are encoded by 

genes that are contained in a cluster located in a pathogenicity island. Previous studies made by 

our group identified in the genome of S. aureus 302, a strain isolated from subclinical bovine 

mastitis, a cluster containing 6 lpls with over 80% identity but low homology with lpls of S. 

aureus RF122, a strain associated with severe clinical mastitis. To assess the role of one Lpl in 

immortalized bovine mammary epithelial (MAC-T) cells invasion, a Lpl from SAU302 was 

expressed in Escherichia coli C41 and purified by affinity chromatography. Sanger’s 

sequencing confirmed the gene’s cloning. The 31 kDa recombinant protein was expressed in 

both soluble and insoluble fractions. For invasion assays, MAC-T cells were incubated for one 

hour with protein concentrations from 35 to 4.375 µg/mL before adding bacteria. Only 35 and 

17.5 µg/mL significantly increased invasion by 87% and 53%, respectively. MAC-T cells were 

incubated with S. aureus 302 for 30 minutes, 1:30 h and 3 h in DMEM medium containing 0.6 

mM bipyridine (iron chelator), 0.6 mM bipyridine and subinhibitory concentrations (0.5xMIC) 

of ampicillin, ciprofloxacin and gentamicin. After 30 minutes, invasion decreased up to 62% in 

treatments when compared to control. After 1 hour and 30 minutes, only the addition of 

bipyridine caused a significant decrease in invasion. At 3 hours, the combination of bipyridine 

and ciprofloxacin and bipyridine and gentamicin decreased invasion by 77.61% and 81.96%, 

respectively. To analyze lpls genes expression, S. aureus 302 strain was cultured under different 

stress conditions in BHI medium. Total RNA was extracted during the stationary growth phase, 

followed by cDNA synthesis with random primers and RT-qPCR with primers complementary 

to all lpls genes. Lpls genes expression significantly decreased with the addition of 0.6 mM 

bipyridine, subinhibitory concentrations of ciprofloxacin, and culturing the bacteria at 39 ºC 

with or without the presence of 0.6 mM bipyridine. Addition of 0.6 mM bipyridine and 

subinhibitory concentration of ampicillin, ciprofloxacin and gentamicin together drastically 

reduced expression. Results confirm the expression of a Lpl from S. aureus and suggest that it 

increases bacterial invasion. This study was the first to assess lpls genes expression under 



 

conditions that mimic the environment found by bacteria and suggests that lpls promote bovine 

mammary epithelial cells invasion. 

 
 
 

Keywords: Lipoproteins; Cellular invasion; Gene expression. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

Staphylococcus aureus é uma bactéria comensal que coloniza quase metade da 

população mundial. Apesar da colonização geralmente não ser nociva, caso a resposta imune 

do hospedeiro esteja comprometida, o patógeno pode causar infecções crônicas de difícil 

tratamento e erradicação. A disseminação eficaz de S. aureus é atribuída a seus mecanismos 

de virulência, formação de biofilmes e capacidade de evasão do sistema imunológico. Além 

disso, existe uma grande diversidade genética populacional que influencia no 

estabelecimento e progressão da doença, o que dificulta o tratamento e a erradicação da 

infecção. 

S. aureus também é um importante patógeno animal causando a mastite bovina, 

uma doença inflamatória da glândula mamária de bovinos leiteiros e de grande importância 

na pecuária leiteira mundial. A doença pode se manifestar na forma clínica ou subclínica, 

sendo esta última mais desafiadora devido à ausência de sintomas visíveis. Diferentes clones 

bacterianos circulam nos rebanhos leiteiros e por isso estudos vêm sendo realizados na 

tentativa de identificar características que possam associá-los a determinadas manifestações 

da doença. Sabe-se que ao depender do clone a resposta imune do hospedeiro e a gravidade 

da mastite podem variar. 

Ao analisar o genoma de cepas de S. aureus causadoras de mastite bovina, Rocha 

et al. (2019) encontraram uma variação de sequência em um gene que codifica uma 

lipoproteína de membrana que diferenciava as cepas subclínicas e clínicas. Essa variação 

pode impactar na estrutura e função da proteína com possível implicação na patogênese 

bacteriana. Uma análise mais detalhada revelou a presença de um cluster de seis genes 

denominados lipoproteínas-like (lpls), que estão organizados em tandem em uma ilha de 

patogenicidade presente no genoma de S. aureus 302, cepa isolada de mastite bovina 

subclínica. 

Estudos recentes mostraram que as lpls de S. aureus USA300, um clone resistente 

à meticilina e que infecta humanos, aumentam a patogenicidade da bactéria e promovem a 

invasão de queratinócitos humanos (Nguyen et al., 2015). Tribelli et al. (2020) 

demonstraram a ligação de uma lipoproteína purificada a proteínas de choque térmico 90 

(Hsp90) na membrana de queratinócitos humanos, promovendo um aumento na invasão 

celular. 
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Esse trabalho teve por objetivo investigar a participação de uma Lpl da cepa S. 

aureus 302 na internalização bacteriana em células imortalizadas do epitélio mamário 

bovino (MAC-T), avaliar a invasão bacteriana em algumas condições que simulam aquelas 

encontradas pelo patógeno no úbere bovino e a expressão dos genes lpls quando a bactéria 

foi cultivada nas mesmas condições. 
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2. REVISÃO BIBLIÓGRAFICA 

 
2.1. Staphylococcus aureus 

 
 

Staphylococcus aureus é um importante patógeno que coloniza quase metade da 

população humana mundial (Chen et al., 2022). Apesar da colonização geralmente não ser 

nociva, a falta de uma resposta imune inata do hospedeiro pode desencadear o início de um 

processo infeccioso que pode evoluir para cronicidade e se tornar de difícil tratamento e 

erradicação (Balasubramanian et al., 2018). As doenças mais comuns causadas por S. aureus 

são infecções de pele, tecidos moles, pulmonares e osteoarticulares, bacteremia, endocardite 

e síndrome do choque tóxico (Tong et al., 2015; Linz et al., 2023). 

Em animais, S. aureus é um agente comumente associado à mastite bovina 

subclínica, uma doença inflamatória da glândula mamária de bovinos leiteiros que se 

manifesta sem sintomas aparentes e que pode ser diagnosticada por meio da contagem de 

células somáticas presentes no leite (Haxhiaj et al., 2022). A mastite subclínica pode se 

tornar crônica graças à capacidade de persistência das bactérias nas células não-fagocíticas 

profissionais presentes no úbere (Günther et al., 2017; Zaatout et al., 2019). Outros fatores 

como alta eficácia em escape do sistema imune, invasão celular, alta capacidade formadora 

de biofilme estão também relacionados à essa persistência (Morales-Ubaldo et al., 2023). A 

cronicidade pode ainda ser causada pelas variantes de colônias pequenas (SCVs), 

subpopulações que apresentam propriedades como formação de colônias pequenas, 

metabolismo desacelerado, baixo potencial de virulência e alta resistência a antibióticos 

(Loss et al., 2019). Todos esses fatores contribuem para que o patógeno escape da ação de 

antibacterianos, que são a principal forma de tratamento da mastite (Zaatout et al., 2020; 

Pedersen et al., 2021). 

