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RESUMO 

 

 

FERREIRA, Beatriz Jandre. Envolvimento de microdomínios lipídicos na infecção de 

células endoteliais humanas por Streptococo agalactiae. 2017. 108 f. Tese (Doutorado em 

Biociências) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio 

de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017. 

 

 

 Estreptococos do grupo B (EGB) é a causa mais comum de pneumonia e sepse durante 

o período neonatal. O primeiro passo para o desenvolvimento da patogênese depende do 

processo de adesão e invasão do patógeno a célula alvo. A exploração de regiões conhecidas 

como microdomínios lipídicos (ML) e a modulação de vias de sinalização podem contribuir 

com o processo de invasão do patógeno. Embora o mecanismo pelo qual o EGB interage com 

as células humanas e causam danos ao processo fisiológico nessa área precisa ser melhor 

entendido. O objetivo desse estudo foi investigar a adesão e viabilidade intracelular do EGB 

pertencente ao sorotipo III em células endoteliais humanas. A amostra de EGB 90356 (tipo 

capsular III-líquor) exibiu uma redução na adesão e invasão após tratamento com MCD nas 

células endoteliais. Em contraste, houve um aumento expressivo na adesão e diminuição da 

invasão foi verificada nas HUVEC tratadas com inibidor de PI3K (LY294002). OS resultados 

demonstram a presença das moléculas marcadoras de ML (Cav-1, Cav-2, Flot-1 and Flot-2) 

nas HUVEC. Nossos dados demonstram pela primeira vez a co-localização do EGB com Cav-

1, Cav-2 e Flot-1 nas HUVEC por microscopia confocal a laser. Em adição, ensaios 

realizados por western blotting mostram o envolvimento da via PI3K/AKT durante a 

interação EGB-HUVEC após 15 min de infecção. A modulação dos niveis de Esfingosina-1 

fosfato durante a interação do EGB com as HUVEC foi demonstrado por cromatografia 

liquida. Esse trabalho promoveu evidências que os ML e PI3K associado aos ML esta 

relacionado com a invasão do EGB nas células endoteliais humanas. 

 

Palavras-chave: Estreptococos do grupo B. Células endoteliais. Microdomínios lipídicos. 

PI3/AKT. Esfingosina-1 fosfato. 

 

 

 



  

ABSTRACT 

 

 

FERREIRA, Beatriz Jandre. Implication of lipid microdomains in the infection of human 

endotelial cells for Streptococcus agalactiae. 2017. 108 f. Tese (Doutorado em Biociências) 

- Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 

Rio de Janeiro, 2017. 

 

 

 Group B streptococci (GBS) are the most common cause of pneumonia and sepsis 

during the neonatal period. The first step in the development of pathogenesis depends on the 

process of adhesion and invasion of the pathogen to the target cell. The exploration of regions 

known as lipid microdomains (ML) and the modulation of signaling pathways may contribute 

to the process of pathogen invasion. However, the mechanism by which GBS interacts with 

human cells and damage physiological processes is an area that needs to be better understood. 

The objective of this study was to investigate the adhesion and intracellular viability of GBS 

belonging to serotype III in human endothelial cells. GBS 90356 strain (capsular type III-

CSF) exhibited a reduction in adhesion and invasion in MβCD-treated endothelial cells. In 

contrast, an expressive increase in adhesion and decrease of invasion were verified in 

HUVEC treated with PI3K inhibitor (LY294002). The results showed the presence of the 

major ML marker molecules (Cav-1, Cav-2, Flot-1 and Flot-2) on HUVEC. Our data 

addresses for the first time the co-localization of GBS with Cav-1, Cav-2 and Flot-1 on 

HUVEC by confocal laser microscopic analysis. In addition, western blotting assays of 

showed the involvement of the PI3K/AKT pathway during the interaction GBS-HUVEC after 

15 min post-infection. The modulation at the levels of sphingosine-1 phosphate during the 

interaction of GBS with HUVEC was also demonstrated by liquid chromatography. This work 

provides the evidence that lipid rafts and raft-associated PI3K are implicated in GBS invasion 

to human endothelial cells. 

 

Keywords: Group B streptococcus. Endothelial cells. ICAM-1. Cellular interaction.Lipidic 

microdomains. PI3K/AKT. Sphingosine-1 phosphato. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Estreptococos do grupo B: características gerais 

 

 

Os Streptococcus agalatiae (estreptococos do grupo B, EGB) pertencem à família 

Streptococcaceae e são caracterizados pela presença do antígeno do grupo B de Lancefield 

constituído por resíduos de ramnose e N-acetilglicosamina (Lancefield, 1934). São cocos 

Gram-positivos, -hemolíticos, anaeróbio facultativos, catalase e oxidase negativos, hiputado 

e CAMP positivo que crescem aos pares ou em cadeias (Spellerberg, 2000; Nizet, 2002, 

Farley, 2001, McGee & BeAll, 2013). 

O EGB é classificado em diferentes tipos sorológicos de acordo com o polissacarídeo 

capsular constituído por resíduos de glicose, galactose, ramnose, N-acetilglicosamina e ácido 

siálico (Paoletti et al., 1996; Chaffin et al., 2005; Cieslewicz et al., 2005, Slotved et al., 

2007). Podem ser classificados em dez sorotipos (Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VII,VIII e IX) de 

acordo com as variações do número de unidades repetidas dos açúcares capsulares e o tipo de 

ligação glicosídica (Spellerberg, 2000; Slotved et al., 2007; Kong et al.,2008). O sorotipo IX, 

último a ser descrito, parece ter evoluído a partir da mutação e/ou da recombinação entre os 

sorotipos V e VII (Berti et al., 2014). 