Os mecanismos de virulência e evasão do sistema imune contribuem para a 

disseminação de S. aureus (Cheung et al., 2021). Apesar de a bactéria infectar diferentes 

hospedeiros, os fatores de virulência usados para o estabelecimento da infecção são 

similares. Os fatores de agregação CflA e CflB juntamente com uma gama de proteínas de 

ligação a fibronectinas (FnBP), fibrinogênio (FgBP) e colágeno (Cna), auxiliam na adesão 

da bactéria à superfície para o início da colonização. Esse conjunto de proteínas é conhecido 

como os componentes de superfície microbiana que reconhecem moléculas de matriz 

adesiva (MSCRAMMs) (Pérez et al., 2020). Toxinas são fundamentais para a patogênese de 

S. aureus em homens e animais, promovendo a invasão e danos aos tecidos e evasão do 
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sistema imune (Tam e Torres, 2019). Entre as toxinas mais bem conhecidas está a alfa- 

hemolisina (Hla), proteína que forma poros nas membranas do hospedeiro promovendo a 

lise celular para a liberação de nutrientes que vão favorecer o crescimento bacteriano 

(Grumann et al., 2014; Goc et al., 2023). De maneira especial, a lise das células vermelhas 

do sangue libera a hemoglobina, importante fonte de ferro para o patógeno (Skaar e 

Schneewind, 2004; Wang et al., 2023). Leucotoxinas têm como alvo os leucócitos, em 

especial os neutrófilos, e ao formar poros na superfície dessas células, impactam fortemente 

o sistema imune. Isso promove a liberação de mediadores que aumentam a inflamação dos 

tecidos (Cheung et al., 2021). Diferentes superantígenos são secretados para promover uma 

potente resposta imune por meio da ativação de células T e a liberação de citocinas para 

modular a resposta inflamatória do hospedeiro (Côté-Gravel e Malouin, 2019). 

Embora possa haver sobreposição de muitos fatores de virulência, sabe-se que há 

diferenças fenotípicas e genéticas entre cepas humanas e animais, revelando que habitats 

distintos contribuem para que as cepas adquiram características específicas ao hospedeiro 

(Fitzgerald, 2012). A estrutura populacional de S. aureus é geralmente definida por meio 

de tipagem de sequência de múltiplos loci (MLST), técnica que caracteriza isolados 

bacterianos a partir das sequências de fragmentos internos de sete genes de manutenção 

(house-keeping genes). Um tipo de sequência (ST) é atribuído a cada isolado com base no 

perfil alélico da sequência contida em sete loci de manutenção. Ao compartilhar cinco dos 

sete loci, isolados são agrupados em complexos clonais (CC) que descrevem linhagens (Bal 

et al., 2016). 

S. aureus associados à mastite bovina pertencem a uma população geneticamente 

distinta, onde os isolados se diferenciam em fatores de virulência, reguladores gênicos e 

capacidade de formação de biofilme, o que resulta em uma resposta imune diferenciada e 

reflete no estabelecimento e progressão da doença (Murphy et al., 2019). Os clones mais 

prevalentes em rebanhos bovinos pertencem aos complexos clonais (CC) CC151, CC97, 

CC133, CC479 e CC771 (Hoekstra et al., 2020). O CC97 é apontado como o genótipo mais 

disseminado por ter sido identificado em 197 países, sendo a linhagem dominante em países 

como Chile, Japão e EUA. Isso também é verificado no Brasil, onde além do CC97, relata- 

se a alta prevalência de CC1, CC5, CC8, CC97, CC126, CC133 (Bonsaglia et al., 2018; 

Rossi et al., 2019). Gonçalves et al. (2023) demonstraram que CC97, CC1 e CC5 são os 

complexos mais dominantes em Minas Gerais, considerado hoje o maior produtor de leite 

do país. Porém, alguns CCs associados a infecções humanas, como o CC5 e o CC8, têm 
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emergido em infecções bovinas recentemente a partir de um salto de hospedeiros, entre 

humanos e bovinos (Campos et al., 2022). 

 
2.2. Exposição a antimicrobianos e expressão de genes de virulência em 
Staphylococcus aureus 

 
 

A regulação dos fatores de virulência de S. aureus está sujeita a uma rede complexa 

e coordenada que integra sinais derivados do hospedeiro e do ambiente (Jenul e Horswill, 

2019). Embora haja diversos sistemas de dois componentes (TCSs), mecanismo composto 

por uma proteína sensora de membrana e um regulador citossólico que percebe as mudanças 

ambientais, o sistema agrAC é um dos mais bem elucidados (Choudhary et al., 2018). O 

regulador de genes acessórios (agr) é um tipo de regulação de quorum-sensing, no qual a 

bactéria regula a expressão gênica a partir da densidade da população bacteriana existente 

no local por meio de comunicação célula-célula (Le e Otto, 2015; Sabino et al., 2023). 

A expressão de genes de virulência em S. aureus sofre alterações quando a bactéria 

é exposta a diferentes condições ambientais como temperatura, pH e disponibilidade de 

nutrientes e de oxigênio (Adame-Gómez et al., 2020; Cruz et al., 2021). Buscando simular 

o ambiente encontrado in vivo, Maréchal et al. (2009) e Lammers et al. (2000) demonstraram 

que as condições in vitro que mais se assimilam as condições in vivo são quando S. aureus 

é cultivada em leite ou em meio RPMI com acréscimo de quelantes de ferro, por exemplo 

deferoxamina e bipiridina. A limitação de ferro é importante defesa do hospedeiro contra a 

infecção bacteriana. Estima-se que a solubilidade do íon férrico (Fe+3) em ambiente aeróbico 

e pH neutro  é da ordem de 10-9 a 10-10  M, insuficiente para suportar o  crescimento 

microbiano (Ratledge e Dover, 2000). Aliado a isso, os estoques de ferro encontram-se 

dentro das células do hospedeiro ou sequestrados com proteínas de ligação a ferro como 

lactoferrina, presente no leite. Sabe-se da grande dependência bacteriana por ferro já que ele 

participa como cofator enzimático e constituinte de proteínas, e em processos como 

biossíntese de DNA e respiração. Logo, na ausência desse mineral o patógeno altera a 

expressão de seus genes para garantir a aquisição de ferro (Diarra et al., 2002). 

O tratamento da mastite bovina é baseado no uso de antimicrobianos. Diversos 

estudos relatam que bactérias quando expostas a concentrações subinibitórias (subCIM) de 

antibióticos alteram o perfil de expressão gênica (Davies et al., 2006; Laureti et al., 2013; 

Gao et al., 2022). In vivo a bactéria enfrenta subCIM devido a farmacocinética de 
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medicamentos, barreiras de difusão, emissão de resíduos, emergência de organismos 

resistentes e a forma de aplicação (Chen et al., 2021; Thurner e Alatraktchi, 2023). 

No geral, subCIM em S. aureus contribuem para o aumento da mutagênese e 

processos envolvendo síntese de DNA e proteínas intracelulares e de membrana, inclusive 

lipoproteínas (Olatunji et al., 2020), são afetados (Andersson e Hughes, 2014). Alguns 

antibióticos, da classe de fluoroquinolonas e beta-lactâmicos como ciprofloxacina e 

penicilina, induziram o aumento da expressão gênica de fatores de virulência quando 

presentes em subCIM (Ohlsen, 1998; Mesak e Davies, 2009; Otto et al., 2013; Ching et al., 

2020; Bo et al., 2024). Concentrações subinibitórias de gentamicina diminuíram o nível de 

expressão do gene TSST-1 (toxina da síndrome do choque tóxico 1), superantígeno 

produzido por S. aureus e que causa síndrome do choque tóxico especialmente em crianças 

e mulheres (Hodille et al., 2017), e aumentaram a formação de variantes de colônias 

pequenas (SCVs) (Zhang et al., 2010; Chen et al., 2021). Concentrações subinibitórias de 

ciprofloxacina diminuíram a expressão dos genes Hla, importante fator de virulência de S. 

aureus (Haddadin et al., 2010; Tavares et al., 2014). Concentrações subinibitórias de 

ampicilina aumentaram a invasão celular da S. aureus USA300 em células HeLa, células 

humanas obtidas a partir de câncer cervical (Selan et al., 2018). 

 
2.3. Lipoproteínas de Staphylococcus aureus 

 
 

Lipoproteínas (Lpps) são proteínas de membrana presentes em bactérias gram- 

positivas que possuem uma porção lipídica ancorada à membrana da bactéria, e uma porção 

proteica, que fica projetada para o meio extracelular. A parte lipídica é ligada à membrana 

plasmática por meio de um resíduo de cisteína localizado na região N-terminal da proteína 

que, no caso da S. aureus, serve como um padrão molecular associado a patógenos (PAMP) 

que alerta o sistema imunológico das células hospedeiras através dos receptores de 

reconhecimento de padrões (PRRs) (Nguyen et al., 2020). 

A maturação das Lpps se dá por várias etapas de acetilação no resíduo de cisteína 

ancorado à membrana. Elas são sintetizadas como pré-prolipoproteínas, contendo um 

peptídeo sinal ligado a resíduo de cisteína, e são translocadas através da membrana 

citoplasmática pelas vias de secreção geral (SEC) ou de translocação de argininas (TAT). A 

enzima diacilglicerol transferase (Lgt) é responsável pela transferência de um diacilglicerol 

ao resíduo de cisteína formando a prolipoproteína e, por fim, uma peptidase de sinal (Lsp) 
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cliva o peptídeo sinal gerando a lipoproteína madura, que pode ser di ou tri acetilada. 

(Mohammad et al., 2022). 

O número de Lpp presente em S. aureus varia a depender da cepa, a exemplo das 

cepas USA300 e N315 que têm mais de 60 (Shahmirzadi et al., 2016). As Lpps 

desempenham diversas funções, entre elas transporte de ânions, de ferro e outros cátions, 

aminoácidos e açúcares, biossíntese, translocação de proteínas, respiração e outras funções 

ainda desconhecidas (Kurokawa et al., 2012). As lipoproteínas de superfície aumentam a 

expressão do receptor toll-like 2 (TLR2), responsável por ativar vias de sinalização de MAP 

quinase (MAPK), proteínas que respondem estímulos extracelulares e que regulam diversas 

funções celulares como expressão gênica (Braicu et al., 2019). Células epiteliais mamárias 

bovinas infectadas com uma cepa de S. aureus no qual o gene responsável pela enzima que 

faz acetilação da proteína foi deletado, mostraram aumento da produção do fator de 

transcrição NF-κB, aumento da expressão de mRNA de TLR2, estimulação da secreção de 

mediadores inflamatórios, como IL-6, e produção de prostaglandinas (PGE2) (Liu et al., 

2022). Estudos em camundongos confirmaram que a inflamação e a ativação de receptores 

TLR2 é dependente das lipoproteínas de superfície de S. aureus (Schmaler et al., 2009; 

Mohammad et al., 2019; Kopparapu et al., 2021). A injeção subcutânea das lipoproteínas 

de superfície em lesões na pele de camundongos induziu a formação de abcessos que 

protegem a bactéria da ação do sistema imune do hospedeiro, o que constitui em mais um 

mecanismo de evasão imune bacteriana (Mohammad et al., 2021). 

As Lpps também podem aumentar a patogenicidade da bactéria e promover a 

invasão celular (Shahmirzadi et al., 2016). Os genes que codificam as lipoproteínas com essa 

função são denominados lipoproteínas-like (lpls) e estão organizados em tandem dentro de 

um cluster que se encontra em uma ilha de patogenicidade no genoma de S. aureus, νSaα 

(Nyugen et al., 2015). A cepa S. aureus USA300 tem dez genes lpls enquanto a S. aureus 

RF122 possui sete, mas ainda faltam estudos que relacionem o número de cópias à 

patogenicidade bacteriana. A deleção do cluster lpl do genoma da cepa USA300 promoveu 

a diminuição da invasão celular e da produção de citocinas pró-inflamatórias em células 

epiteliais humanas. A expressão do cluster lpl em S. carnosus conferiu à bactéria a 

capacidade de invasão em queratinócitos (Nguyen et al., 2015). A comprovação da 

importância da lpl na virulência in vivo se deu pela diminuição da carga bacteriana em rins 

quando a cepa mutante foi usada na infecção de murinos. 

A porção proteica de uma Lpl purificada de S. aureus USA 300 interagiu com 

proteínas de choque térmico 90 (Hsp90) presentes na superfície de queratinócitos humanas 
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(HaCaT), aumentando a invasão celular, enquanto anticorpos anti-Hsp90 diminuíram o 

processo invasivo (Tribelli et al., 2020). Liu et al. (2022) demonstraram o papel das lpls no 

aumento da invasão de células do epitélio mamário bovino (bMEC), ao constatarem que 

quando há deleção do cluster lpl, a invasão diminui. 

Ao analisar o genoma de cepas de S. aureus causadoras de mastite bovina, Rocha 

et al. (2019) observaram uma variação na sequência de um gene que codifica uma 

lipoproteína de membrana nas cepas subclínicas, que pode impactar na estrutura e função da 

proteína com possível implicação na patogênese bacteriana. Por comparação com o genoma 

da cepa S. aureus RF122, verificou-se que essa lipoproteína está localizada na ilha de 

patogenicidade Sa, exclusiva de S. aureus e que também possui genes que codificam 

exotoxinas e homoserina desidrogenase (Baba et al., 2008). Seis genes que codificam 

proteínas que variam de 234 a 271 aminoácidos foram identificados no genoma da cepa S. 

aureus 302. As proteínas possuem identidade média de 83,81% quando comparadas entre si 

e de 62,44% quando comparadas às lipoproteínas de RF122. Não se sabe se essa diferença 

está relacionada à diferença de invasão de cepas causadoras de mastite bovina. Também 

faltam estudos que avaliam a expressão desses genes sob condições que simulam a infecção 

de S. aureus na glândula mamária. 
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3. OBJETIVOS 

 
3.1. Objetivo Geral 

 
 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a participação de uma lipoproteína na invasão 

celular e avaliar a expressão de genes que codificam lipoproteínas-like (lpls) em diferentes 

condições de uma cepa de Staphylococcus aureus isolada de mastite bovina subclínica. 