O EGB também foi classificado quanto a sua sequência tipo (ST), de acordo com o 

perfil alélico de sete loci (adhP, pheS, atr, glnA, sdhA, glcK, tkt) diferentes, sendo 

caracterizado como ST-1, ST-17, ST-19 ou ST-23 (Jones et al., 2003), que pertencem aos 

complexos clonais (CCs), CC1, CC10, CC17, CC19 e CC23 associados a colonização e 

invasão,  enfatizando, assim, a diversidade do EGB em humanos (Jones et al., 2006; Karatan 

& Watnick, 2009; Brzychczy-Wloch et al., 2014; Cunha et al., 2014).  Vários estudos 

revelaram que CC17 é formado por um grupo homogêneo de isolados do tipo capsular III e 

outros CCs são grupos heterogêneos que expressam diferentes tipos capsulares (Luan et al., 

2005; Usein et al., 2014). Tazi e colaboradores (2010) demonstraram uma alta ligação do 

clone hipervirulento tipo III (ST-17) à doença invasiva neonatal e a meningite, sendo este um 

importante alvo para estudos epidemiológicos dos EGB, que se propagou com sucesso a nível 

mundial (Jones et al., 2006; Lamy et al., 2006; Bellais et al., 2012).  

Dos 10 sorotipos capsulares já descritos, cinco deles (Ia, Ib, II, III e V) são associados 

à doenças no mundo (Edmond et al., 2012; Le Doare & Heath, 2013). A distribuição dos 
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diferentes sorotipos pode variar de acordo com a região geográfica e origem étnica (Le Doare 

& Heath, 2013). Nos Estados Unidos e em alguns países da Europa, os sorotipos Ia, II, III e V 

representam 80-90% dos isolados clínicos, enquanto os sorotipos VI e VIII são relativamente 

comuns (60,3 %) no Japão (Lachenauer et al., 1999; Dogan et al., 2005; Kong et al.,2008; 

Murayama et al., 2009). Nos Emirados Árabes e Noruega há prevalência dos sorotipos V e 

IV, respectivamente (Amin et al., 2012; Radtek et al., 2012). No continente africano, o 

sorotipo V apresenta maior ocorrência (Doare & Heath, 2013), enquanto na Ásia o 

predomínio é dos sorotipos Ib e III (Rivera et al., 2015). 

Estudos sobre a caracterização e epidemiologia do EGB ainda são limitados nos países 

em desenvolvimento (Johri et al., 2013). Na América Latina, em países como Republica 

Dominicana e Panamá, os sorotipos mais frequentes em neonatos foram Ia e III, 

respectivamente (Rivera et al., 2015). No Brasil, o número de estudos relacionados à 

prevalência do EGB na população ainda é escasso, porém, dentre os poucos trabalhos, os 

sorotipos Ia, Ib, II, III, IV e V foram os mais encontrados, relacionados com infecções em 

gestantes e neonatos. Nas regiões Centro-Oeste e Sul do Brasil há uma prevalência dos 

sorotipos Ia e II; no Norte e Nordeste prevalece o sorotipo Ib, enquanto no Sudeste os 

sorotipos II e III (Fiolo et al., 2012; Pinto et al., 2013; Dutra et al., 2014). Ainda na região 

Sudeste, no estado do Rio de Janeiro, um estudo realizado por nosso grupo de pesquisa 

demonstrou a prevalência dos sorotipos III, V, II, Ia e Ib (Soares et al., 2014). São escassos os 

estudos relacionados à distribuição desses sorotipos em países subdesenvolvidos (Doare et al., 

2013), onde são encontrados as maiores taxas de mortalidade por infecções neonatais (sepse e 

pneumonia) (Liu et al., 2015). 

 

 

Patogênese da infecção por EGB  

 

 

O primeiro relato sobre a ocorrência de EGB aconteceu por volta de 1887 (Nocard & 

Mollereau, 1887 apud Bisharat et al., 2004), quando foi verificada a presença deste micro-

organismo no leite bovino com a capacidade de colonizar as glândulas mamárias de 

ruminantes e de sobreviver por longos períodos, causando mastite nesses animais (Teixeira et 

al., 2008, Martins et al., 2010). A mastite trata-se de um processo inflamatório das glândulas 

mamárias (Martins et al., 2010), apresentando graves consequências na economia industrial 

(Rosinski-Chupin et al., 2013; Yang et al., 2013; Brito et al., 2016). O EGB também pode 



15 

 

 

colonizar e causar infecções invasivas em outros animais como cachorros, cavalos, porcos 

guiné (Vandamme, 1997), sapos (Amborski et al. 1983), golfinhos (Evans et al. 2008) e 

peixes, como tilápias (Mian et al. 2009; Dangwetngam et al., 2016; Wang et al., 2017).  

Na década de 30, o EGB foi reconhecido como micro-organismo comensal e 

oportunista que compõe a microbiota normal dos tratos gastrointestinal e geniturinário de 

cerca de 30-40% de adultos saudáveis (Lancefield, 1934; Martinez et al., 2000; Oster et al., 

2014; Korir et al., 2016). A atuação deste micro-organismo como patógeno humano foi 

confirmada em 1970 em infecções invasivas como pneumonia, sepse e meningite (Schuchat, 

1998; Schuchat, 1999; Edwards & Backer, 2001, Teixeira et al., 2008).  