 
 

3.2. Objetivos Específicos 
 
 

• Expressar uma proteína Lpl em sistema de expressão heterólogo; 

• Avaliar a participação da Lpl na internalização bacteriana em células imortalizadas 

do epitélio mamário bovino (MAC-T); 

• Avaliar o efeito de antibióticos na internalização bacteriana em células MAC-T; 

• Avaliar o efeito da exposição aos antibióticos na expressão dos genes lpls. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 
4.1. Microrganismo e condições de cultivo 

 
 

Para os ensaios foi utilizada a cepa Staphylococcus aureus 302 (SAU302) 

(GenBank: LNOR00000000), isolada de uma vaca acometida com mastite bovina subclínica 

(Silva, M. P. 2015). Ao longo de seis meses, Silva (2015) isolou a cepa S. aureus de um 

animal acometido com mastite bovina subclínica. Essa cepa pertence ao ST126, é altamente 

invasiva e possui alta atividade hemolítica. Para os ensaios de determinação de concentração 

inibitória mínima (CIM) dos antimicrobianos: ampicilina, ciprofloxacina e gentamicina, foi 

utilizado caldo Mueller-Hinton (MH). Ampicilina é um antibiótico semissintético que faz 

parte da classe dos β-lactâmicos, que agem inibindo a síntese da parede celular em bactérias 

gram-negativas e positivas (Lima et al., 2020). Ciprofloxacina é um antibiótico sintético de 

segunda geração da classe das fluoroquinolonas, que agem diretamente no processo de 

replicação do DNA, inibindo as enzimas DNA girase e topoisomerase IV (Bhatt e Chatterjee, 

2022). Gentamicina é um antibiótico da classe dos aminoglicosídeos, que agem inibindo a 

síntese proteica, ao se ligarem ao cromossomo 30S por meio do sítio A do RNA ribossomal 

16S (Kotra et al., 2000; Krause et al., 2016). 

 
 

4.2. Clonagem da lipoproteína 3 de Staphylococcus aureus 302 
 
 

O gene que codifica uma proteína do cluster lpl de S. aureus 302 foi amplificado 

por PCR a partir do DNA genômico da mesma (Tabela 1). Os primers R e F foram 

desenhados com sítios de restrição para as enzimas NheI e XhoI e as reações de PCR foram 

feitas com 1 μL de Taq DNA Polimerase da Cellco, 1,2x10-3 μM de dNTP, 0,1 μM de 

primers R e F e 50 ng de DNA. O programa de PCR consistiu das seguintes etapas: uma 

desnaturação inicial a 95 ºC por 5 minutos, 35 ciclos com 30 segundos de desnaturação a 95 

ºC, 30 segundos de anelamento a 55 ºC e 1 minuto de extensão a 72 ºC, e uma extensão final 

a 72 ºC por 7 minutos. O resultado da PCR foi analisado por meio de eletroforese em gel de 

agarose. O amplicon obtido foi clonado no vetor pGEM T-Easy (Promega), sendo o vetor 

transformado em E. coli DH5α e as células plaqueadas em meio LB sólido, contendo 

ampicilina (100 mg/mL) e X-gal (40 mg/ml). O DNA plasmidial das transformantes foi 

extraído pelo kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) e a 
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confirmação da clonagem foi feita por meio de digestão com as enzimas de restrição citadas 

acima. O DNA plasmidial foi sequenciado pelo método de Sanger usando o primer M13 

(Tabela 1) pela empresa ACTGene. 

Para clonagem no vetor de expressão pET-28a, as digestões do DNA plasmidial 

recombinante e do vetor pET-28a vazio foram feitas com as enzimas de restrição NheI e 

XhoI, para obtenção do inserto e vetor aberto, respectivamente. A reação de ligação foi feita 

usando 1 U T4 DNA Ligase (Thermofisher), 36 ng de inserto, 100 ng de vetor e 1 U/uL de 

tampão de ligação, a 4 ºC por 24 h. O DNA plasmidial foi sequenciado pelo método de 

Sanger usando os primers T7 (Tabela 1) pela empresa ACTGene. 

 
Tabela 1: Primers utilizados para clonagem em vetores de expressão pGEM T-Easy e pET- 

28a e confirmação da transformação nas cepas Escherichia coli DH5α e C41. 

Nome Sequência (5’-3’) Tamanho do 
amplicon (bp) 

Fonte 

SAU302T R- 
TATATAACTCGAGTTATTTATCCTCACTTGG 

F- TATATAGCTAGCCTAGAGGATTTATAC 

677 Este estudo 

M13 R-CAGGAAACAGCTATGACC 

F-TGTAAAACGACGGCCAGT 

977 - 

T7 R-AATACGACTCACTATAGG 
        F-GCTAGTTATTGCTCAGCGG 

977 - 

 
 

4.3. Expressão heteróloga da lipoproteína recombinante 
 
 

O vetor pET-28a contendo o inserto foi transformado na cepa Escherichia coli C41 

e a confirmação da transformação foi feita por meio de PCR com os primers SAU302T e T7 

(Tabela 1), seguido de eletroforese em gel de agarose a 1%. A transformação da E. coli C41 

foi feita pelo método do choque térmico segundo Sambrook e Russel (2006). As 

transformantes foram selecionadas em meio contendo 100 μg/mL de canamicina. Para a 

expressão, um clone foi crescido em 30 mL de LB contendo canamicina até a fase 

exponencial. Em seguida, a indução da expressão foi feita por 3 h com adição de 0.5 mM de 

IPTG. O pellet da suspensão bacteriana foi obtido por centrifugação a 14000 rpm a 4 ºC por 

15 minutos e ressuspendido em tampão de ligação (20 mM fosfato de sódio, 500 mM de 

NaCl, 20 mM imidazol). Para a lise celular, sonicou-se o precipitado de células por 10 
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minutos a 20 kHz (Sonicador Sonics Vibra-Cell VCX 130, Biovera). Em seguida, o extrato 

foi novamente centrifugado a 14000 rpm a 4 ºC por 15 minutos para separação das frações 

solúvel e insolúvel. Por fim, o pellet contendo a fração insolúvel foi ressuspendido em 

tampão de ligação contendo 8M de ureia, com a proporção de 15 ml de tampão para cada 1 

g de pellet. 

 
 

4.4. SDS-PAGE e Western Blotting 
 
 

As frações solúvel e insolúvel foram avaliadas em gel SDS-PAGE 13,5% e por 

Western Blotting para escolha da fração que continha a proteína desejada. Dois géis foram 

preparados: gel de separação (solução de bis-acrilamida 30%, tampão Tris-HCl 1,5 M pH 

8,8, SDS 0,01%, persulfato de amônio 0,5% v/v e TEMED 0,05% v/v) e gel de concentração 

(solução de bis-acrilamida 30%, tampão Tris-HCl 0,5 M pH 6,8, SDS 0,01%, persulfato de 

amônio 0,5% v/v e TEMED 0,05% v/v). À cada fração foi adicionado tampão contendo azul 

de Bromofenol 1% e 2-β-mercaptoetanol 5% e foram fervidas em termociclador por 10 

minutos, para desnaturação proteica. Tampão de corrida (Tris-HCl 25 mM, glicina 192 mM, 

SDS 0,1% e pH 8,3) foi utilizado para eletroforese, que prosseguiu por 2 h a 100 Volts. 

Posteriormente, o gel foi corado com solução de Coomassie Blue (Coomassie Brilliant Blue 

R-250 0,1%, metanol 50% e ácido acético 10%) por 5 min sob agitação e descorados em 

solução metanol 25% e ácido acético 7,5% overnight. 

Para o Western Blotting, prosseguiu-se com a corrida do gel em eletroforese como 

descrito anteriormente. Uma membrana de nitrocelulose foi utilizada para realizar a 

transferência das proteínas separadas anteriormente no SDS-PAGE 13,5% utilizando 

sistema semi-seco. O bloqueio da membrana prosseguiu por 1 h com BSA 3% em PBS-W. 

Para retirar todo resquício do bloqueio, PBS-W foi utilizado para lavar a membrana 3 vezes 

e a incubação com solução de anticorpo primário anti-his tag em proporção 1:3000 (GE 

Healthcare; código: 27-4710-01) prosseguiu por 1 h. Para retirar todo resquício do anticorpo 

primário, PBS-W foi utilizado para lavar a membrana 3 vezes e a incubação com solução 

em anticorpo secundário anti-mouse conjugado à peroxidase, em proporção 1:7500, 

prosseguiu por mais 1 h. Para revelação da membrana e detecção da proteína recombinante 

utilizou-se uma solução contendo 10 mg de DAB (3,3′-diaminobenzidina), 1 mL de solução 

de NiCl2 0,3%, 1 mL de tampão Tris 1M pH 7,6, 8mL de H2O destilada e 10 μL de H2O2. 
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4.5. Purificação da proteína recombinante 
 
 

A expressão foi feita em 1 L de meio LB, seguindo as mesmas condições anteriores. 

O pellet da suspensão bacteriana foi obtido por centrifugação e ressuspendido em tampão 

de lise (20 mM fosfato de sódio, 500 mM de NaCl, 20 mM imidazol, 0,2 mg/mL de lisozima, 

5% v/v glicerol, 1 mM de PMSF). Posteriormente à lise celular, a purificação da proteína 

recombinante obtida a partir da fração solúvel foi realizada por cromatografia de afinidade 

por cauda de histidina no AKTA Start Protein Purification System (Cytiva). A coluna 

utilizada, “HisTrap FF”, foi inicialmente equilibrada usando 5 vezes o seu volume com 

tampão de ligação e eluída com tampão de eluição (20 mM NaHPO4, 500 mM NaCl e 500 

mM imidazol). As frações purificadas foram avaliadas em gel SDS-PAGE 13,5% e Western 

Blotting para escolha da fração que continha a proteína em maior concentração e pureza. A 

concentração de proteína total de cada fração foi determinada utilizando o método de 

Bradford (Sigma, A55866). 

 
 

4.6. Determinação de concentração inibitória mínima (CIM) 
 
 

A determinação de CIM foi feito pelo método de microdiluição em microplacas de 

96 poços adicionando-se em cada poço 180 μL de meio Mueller Hinton (MH) e 20 μL de 

uma suspensão bacteriana contendo 106 UFC/mL conforme recomendações do Instituto de 

Padrões Clínicos e Laboratoriais (CLSI 2022, https://clsi.org). A CIM foi determinada para 

os antibióticos ampicilina (Sigma, A0166), ciprofloxacina (Sigma, 17850) e gentamicina 

(Sigma, G1264), que foram testados nas concentrações de 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 e 0,5 

μg/mL. As microplacas foram incubadas a 37 ºC por 24 h e o resultado foi avaliado 

visualmente. A CIM foi definida como a menor concentração de antibiótico onde não se 

visualizou o crescimento bacteriano. Metade do valor da CIM foi usada nos ensaios para 

avaliar a expressão dos genes e invasão bacteriana. 

 
 

4.7. Ensaio de invasão em células MAC-T 
 
 

As células imortalizadas do epitélio mamário bovino (MAC-T) foram 

descongeladas e transferidas para garrafas com meio DMEM (Vitrocell) suplementado com 
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piruvato de sódio e 4,5% de glicose em estufa a 37 ºC com 5% de CO2. Após alcançar 

confluência, as células foram tratadas com tripsina 0,025% (Sigma, T4799), transferidas 

para placas de 12 poços com DMEM, com 2x105 células/poço, e incubadas a 37 ºC com 5% 

de CO2 até atingir confluência. 

Para os ensaios de invasão, primeiramente os poços contendo as células MAC-T 

foram lavados com PBS 1X estéril. A cada poço, foi adicionada uma suspensão bacteriana 

da cepa S. aureus 302 ressuspendida em meio de invasão (DMEM com 1% de soro fetal 

bovino) ajustada para 106 UFC/poço com base na escala McFarland, para obtenção de uma 

multiplicidade de infecção (MOI) de 10:1. As placas foram incubadas a 37 ºC com 5% de 

CO2 por 30 minutos, 1:30 h e 3 h. O meio de cultivo celular foi cuidadosamente aspirado e 

cada poço foi lavado 3 vezes com PBS 1X estéril. Para eliminação das bactérias não 

internalizadas, foram adicionados a cada poço 500 µL de meio de invasão contendo 

gentamicina e ampicilina, ambos a 1 mg/mL, e as placas foram incubadas por 30 minutos a 

37 ºC com 5% de CO2. Os poços foram então lavados com PBS 1X estéril e, posteriormente, 

com água destilada estéril, para lise das células e liberação das bactérias internalizadas. A 

concentração das bactérias internalizadas foi determinada por meio de diluição seriada com 

contagem de microgotas em placas de Petri contendo meio BHI ágar. 

Para avaliar o efeito da concentração sub CIM de antibióticos na invasão bacteriana, 

adotou-se o mesmo procedimento acima, adicionando-se 0,6 mM de bipiridina, 0,5XCIM 

de ampicilina, ciprofloxacina ou gentamicina, nos poços contendo DMEM, antes da adição 

da bactéria. A invasão foi feita em triplicatas biológicas, duplicatas técnicas e procedeu por 

30 min, 1:30 h e 3 h, antes da lise celular. Para avaliar o efeito da lipoproteína recombinante 

no potencial de invasão da cepa utilizada, adotou-se o mesmo procedimento acima, com 

concentrações decrescentes de proteína purificada em uma faixa de 35 a 4.375 µg/mL. A 

invasão foi feita em triplicatas biológicas e duplicatas técnicas e procedeu por 1:30 h antes 

da lise celular. 

 
 

4.8. Extração de RNA total 
 
 

Para extração de RNA total, tentou-se mimetizar algumas condições encontradas 

no úbere bovino: deficiência de ferro no meio, limitação de oxigênio, febre (39 ºC) e 

concentrações subinibitórias de antibióticos (simular condições de tratamento da vaca 

acometida com mastite). As bactérias foram cultivadas em meio BHI (controle), meio BHI 
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a 39 ºC, meio BHI contendo 0,6 mM de bipiridina (BP) a 37 e 39 ºC, meio BHI e 

concentrações subinibitórias de ampicilina, ciprofloxacina, gentamicina e meio BHI, BP 0,6 

mM e subCIM de ampicilina, ciprofloxacina e gentamicina. 

Tubos Falcon cheios com 15 mL de BHI foram inoculados com uma colônia 

bacteriana e mantidos a 37 ºC. Após 4 h e 16 h, a suspensão bacteriana presente em cada 

tubo foi centrifugada a 5000 rpm por 3 minutos para obtenção do pellet e, que, após o 

descarte do sobrenadante, foi ressuspendido em tampão TE 1mM. Foram adicionados 50 

mg/mL de lisozima (Sigma, 6876) e 0,5 U/mL de lisostafina (Sigma, L7386) e incubados a 

37 ºC por 40 minutos para lise celular, seguido de homogeneização cuidadosa a cada 5 

minutos. A extração seguiu o protocolo do Trizol, conforme recomendações do fabricante. 

Por fim, os microtubos foram incubados a 60 ºC por 7 minutos, para desativação de RNAses. 

A integridade e a qualidade do RNA foram avaliadas em gel de agarose 1%. A concentração 

das amostras foi determinada por fluorimetria em Qubit (TechTarget, EUA), conforme 

protocolo do fabricante. As extrações foram realizadas em triplicatas biológicas. 