O EGB permanece como a principal causa de sepse e meningite neonatal e está 

associado com significativa morbidade e mortalidade (Libster et al., 2012; Mithal et al., 

2017), sendo uma das principais bactérias que ameaça a vida de gestantes, neonatos, idosos e 

adultos imunocomprometidos (Koenig & Keenan, 2009; Lemire et al., 2012). Estima-se que 

10-30% das mulheres sejam portadoras de EGB, cuja colonização vaginal e/ou retal pode ser 

permanente, intermitente ou transitória (Soriani et al., 2006; Petterson, 2007; Verani & 

Schrag, 2010). Nos homens pode se multiplicar nos órgãos reprodutivos masculinos, 

particularmente na uretra e próstata, podendo levar a um quadro de bacteremia (Frey et al., 

2011). 

Estudo realizado por Marchaim e colaboradores (2003) numa população do Sul de 

Israel demonstrou que a prevalência da colonização materna foi de 12,3% e a incidência de 

infecção neonatal foi 0,095/1.000 nascidos vivos. Na Arábia Saudita, a taxa de colonização 

por EGB entre mulheres grávidas foi de 27,6% (El-Kersh et al., 2003), enquanto no Irã a 

prevalência de colonização reto-vaginal foi de 9,1% com taxa de transmissão de 60% nos 

recém-nascidos (Namavar et al., 2008). Pesquisa realizada na Polônia com 340 gestantes, no 

período de 2004-2006, demonstrou que mulheres com gravidez de risco (hipertensão, pré-

eclampsia/eclampsia, diabetes mellitus, cardiopatia ou ameaça de trabalho de parto 

prematuro) foram mais suscetíveis à colonização pelo EGB que àquelas com gravidez normal 

(20,0% versus 17,2%) (Strus et al., 2009).  

No Brasil o primeiro a analisar a colonização por EGB em gestantes foi Benchetrit 

(1982), onde dentre as 86 gestantes, 26% eram colonizadas pelo patógeno. Além disto, relatou 

que 15% dos recém-nascidos dessas mulheres tornaram-se contaminados. Na Universidade 

Estadual Paulista (UNESP), das 405 mulheres entre a 35ª e 37ª semana de gestação, 25,4% 

apresentaram colonização por EGB (Rocchetti et al., 2011). No Paraná (Londrina) foi descrita 

a menor taxa de colonização (15%) (Mocelin et al., 1995). Em Santa Catarina a prevalência 
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do EGB foi de 21,6% em gestantes, próxima da encontrada na região Sudeste (Pogere et al., 

2005) e no Nordeste do Brasil (20,4%) (Costa et al ., 2008). As taxas de colonização materna 

por EGB entre 15-25% coloca o Brasil em um patamar preocupante, pois é possível que 

infecções neonatais estejam ocorrendo sem serem identificadas.  

A incidência de sepse causada por EGB em recém-nascidos tem sido relatada em 0,2-

2/1000 nascidos vivos em diferentes populações (Grimwood et al., 2002; Bertini et al., 2006). 

Em Porto Alegre foi encontrada uma prevalência de 1/1000 nascidos vivos no período de 

1996-1999 (Miura & Martin, 2001). Na cidade de Campinas foi relatada uma incidência de 

1,4/1000 neonatos no período de 2003-2004 (Nonura et al., 2005). Estudos mais recentes 

entre 2007-2011 mostrou a incidência de 0,6/1000 nascidos vivos para infecção por EGB 

(Fiolo et al., 2012). Em Brasília, a incidência relatada é ainda maior em casos de 

prematuridade, 1,7/1000 nascidos vivos com índice de fatalidade de 44% dos casos (Freitas & 

Romero, 2016).  

A patogênese da infecção em neonatos tem início através da colonização assintomática 

do trato genital feminino, geralmente nos três primeiros meses de gravidez (Baker & 

Edwards, 2001; Gibbs et al., 2004; Rocchetti et al., 2011). O primeiro contato com a bactéria 

pode ocorrer de modo ascendente, onde o EGB atravessa a membrana placentária, iniciando 

uma infecção intrauterina e induzindo o parto prematuro ou através da aspiração do líquido 

amniótico e/ou fluido vaginal contaminado durante a passagem do neonato pelo canal do 

parto.  Assim, através da aspiração o patógeno pode colonizar a cavidade oral do recém-

nascido, seguido do trato respiratório e, posteriormente o trato gastrointestinal (Doran & 

Nizet, 2004). 

 O risco de transmissão deste patógeno em neonatos é de aproximadamente 70% 

(Bodaszewska-Lubas et al., 2013). A transmissão de forma vertical para o neonato não ocorre 

somente em decorrência da contaminação do canal do parto (via ascendente), mas também 

por contaminação secundária à bacteremia materna (via transplacentária) (Anderson-Berry et 

al., 2006). Tais dados são confirmados por estudos realizados nos Estados Unidos onde foi 

demonstrado que 10-36% das mulheres grávidas eram portadores de EGB, com uma taxa de 

transmissão vertical de 50-65%. Pesquisas na área de saúde na Índia mostraram baixa taxa de 

colonização (1,6-1,76%), embora a taxa de transmissão vertical seja consistente com as 

relatadas em outros países (53-56%) (Patil et al., 2013). 