 
 

4.9. Desenho dos primers para quantificação dos transcritos de lipoproteínas-like 

(lpls) 
 

O cluster de lpls presente no genoma da cepa S. aureus 302 possui 6 lipoproteínas- 

like organizadas em tandem em uma ilha de patogenicidade. O tamanho de cada uma varia, 

indo de 705-804 pb. A identidade entre eles varia de 80,34 a 86,72% (Tabela 2). Com intuito 

de desenhar primers que conseguissem amplificar todos os 6 genes presentes no cluster, foi 

escolhida uma região conservada entre todas os 6 genes (Figura 1). O desenho foi feito pelo 

programa Primer3Plus (disponível em: https://www.primer3plus.com). 

 
Tabela 2: Matriz de percentagem de identidade das 6 lpls organizadas em tandem no cluster 

lpl da cepa S. aureus 302. 

 lpl1 lpl2 lpl3 lpl4 lpl5 lpl6 
lpl1 100 82,75 80,73 86,72 84,44 80,34 
lpl2 82,75 100 85,62 83,4 84,71 84,76 
lpl3 80,73 85,62 100 84,82 81,05 84,4 
lpl4 86,72 83,4 84,82 100 84,71 84,4 
lpl5 84,44 84,71 81,05 84,71 100 82,91 
lpl6 80,34 84,76 84,4 84,4 82,91 100 
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Figura 1: Sequência de nucleotídeos alinhada dos 6 genes que estão em tandem no cluster 

lpl da cepa S. aureus 302. A região marcada em vermelho indica a região conversada de 
anelamento dos primers desenhados para amplificação dos 6 genes em conjunto. 

 
 
 
 

4.10. Quantificação dos transcritos de lipoproteínas-like (lpls) 
 
 

A expressão dos genes foi avaliada nas fases de crescimento exponencial e 

estacionária. Para quantificação dos transcritos de lipoproteínas-like (lpls) nas condições 

escolhidas, as amostras de RNA extraídas foram previamente tratadas para eliminação da 

contaminação com DNA com RNAse-Free DNAse (Promega, EUA). Após confirmada a 

ausência de DNA por PCR, a síntese de cDNA foi realizada pelo High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems ®), conforme recomendações dos 

fabricantes. Os primers sintetizados para o qPCR estão demonstrados na Tabela 3. A 

fluorescência foi quantificada por meio do sistema SYBER Green Master Mix (Promega ®), 

utilizando GoTaq qPCR (2X), 2mM dos primers R e F, água nuclease-free e 50 ng/µL de 

cDNA As placas foram mantidas a 95 ºC por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95 ºC por 

30 segundos e de 60 ºC por 1 minuto e, por fim, uma desnaturação gradual de 60 a 95 ºC 

com aumento de 1 ºC a cada minuto. Cada reação foi feita em duplicata técnica. As curvas 

de eficiência de cada primer foram feitas com concentrações decrescentes de cDNA, de 50 
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a 0,75 ng/uL. O método da curva padrão relativa foi usada para cálculo dos valores de 

quantidade relativa (Rq) para os genes lpls em cada amostra (Mendes et al., 2013). 

 
Tabela 3: Primers utilizados para quantificação dos transcritos de lipoproteínas-like (lpls) 

da cepa S. aureus 302. 

Nome Sequência 
(5’-3’) 

Tamanho do 
amplicon (bp) 

Fonte 

lpl R-CGCGTTATTTGTTGGTATGTCA 169 Este estudo 

 F-AAGTTCTTCGCGCAATATGG   

gyrB R-CCAACACCATGTAAACCACCAGAT 
          F-AGTAACGGATAACGGACGTGGTA 

150 Beeken et al., 2004 

 
 

4.11. Análises estatísticas 
 
 

As médias das replicatas técnicas em cada réplica biológica foram comparadas ao 

valor médio dos controles. Os dados foram avaliados pela análise de variância (ANOVA) 

unidirecional e plotados no software GraphPad Prism (v.6). Valores de p < 0,01 e p < 0,05 

foram considerados significativos pelo teste de Dunett. 
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5. RESULTADOS 

 
5.1. Expressão heteróloga e purificação da lipoproteína recombinante 

 
 

O gene que codifica uma Lpl da cepa S. aureus 302 foi amplificado por meio de 

PCR obtendo-se um amplicon do tamanho esperado (677 bp) (Figura 2A). Um fragmento 

de mesmo tamanho foi obtido da clivagem do DNA plasmidial recombinante com as 

enzimas de restrição XhoI e NheI, confirmando o sucesso da clonagem em pGEM T-Easy 

(Figura 2B) e no vetor de expressão pET-28a (Figura 2C). 

 
Figura 2: Clonagem do gene lpl de Staphylococcus aureus 302. O gene foi amplificado a 

partir do DNA Genômico da cepa S. aureus 302 e o amplicon foi analisado por gel de 

agarose 1% de PCR (canaleta 3A). O DNA Plasmidial da bactéria transformada foi extraído 

(canaletas 2 e 3 B) e o inserto clonado em pGEM T-Easy foi liberado usando as enzimas 

XhoI e NheI (canaleta 4B). A seta em C indica que o inserto clonado em pET-28a foi liberado 

usando as mesmas enzimas (canaleta 2C). Canaleta 1: padrão 100 bp DNA Ladder (Cellco). 

 
 
 

O plasmídeo pET-28a contendo o gene Lpl foi transformado na cepa E. coli C41 e 

a extração de DNA plasmidial de colônias transformantes seguida por PCR, confirmou a 

presença do fragmento de 677 pb (Figura 3A). Uma outra amplificação usando os primers 

T7, confirmou que o inserto estava dentro do plasmídeo. O amplicon obtido (977 bp) foi a 

soma dos valores do tamanho do inserto e do tamanho da região de clonagem do vetor, que 

contém o promotor e terminador T7 (Figura 3B). 
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Figura 3: Análise por gel de agarose 1% da amplificação por meio de PCR dos genes lpl 

(canaleta 2A) e T7 (canaleta 3B) a partir do DNA Plasmidial da cepa E. coli C41 

transformada com vetor de expressão pET-28a. Canaleta 1: padrão 100 bp DNA Ladder 

(Cellco). 

 
 
 

Para verificar a expressão da proteína recombinante na hospedeira C41, alíquotas 

contendo a suspensão bacteriana da cultura selvagem, da C41 transformada antes da indução 

com IPTG e as frações solúvel e insolúvel foram analisadas por gel de poliacrilamida 13,5%. 

A Figura 4A mostra a banda característica da lipoproteína com tamanho de 

aproximadamente 31 kDa (entre 25 e 35 kDa). 

O ensaio de Western Blotting prosseguiu com as mesmas alíquotas do SDS-PAGE, 

as quais foram submetidas a uma transferência para uma membrana de nitrocelulose. A 

revelação com diaminobenzidina (DAB) confirmou a proteína recombinante nas três 

frações: não induzida, solúvel e insolúvel (Figura 4B), sendo a concentração da proteína 

observada em expressão em níveis crescentes. 
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Figura 4: Expressão da Lpl recombinante em Escherichia coli C41. Em A, SDS-Page 13,5% 

de extratos proteicos preparados do sobrenadante de culturas bacterianas transformadas 

(C41) e selvagens (WT). Em B, Western Blotting usando anticorpo anti-His. As setas 

indicam a banda característica da proteína recombinante, com tamanho de 31 kDa. Canaleta 

1: PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermofisher). Canaleta 2: sobrenadante de 

cultura de C41 WT. Canaleta 3: sobrenadante de cultura de C41 transformada não induzida. 