Infecções neonatais invasivas por EGB são caracterizadas por dois quadros clínicos: a 

infecção de início precoce e a infecção de início tardio (Schuchat, 1999; Rajagopal, 2009).  A 

infecção de início precoce se inicia nas primeiras 24-48 horas de vida, em 85% dos casos 
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(Jiang et al., 2004; Joubrel et al., 2015; Giannoni et al., 2016) e é considerada entre 0-6 

primeiros dias de vida (Simonsen et al., 2014), tendo como principais manifestações clínicas a 

pneumonia e a sepse (Schuchat, 1998; Doran & Nizet, 2004). Estima-se que, na ausência de 

qualquer intervenção, aproximadamente 50% dos bebês nascidos de mães colonizadas se 

tornam colonizados e 1-2% deles progridem para desenvolver doença invasiva (Yow et al., 

1980; Cutland et al., 2009; Le Doare & Heath, 2013). Desta forma, mais de 95% dos casos de 

infecções neonatais estão relacionados a vários fatores de risco como: o grau de colonização 

materna, tempo entre a ruptura da placenta e o parto, febre materna acima de 38
o
C, infecção 

urinária e a prematuridade (Baker, 1999; Hickman et al., 1999; Gibbs et al., 2004; Law et al., 

2005; Hakansson et al., 2006). 

A taxa de mortalidade é de 2-5% para bebês nascidos entre a 37
a
 e 42

a
 semanas de 

gestação e de 25% para bebês prematuros (Radetsky et al., 1994; Adriaanse et al., 1996; 

Gibbs et al., 2004). Um estudo no Malawi demonstrou que cerca de metade (52%) das 

crianças com doença de início precoce apresentaram o quadro de sepse, 17% apresentaram 

meningite e 14% um provável quadro de meningite (Gray et al., 2007). Os sorotipos Ia, II e 

III são os mais prevalentes neste tipo de infecção (Apgar et al., 2005). 

A infecção de início tardio ocorre, geralmente, entre 7-89 dias de vida (Verani & 

Schrag, 2010) e, na maioria dos casos, em decorrência da contaminação do recém-nascido por 

micro-organismos do ambiente onde se encontra internado (infecção hospitalar) ou adquirida 

na comunidade (Schuchat, 1998; Adams-Chapman & Stoll, 2006). A invasão da corrente 

sanguínea pela bactéria é seguida pela contaminação do líquor, o que inicia uma resposta 

inflamatória característica da meningite. Desta forma, as manifestações clínicas mais 

frequentes neste tipo de infecção são a bacteremia e a meningite que atingem até 50% dos 

casos (Edwards & Baker, 2001). Essas infecções de início tardio representam 80% de todos os 

casos de infecções por EGB (Spellerberg, 2000). 

A taxa de mortalidade da doença de início tardio (2-6%) é significativamente menor 

que a de início precoce (10%), porém atinge elevada morbidade. Além disto, dos 50% de 

neonatos que sobrevivem à infecção de início tardio por EGB apresentam sequelas 

neurológicas como: cegueira cortical, surdez, ataques apopléticos descontrolados, hidrocefalia 

e perda da audição e fala (Edwards & Baker, 2001; Johri et al., 2006; Dangor et al., 2015). 

A transmissão vertical, aquisição nosocomial, prematuridade e o uso de antibióticos na 

profilaxia intraparto são reconhecidos como fatores de risco (Schrag et al., 2000; Rajagopal, 

2009; Verani et al., 2010). Estudo realizado no Reino Unido mostrou que 22% dos 

sobreviventes à meningite neonatal (≤ 28 dias de vida) apresentaram sequelas 
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leves/moderadas (por exemplo, hidrocefalia, epilepsia, problemas de aprendizagem e paralisia 

cerebral leve) e 14% apresentavam sequelas severas (paralisia cerebral, atraso global, 

problemas de aprendizagem significativos) (Stevens et al., 2003). Outro estudo realizado nos 

Estados Unidos descreveu porcentagens semelhantes em relação às sequelas neurológicas 

entre os sobreviventes da meningite ocasionadas pelo EGB (25% com sequelas moderadas e 

19% com grave comprometimento neurológico) (Libster et al., 2012). 

O sorotipo III é o principal responsável pela maioria das infecções tardias que são 

manifestadas por meningite e sepse (Tazi et al., 2010; Bodaszewska-Lubas et al., 2013; 

Escolano et al., 2014). Dados da literatura mostram que a gestação de gêmeos é um fator 

predisponente para a infecção, tanto precoce quanto tardia (Presentation, 2002). Apesar de 

não existir um índice de colonização vaginal em mulheres grávidas de gêmeos bivitelinos, o 

risco de desenvolvimento de uma infecção invasiva nas 24-48h posteriores ao inicio da 

infecção em um dos irmãos pode ser maior (Moylett, 2000). Isto apoiaria a teoria de que a 

mesma amostra bacteriana foi responsável pela colonização na infecção tardia e não ocorreu 

pela aquisição de um novo patógeno (Escolano, 2014).  

A partir da década de 90 com a emissão de recomendações do Centro de Controle e 

Prevenção de doenças (CDC) de Atlanta, juntamente com o Colégio de Obstetras e 

Ginecologistas (ACOG) e a Academia Americana de Pediatria (AAP), passou-se a sugerir o 

rastreamento do EGB no pré-natal e a profilaxia com antimicrobianos durante o parto para as 

gestantes colonizadas entre a 35-37ª semana de gestação diminuindo significativamente a 

mortalidade em países industrializados (Moore et al., 2003; Verani et al., 2010). Como 

exemplo desta medida, os Estados Unidos, apresentou uma diminuição no índice da doença de 

início precoce de 1,7/1000 nascidos vivos no início da década de 90 para 0,34/1000 nascidos 

vivos após a implementação das novas recomendações. Porém, a incidência da doença de 

início tardio, a qual representa cerca de um terço dos casos, permaneceu inalterada, o que tem 

gerado preocupações sobre o surgimento de resistência aos antibióticos e seu impacto sobre a 

microbiota intestinal do neonato. Além disso, o uso da profilaxia antibiótica pode ser ainda 

mais problemático, pois houve um aumento no índice de ocorrência da sepse de início precoce 

causada pelo patógeno Escherichia coli após aplicação deste procedimento (Stoll et al., 2002; 

Verani et al., 2010; Phares et al,., 2008; Deshmukh et al., 2014).  

No Brasil, as autoridades de saúde pública não adotaram as recomendações dos CDC 

para prevenir a doença de início precoce por EGB e os dados nacionais sobre a taxa de 

transmissão durante a gravidez ou a incidência da doença de início precoce é resultado de 

poucos trabalhos publicados, sendo o mais recente, compreendendo o período de 2007-2011 
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demonstrando uma prevalência de 0.51/1000 nascidos vivos (Miura et al., 2001; Vaciloto et 

al., 2002; Fiolo et al., 2012; Barros et al., 2016).  

 Enquanto o EGB é responsável pela sepse, meningite e pneumonia em neonatos 

(Schuchat, 1999), as manifestações clínicas em adultos são numerosas e variadas. Podem ser 

observadas infecções cutâneas, pneumonia, infecção urinária, meningite, endocardite, 

bacteremia, entre outras (Farley, 2001; Lanotte et al., 2013). Nas infecções por EGB em 

adultos, as taxas de incidência tornaram-se mais elevadas entre pacientes com 60 anos de 

idade ou mais, sendo a sepse a forma mais comum da doença invasiva, seguida por infecção 

de pele e tecidos moles, pneumonia e infecções do trato urinário. Os fatores de risco em 

adultos incluem diabete mellitus, doença cardiovascular, doença hepática, portadores do vírus 

HIV, câncer, pessoas em terapia com corticosteroides e transplantados (Jackson et al., 1995). 

Estudo desenvolvido por Pimentel (2016) enfatizou a vulnerabilidade dos pacientes com 

câncer às infecções por EGB no Rio de Janeiro (2010-2014), demonstrando um número 

significativo de casos de infecções invasivas (82%) em adultos com idade entre 20 a 79 anos 

de idade.  

As infecções por EGB podem ser adquiridas na comunidade ou no ambiente 

nosocomial. O sorotipo V é o mais freqüente nas infecções em adultos (Blummberg et al., 

1996), sendo responsável por 41% dos casos de sepse (Areschoug et al., 1999), com taxa de 

mortalidade de 15% em idosos nos EUA (Farley, 2001; Edwards & Baker, 2005, Rajagopal, 

2009). 

Pacientes infectados com EGB do sorotipo III têm uma maior taxa de meningite, 

enquanto os infectados com amostras do sorotipo V têm uma maior mortalidade (Harrison et 

al., 1998; Weisner, 2004; Fluegge, 2005; Pettersson, 2007). As taxas de casos fatais são muito 

maiores entre adultos do que entre neonatos (Skoff et al., 2009). 

 

 

Fatores de virulência 

 

 

Os mecanismos utilizados pelo EGB para causar doenças no hospedeiro não estão 

totalmente esclarecidos. A capacidade do EGB em causar doenças depende da codificação de 

inúmero fatores de virulência como: a cápsula polissacarídica, o fator CAMP, a hialuronidase, 

a hemolisina, a C5a peptidase, a proteína C, o ácido lipotéico e a toxina CM101 (Liu & Nizet 

2004; Lindahl et al., 2005; Maisey et al., 2008; Beigverdi et al., 2014).  



20 

 

 

Como observado em diversas bactérias patogênicas, isolados clínicos de EGB são 

recobertos pela cápsula polissacarídica (CP, antígeno tipo-específico) (Cielslewicz et al., 

2005). A CP é encontrada em todos os isolados clínicos oriundos de doenças invasivas e 

demonstrada como o principal fator de virulência do EGB (Kogan et al., 1996; Cheng et al., 

2001; Emaneini et al., 2014). É formada por polímeros de alto peso molecular constituído por 

unidades repetidas de glicose, galactose, N-acetilglicosamina e ácido siálico (Kogan et al., 

1996). O ácido siálico pertence a uma família de açúcares comumente presente na superfície 

das células dos vertebrados, sendo reconhecido como um fator importante para a 

sobrevivência do EGB dentro do hospedeiro (Cieslewicz et al., 2005). A sialilação da CP 

representa um dos fatores mais críticos para limitar a eficácia da defesa fagocítica do 

hospedeiro, pois inibe a ativação da via do complemento dificultando o reconhecimento do 

EGB como organismo estranho e o protegendo das funções bactericidas de neutrófilos e 

monócitos (Basset et al., 2003; Maisey et al., 2008; Carlin et al., 2009; Rajagopal, 2009; 

Chang et al., 2014).  