Canaleta 4: fração solúvel da C41 transformada. Canaleta 5: fração insolúvel da C41 

transformada. 

 
 

Na purificação a partir da fração solúvel, foram obtidas um total de 14 frações que 

foram analisadas a partir de SDS-Page 13,5% (Figura 5A) e Western Blotting (Figura 5B). 

A fração escolhida foi a número 11, que apresentou maior pureza e concentração, 

demonstrada em uma banda única de tamanho esperado (aproximadamente 31 kDa) (Figura 

6). 
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Figura 5: Análise das frações purificadas da Lpl recombinante por SDS-Page e Western 

Blotting. Marcador utilizado: PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermofisher). 

Canaleta 1-14: frações purificadas. A seta indica a banda característica da proteína 

recombinante, com tamanho de 31 kDa, e a fração escolhida para ensaios posteriores de 

invasão celular. 
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Figura 6: Purificação da proteína recombinante por SDS-Page. As setas indicam a banda 

característica da proteína recombinante, com tamanho de 31 kDa. Canaleta 1: PageRuler™ 

Plus Prestained Protein Ladder (Thermofisher). Canaleta 2: sobrenadante de cultura de C41 

WT. Canaleta 3: sobrenadante de cultura de C41 transformada não induzida. Canaleta 4: 

fração solúvel da C41 transformada. Canaleta 5: fração insolúvel da C41 transformada. 

Canaleta 6: fração solúvel purificada. 

 
 
 
5.2. Invasão bacteriana em células MAC-T 

 
 

Com intuito de avaliar a participação da lipoproteína recombinante na invasão 

bacteriana, células MAC-T foram incubadas com diferentes concentrações da proteína 

purificada seguida da adição da bactéria. A pré-incubação com a lipoproteína recombinante 

aumentou significativamente a invasão apenas em duas concentrações (Figura 7). A invasão 

relativa aumentou para 1,87 ± 0,12 e 1,53 ± 0,13 nas concentrações de 35 e 17.5 μg/mL, 

respectivamente, quando comparado ao controle sem a proteína. Utilizando 8.75 e 4.375 

μg/mL de lipoproteína recombinante, os valores de invasão relativa foram 1,31 ± 0,22 e 1,23 

± 0,06, respectivamente. 
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Figura 7: Impacto de diferentes concentrações de lipoproteína recombinante na invasão da 

cepa S. aureus 302 em células MAC-T. As células eucariotas foram pré-incubadas com 

concentrações decrescentes de proteína, de 35 a 4.375 µg/mL, seguida da adição das células 

bacterianas. No controle não foi usada proteína antes da adição das bactérias. Os 

experimentos foram feitos em triplicatas biológicas. ANOVA unidirecional foi utilizada 

para indicar significância estatística comparando com o controle. Diferenças entre 

tratamentos e controle foram consideradas significativas quando p < 0,01 (**) e p < 0,05 (*), 

de acordo com o teste de Dunnett. 

 

 
 

 
5.3. Efeito da exposição a antibióticos na invasão bacteriana 

 
 

A influência de ampicilina, gentamicina e ciprofloxacina na invasão bacteriana foi 

avaliada ao longo de 3 h (Tabela 4 e Figura 8). A partir de 30 minutos, houve diminuição 

significativa da invasão (até 62%) em todas as condições avaliadas. Com 1 hora e 30 minutos 

de invasão, a diminuição na invasão continuou, mas só foi significativa quando houve 

acréscimo de bipiridina (64%), para os tratamentos com acréscimo bipiridina e ampicilina, 

bipiridina e ciprofloxacina e bipiridina e gentamicina diminuiu-se 16%, 48% e 52%, 

respectivamente. 

Após 3 h de invasão, o acréscimo de bipiridina e bipiridina e ampicilina interferiu 

pouco na invasão, em contraste a adição de bipiridina e ciprofloxacina e bipiridina e 

gentamicina que afetou significativamente (p<0,01) a invasão, com diminuição de 77,61% 

e 81,96%, respectivamente. Foi possível observar que apesar de todas as condições afetarem 

a invasão da cepa S. aureus 302 em células MAC-T, as condições que mais afetaram a 
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invasão foram o acréscimo de 0,6 mM de bipiridina e concentrações subinibitórias de 

ciprofloxacina e gentamicina (Figura 8). 

 
Tabela 4: Contagem em UFC/mL e invasão relativa em células MAC-T por S. aureus 302 

mediante exposição a quelante de ferro e antimicrobianos. No controle, foi utilizado somente 

meio DMEM. 

Condições 30 min 1:30 h 3 h 

 UFC/mL Invasão 
Relativa 

(%) 

UFC/mL Invasão 
Relativa 

(%) 

UFC/mL Invasão 
Relativa 

(%) 
Controle 2,1 ± 0,3 x 10³ 100 2,5 ± 0,25 x 104 100 4,6 ± 2,17 x 105 100 

+BP 8 ± 0,47 x 10² 38 9 ± 0,52 x 103 36 4,5 ± 3,33 x 105 97,82 

+BP+AMP 9 ± 0,3 x 10² 42,8 2,1 ± 0,97 x 104 84 4,5 ± 1,2 x 105 97,82 

+BP+CIP 9 ± 0,3 x 10² 42,8 1,3 ± 0,5 x 104 52 1,03 ± 0,17 x 
105 

22,39 

+BP+GEN 8 ± 0,3 x 10² 38 1,2 ± 0,65 x 104 48 8,3 ± 0,14 x 104 18,04 

+BP: acréscimo de bipiridina 0,6 mM. +BP+AMP: acréscimo de bipiridina 0,6 mM e subCIM de ampicilina. 

+BP+CIP: acréscimo de bipiridina 0,6 mM e subCIM de ciprofloxacina. +BP+GEN: acréscimo de bipiridina 

0,6 mM e subCIM de gentamicina. 

 
Figura 8: Efeito de diferentes condições de cultivo na invasão da cepa S. aureus 302 em 

células MAC-T com 30 min (A), 1:30 h (B) e 3 h (C) de invasão. No controle, foi utilizado 

somente meio DMEM. Em cada tratamento o antibiótico e/ou quelante de ferro adicionado 

está indicado com símbolo “+”. Os experimentos foram feitos em triplicatas biológicas. 

ANOVA unidirecional foi utilizada para indicar significância estatística com comparações 

com o controle. Diferenças entre tratamentos e controle foram consideradas significativas 

quando p < 0,01 (**) e p < 0,05 (*) de acordo com o teste de Dunnett. 
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5.4. Quantificação dos transcritos de lipoproteínas-like (lpls) em diferentes 
condições 

 

Para a quantificação da expressão dos genes lpls, inicialmente as culturas foram 

crescidas em BHI e BHI + BP até as fases exponencial e estacionária. Porém, não se 

observou a expressão gênica na fase exponencial e por isso foi usada apenas a fase 

estacionária no estudo. 

Os resultados de expressão mostram uma redução dos transcritos na presença de 

BP e subCIM de ciprofloxacina (CIP), quando comparados ao controle (figura 9). O 

aumento da temperatura de 37°C para 39°C também diminuiu a expressão gênica, o que 

também foi observado quando BP foi adicionado ao meio. Ao comparar com o controle, 

observa-se que somente concentrações subinibitórias de ampicilina e gentamicina não 

tiveram impacto significativo sob a expressão e que houve diminuição significativa (p<0,05) 

da expressão quando há a adição de bipiridina, tanto a 37 quanto 39 ºC, concentrações 

subinibitórias de ciprofloxacina e cultivo a 39 ºC. Na presença de BP e subCIM dos 

antibióticos, a expressão se aproxima de zero (figura 9). 