Diversos estudos têm correlacionado a produção da CP e a virulência bacteriana 

(Yeung & Mattingly, 1984; Albanyan & Edwards, 2000; Lemire et al., 2012). Estudos 

demonstraram que amostras de EGB não encapsuladas apresentam significativa redução na 

virulência e maior susceptibilidade à ação do sistema imune do hospedeiro (Wessels et al., 

1987 apud Doran et al., 2016; Patterson et al., 2012). A remoção de ácido siálico em amostras 

pertencentes ao sorotipo III reduziu a virulência bacteriana em ratos neonatos e aumentou a 

opsonização e fagocitose por neutrófilos humanos in vitro (Wessels et al., 1992). Dados 

obtidos pelo nosso laboratório demonstraram que amostras de EGB pertencentes aos sorotipos 

Ia, III e V, quando tratadas com neuraminidase, não apresentaram viabilidade intracelular 

após 1 h de interação, sugerindo o importante papel do ácido siálico na sobrevivência dessas 

amostras em macrófagos murinos residentes (Monteiro et al., 2004). Lemire e colaboradores 

(2012) também demonstraram que amostras de EGB encapsuladas apresentaram vantagem em 

relação à invasão e sobrevivência em células dendríticas derivadas de camundongo quando 

comparadas com amostras bacterianas mutantes não encapsuladas.  

O fator CAMP, que é nomeado pelas iniciais dos pesquisadores Christie, Atkins and 

Miunch - Peterson (Christie et al., 1944) é uma proteína de 23-25 kDa secretada pelos EGB 

que promove aumento da hemólise em placa de ágar sangue-5% hemácia de carneiro quando 

associada à -hemolisina produzida por amostras de Staphylococcus aureus. O alargamento 

da zona de lise adquire forma de ponta de seta na área de intersecção das duas estrias (S. 

aureus e EGB) (Koneman et al., 1997; Martins, 2010). O fator CAMP também possui a 
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capacidade de ligar-se a proteínas ancoradas ao glicosilfosfatidilinositol, promovendo a lise 

da célula hospedeira através deste receptor (Lang et al., 2007). Além da capacidade de lisar 

membranas, o fator CAMP pode interagir com a porção Fc das imunoglobulinas humanas da 

classe IgG e IgM fazendo com que anticorpos do hospedeiro tornem-se ineficazes durante a 

opsonização bacteriana (Jurgens et al., 1987). 

Os mecanismos moleculares e a importância deste fator de virulência permanecem 

pouco conhecidos. Skalka & Smola (1981) demonstraram que a injeção intravenosa do fator 

CAMP em coelhos promoveu a morte destes animais. Outros autores também relataram os 

efeitos letais do fator CAMP em coelhos e camundongos (Fehrenbach et al., 1984; Jurgens et 

al., 1987). Lang & Palmer (2003) evidenciaram, através de microscopia eletrônica de 

transmissão, a formação de poros de tamanho limitado e heterogêneo em eritrócitos de 

carneiro. A formação de poros contribuiu de forma significativa para a perda da integridade 

da barreira celular imposta pelo hospedeiro e sua consequente disseminação.  

A hialuronidase é uma proteína de 110 kDa responsável por clivar cadeias 

glicosaminoglicanas durante a degradação do ácido hialurônico, componente principal do 

tecido conjuntivo e do sistema nervoso, sendo encontrado em altas concentrações na placenta, 

no líquido amniótico e no pulmão (Lin et al., 1994; Gase et al., 1998; Li & Jedrzejas, 2001; 

Rajagopal, 2009). A hialuronidase cliva a ligação glicosídica entre os resíduos de N-acetil--

D-glicosamina e ácido D-glicurônico do ácido hialurônico, facilitando a propagação dos EGB 

pelos tecidos do hospedeiro (Pritchard et al., 1994).  O envolvimento da hialuronidase no 

processo de invasão e disseminação bacteriana através da barreira hemato-encefálica também 

foi demonstrado (Kostyukova et al., 1995; Zwijnenburg et al, 2001). 

A maioria dos isolados de EGB apresenta a β-hemolisina, uma toxina pluripotente 

associada à membrana, sendo pouco detectada no meio extracelular (Liu & Nizet, 2004; 

Rajagopal, 2009). A produção de β-hemolisina tem sido associada à lise direta de uma 

variedade de células eucarióticas (Gibson et al., 1999), ativação inflamatória (Doran et al., 

2002) e virulência em modelos animais (Ring et al., 2002). O gene de biossíntese de -

hemolisina (cylE) está associado à produção de um pigmento carotenóide que promove 

resistência do patógeno contra espécies reativas de oxigênio (Spellerberg, 2000; Liu et al., 

2004; Liu & Nizet, 2009). Alguns estudos demonstraram a atividade hemolítica e citolítica 

deste pigmento, atribuindo ao mesmo, um papel na patogênese de doenças invasivas 

ocasionadas pelo EGB (Liu et al., 2004; Sendi et al., 2009; Whidbey et al., 2013). Uma 

mutante deficiente em -hemolisina reduziu a virulência em modelos animais de sepse e 
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meningite (Ring et al., 2000; Doran et al., 2003), evidenciando a importância deste fator de 

virulência.  

Ring e coladoradores (2000) descreveram que a -hemolisina e componentes da 

parede celular dos EGB agem em sinergismo, induzindo a síntese de iNOS (óxido nítrico 

sintase induzida) e geração de óxido nítrico, um potente fator na cascata da sepse. A β-

hemolisina ainda exibe propriedades invasivas e apoptóticas que contribuem para patogenia 

da infecção bacteriana (Liu & Nizet 2004). Babien e coladoradores (2012) demonstraram que 

a -hemolisina é capaz de desencadear a ativação da proteína quinase ativada por mitógeno 

(MAPK) em macrófagos infectados por EGB, induzindo a expressão da citocina anti-

inflamatória IL-10 e a supressão de genes necessários para uma ação antibacteriana eficaz da 

resposta imune.  

A C5a peptidase é uma serinoprotease de 128 kDa presente na superfície do EGB, 

capaz de clivar e inativar o componente quimiotático C5a do complemento. Desta forma, esta 

proteína evita o recrutamento de leucócitos colaborando para uma resposta imunológica 

ineficiente nos tecidos infectados (Hemming et al., 1976; Lindhal et al., 2005; Brown et al., 

2005; Rajagopal, 2009). Esta proteína é altamente conservada em relação a sua composição 

estrutural e está presente em todos os sorotipos de EGB (Hemming et al., 1976). Além disso, 

Cheng e colaboradores (2002) demonstraram que a C5a peptidase é capaz de se ligar a 

fibronectina, atuando como uma adesina e promovendo a invasão bacteriana nas células 

epiteliais através de alterações no citoesqueleto da célula hospedeira.  

Dentre as proteínas de superfície encontradas no EGB, o complexo proteína C é a 

melhor caracterizada. Este complexo consiste em antígenos alfa e beta independentemente 

expressos, relacionados à aderência em células epiteliais e a participação no processo de 

invasão, bem como a resistência a fagócito (Spellerberg, 2000; Lindahl et al., 2005; Oviedo et 

al., 2013). A proteína C é capaz de se ligar inespecificamente à porção Fc de IgG e IgM, 

interferindo assim com a opsonofagocitose dos EGB (Jürgens et al., 1987; Baron et al., 2004). 

Essa proteína é encontrada em cerca de 40-60% dos isolados clínicos, sendo detectada 

principalmente nos sorotipos Ia, Ib e II (Hickman et al., 1999). Estudos demonstraram a 

interação da proteína C com glicosaminoglicanos presentes na superfície de células epiteliais, 

promovendo o rearranjo dos filamentos de actina, mediando a translocação do patógeno pela 

barreira epitelial e facilitando a invasão do patógeno (Baron et al., 2004). Consequentemente, 

mutações que alteram a ligação a glicosaminoglicanos tornaram os EGB deficientes para 

invadir células epiteliais cervicais (Baron et al., 2007).  



23 

 

 

Tanto as proteínas de superfície dos EGB quanto o ácido lipoteicoico (ALT) são 

moléculas importantes na aderência bacteriana às células hospedeiras. Contudo, o 

envolvimento deste fator de virulência como “adesina” ainda é controverso. Estudos 

realizados por Cox e colaboradores (1993), demonstraram a redução da aderência bacteriana 

em células do epitélio vaginal tratadas com ALT. Entretanto, em pesquisas posteriores, 

observou-se que o ALT não foi capaz de inibir a aderência de EGB às células de epitélio 

vaginal (Tamuraet al., 1994). Doran e colaboradores (2005) demonstraram que o ALT é uma 

molécula necessária para a invasão dos EGB às células endoteliais de microvasculatura de 

cérebro. Sabe-se que o ALT é também um importante indutor de citocinas (TNF-α, IL-1β e 

IL-6) em células mononucleares (Spellerberg, 2000), sendo a reposta inflamatória induzida 

pela ligação do ALT ao receptor Tool Like (TLR)-2/6 e dependente da fosforilação de 

resíduos de tirosina no TLR-2 (Henneke et al., 2005). 

A exotoxina CM-101 é um polissacarídeo produzido pelo EGB que se liga a 

receptores de células endoteliais da vasculatura pulmonar de neonatos. Essa exotoxina induz 

uma reação inflamatória local intensa que parece estar envolvida com a pneumonia causada 

pelo EGB em recém-nascidos com a síndrome de início precoce (Hellerqvist et al., 1995). 

Além disto, essa exotoxina é responsável pelos danos no endotélio pulmonar e formação de 

trombos (Hellerqvist et al., 1981; Hellerqvist et al., 1987; Yakes et al., 2000). A utilização do 

domínio purificado desta proteína tem inibido o crescimento de tumores (Yakes et al., 2000). 

 

Células endoteliais 

 

Células endoteliais (CE) estão envolvidas em modulações da homeostase metabólica, 

equilíbrio vascular, vasoconstrição e vasodilatação, adesão, coagulação e anticoagulação. 

Além disso, modula o tônus vasomotor, regula a estrutura vascular, controla o fluxo 

sanguíneo e é mediadora das respostas inflamatórias e imunológicas (Thorin & Shreeve 1998; 

Davidson et al., 2010).  