 
Figura 9: Expressão de genes que codificam lpls em diferentes condições de estresse. No 

controle, a bactéria cresceu somente em meio BHI a 37 ºC. Em cada tratamento o antibiótico 

e/ou quelante de ferro adicionado está indicado com símbolo “+”. Os experimentos foram 

feitos em triplicatas biológicas. ANOVA unidirecional foi utilizada para indicar 

significância estatística comparando com o controle. Diferenças entre tratamentos e controle 

foram consideradas significativas quando p < 0,01 (**) e p < 0,05 (*), de acordo com o teste 

de Dunnett. 
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6. DISCUSSÃO 
 
 

Lipoproteínas-like (lpls) são lipoproteínas organizadas em um cluster da ilha de 

patogenicidade νSaα no genoma de S. aureus e influenciam na patogenicidade e invasão 

celular desse patógeno (Nyugen et al., 2015; Shahmirzadi et al., 2016). Apesar de diversos 

estudos avaliaram o papel dessas lpls, tais estudos se limitam ao avaliar a cepa USA300 e 

pouco se sabe sobre as lipoproteínas em isolados causadores de mastite bovina. O presente 

estudo demonstrou que a expressão dos genes lpls é influenciada por antibióticos e que uma 

lipoproteína recombinante de S. aureus 302, isolado de animal com mastite subclínica, é 

capaz de interferir na invasão em células do epitélio mamário bovino. 

A lipoproteína recombinante foi mais expressa em corpos de inclusão, o que era 

esperado porque se trata de uma proteína de membrana, com tamanho elevado (>31 kDa). 

Com intuito de manter a conformação nativa da proteína, e evitar desnaturação causada por 

ureia, optou-se por trabalhar com a fração solúvel. A proteína recombinante purificada neste 

estudo foi capaz de aumentar significativamente a invasão em células MAC-T, resultados 

condizentes com estudos conduzidos com a cepa USA300 em células epiteliais humanas, 

onde o aumento foi de mais de 50%, quando comparado ao controle sem interferência da 

lipoproteína (Nguyen et al., 2015; Nguyen et al., 2018; Tribelli et al., 2020), e epiteliais 

bovinas (Liu et al., 2022). O mecanismo de invasão de células do hospedeiro por S. aureus 

mais conhecido depende de proteínas de ligação à fibronectina conhecidas por FnBPA e 

FnBPB (Sinha et al., 1999), porém Tribelli et al. (2020) demonstraram que uma Lpl da cepa 

USA300 se liga a duas isoformas de proteínas de choque térmico (Hsp90α e β) expressas na 

superfície celular de células epiteliais humanas. 

O genoma de SAU 302 tem seis genes em cluster localizados em uma ilha de 

patogenicidade (Rocha et al., 2022), cuja identidade varia de 80,34 a 86,72%. A cepa S. 

aureus RF122 tem sete genes lpl e cujas identidades variam de 46,9 a 63,8% com os genes 

da cepa S. aureus 302 (Baba et al., 2008; Rocha et al., 2022). Até o momento nenhum estudo 

mostrou a expressão desses genes ou se todos são funcionais. Neste estudo optou-se por 

construir primers que anelassem em todas as sequências para diminuir as chances de ter 

como alvo um gene que não fosse expresso. Os estudos de quantificação de expressão 

apresentaram diferença estatística significativa entre alguns dos tratamentos, porém também 

alto grau de variação, o que pode ser devido ao fato de que o primer utilizado foi desenhado 

de forma a amplificar uma região conservada em todos os genes presentes no cluster, que 

podem apresentar diferentes níveis de expressão ou serem pseudogenes, que são genes que 
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adquiriram muitas mutações e por isso não codificam proteínas funcionais e que podem estar 

envolvidos em processos de regulação gênica (Xie et al., 2019; Singh et al., 2020). 

Utilizando algumas condições encontradas pela bactéria no úbere bovino, como 

baixa disponibilidade de ferro e subCIM de antimicrobianos (Allard et al., 2006; Thurner e 

Alatraktchi, 2023), demonstrou-se que a invasão celular ocorre em proporções diferentes e 

que os antimicrobianos ciprofloxacina e gentamicina são os que mais afetam esse processo. 

Essas condições são as mesmas em que a quantificação dos transcritos lpls é 

significativamente diminuída. Assume-se que a ciprofloxacina e a gentamicina afetaram 

mais esse processo pois são antimicrobianos que inibem os processos de replicação e síntese 

proteica (Kotra et al., 2000; Krause et al., 2016; Bhatt e Chatterjee, 2022), respectivamente, 

o que pode ter causado um efeito bactericida na cepa S. aureus 302. Os resultados obtidos 

neste trabalho mostraram que após três horas de incubação em bipiridina + ampicilina, não 

houve diferença na invasão de MAC-T em relação ao controle. Porém, a expressão dos genes 

lpls foi drasticamente reduzida. A presença de subCIM de ampicilina já foi descrita como 

uma condição que aumenta a expressão de genes de virulência e a invasão celular (Chen et 

al., 2021; Gao et al., 2022). Além disso, considerando que as proteínas de ligação à 

fibronectina (FnBPA e FnBPB) são a principal forma utilizada por S. aureus para a invasão, 

pode-se supor que elas permaneceram sendo expressas. 

O estudo atual foi o primeiro a demonstrar a expressão de genes do cluster lpl 

presente na ilha de patogenicidade de S. aureus de origem bovina. Comprovou-se também 

a participação da proteína na invasão celular e a influência da limitação de ferro e a 

exposição a antibióticos no processo invasivo. Contudo, novos estudos devem ser 

conduzidos para elucidar a influência da variação da sequência dos genes lpl de S. aureus 

de origem bovina na capacidade de invasão de isolados provenientes de mastite subclínica 

e clínica, além da funcionalidade e expressão de todos os genes presentes no cluster em 

diferentes condições de que simulam a glândula mamária bovina. Essas informações são 

importantes para elucidar os mecanismos envolvidos na patogenicidade bacteriana e avançar 

no combate à mastite bovina. 
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7. CONCLUSÃO 
 
 

Este trabalho demonstrou o papel significativo de lipoproteínas-like (lpls) de uma 

cepa isolada de mastite bovina subclínica na invasão de células epiteliais bovinas. Foi 

possível expressar um Lpl de forma heteróloga e provar que ela aumenta significativamente 

a capacidade invasiva da bactéria. Além disso, demonstrou-se que a expressão de genes lpls 

é sensível a diferentes condições, algumas que simulam o ambiente in vivo do úbere bovino, 

como presença de quelantes de ferro e concentrações subinibitórias de antibióticos, bem 

como temperaturas elevadas, e que as mesmas condições interferem na invasão bacteriana 

em células epiteliais bovinas, diminuindo-a. Tais resultados indicam a grande importância 

das lpls para patogênese bacteriana. Este é o primeiro estudo a analisar a expressão de lpls 

em condições que imitam o ambiente in vivo, reforçando a relevância dessas lipoproteínas 

na patogenicidade de S. aureus em infecções associadas à mastite bovina. 
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Fig. Sup. 1 – Curva padrão de eficiência dos primers gyrB (tabela 3). 
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Fig. Sup. 2 – Curva padrão de eficiência dos primers lpl (tabela 3). 
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