O endotélio é uma barreira semipermeável, pois permite a passagem de hormônios, 

hemácias, leucócitos, dentre outras moléculas (Banks, 1992). É formado por uma camada 

única de CE derivadas de precursores mesodérmicos pluripotentes, conhecidos como 

angioblastos e classificado como um tecido de revestimento pavimentoso simples (Banks, 

1992; Mantovani et al., 1992; Cines et al., 1998) que na sua totalidade, é composto de 1 - 6 × 

10
13

 CE, o que corresponde a uma área de superfície de mais de 1000 metros quadrados 

(Jaffe, 1987 apud Jietang et al., 2013 ). As CE revestem a luz dos vasos sanguíneos de todo o 
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sistema circulatório, desde o coração até os capilares mais delgados (Junqueira & Carneiro, 

1995), limitando um espaço localizado estrategicamente entre o sangue e os tecidos 

(Junqueira & Carneiro, 2011). Além de servir como uma barreira física, as CE equilibram a 

liberação de vários fatores vasodilatadores ou vasoconstritores tais como óxido nítrico, 

prostaciclinas e endotelina (Moncada et al., 2006; Davidson et al., 2010). 

As CE se apoiam sobre uma lâmina basal a qual é composta por colágeno tipo IV, 

proteoglicanas e as glicoproteínas laminina e entactina. Além de papel estrutural, a lâmina 

basal realiza, entre suas funções, a regulação da proliferação e diferenciação celular, 

influencia na polaridade e metabolismo celular, transdução de sinais e suporte para a 

migração celular (Junqueira & Carneiro, 2001). Lateralmente, a aderência célula-célula é 

realizada por meio de zônulas de oclusão e adesão (Bazzoni & Dejana, 2004) que atuam como 

uma barreira seletiva ao egresso de moléculas da circulação (Gutstein et al., 2003; Galley & 

Webster, 2004), contribuindo assim para polaridade celular que controla o tráfego de 

nutrientes e a manutenção do fluxo sanguíneo (Aird, 2004).  

As CE desempenham um importante papel durante infecções (Torres-Estay et al., 

2016). Está entre as primeiras células do corpo que mantêm contato com patógenos invasores, 

logo este tecido possui mecanismos de reconhecimento celular que iniciam a expressão de 

mediadores inflamatórios (Peters et al., 2002). A inflamação é um mecanismo vital de defesa 

do organismo caracterizado pela resposta dos tecidos à presença de micro-organismos ou 

injúria. A lesão tecidual causada por bactérias, traumas, agentes químicos, calor ou qualquer 

outro fenômeno, determina a liberação de diversas substâncias que produzem alterações 

secundárias acentuadas nos tecidos lesionados (Gluck et al., 2001; Resche-Rigon et al., 

2006). 

Um dos primeiros eventos de resposta endotelial aos estímulos inflamatórios é a 

expressão de moléculas de adesão como a molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1), 

molécula de adesão celular vascular (VCAM), E-selectina e P-selectina que regulam a entrada 

dos leucócitos para os tecidos afetados, sendo as duas primeiras minimamente expressas na 

superfície das CE quiescentes, apresentando um aumento na expressão após ativação com 

citocinas ou com lipopolissacarídeo (LPS) (Galley & Webster, 2004; Caposio et al., 2007; 

Roh et al., 2011). As CE produzem citocinas como fator de crescimento tumoral-beta (TGF-

beta), interferon-gama (IFN-gama), interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 

(IL-8), fator estimulador de colônia (CSF), fator de necrose tumoral (TNF-alfa) (Briones et 

al., 2001).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torres-Estay%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25563353
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A transmigração aumentada de monócitos sanguíneos circulantes através do endotélio 

vascular é considerada uma contribuição importante na patogênese de doenças inflamatórias, 

como a sepse (Mattila et al., 1998; Semeraro et al., 2012). Este processo de inflamação 

vascular requer adesão de leucócitos e migração através do endotélio. Foi demonstrado em 

monócitos U937 (Charruyer et al., 2005) que microdomínios lipídicos são importantes para a 

transdução de sinais inflamatórios (Navarrete et al.,2000; Bouillon et al., 2003) e influenciam 

as funções da membrana concentrando moléculas de sinalização nessas regiões da superfície 

celular. Proteínas concentradas nessas regiões estão envolvidas no trafego vesicular (formação 

e fissão/fusão), bem como na sinalização através de receptores de tirosina quinases, proteína 

G e regulação de enzimas como adenilato ciclase (AC) e óxido nítrico sintase (NOS) (Sowa, 

2012).  

A interação entre patógenos e a superfície celular é mediada por numerosas interações 

de receptores e ligantes, tais como glicoproteínas expostas na superfície de ambos (Araujo-

Jorge, 1989; Souza, 2005).  

O endotélio vascular contribui consideravelmente para o processo inflamatório, e a 

magnitude da reposta inflamatória é crucial ao organismo. Assim como a insuficiência nesta 

resposta (ou imunodeficiência) pode levar à infecção generalizada, a resposta excessiva pode 

causar prejuízo ao organismo. O equilíbrio homeostático é restabelecido por uma resposta 

altamente conservada de contra-resposta à inflamação, o processo antiinflamatório (Tizard, 

2002; Tracey, 2002; Fallavena et al., 2009). 

A célula endotelial da veia umbilical humana (HUVEC) é o modelo celular 

freqüentemente utilizado para o estudo do papel do endotélio em diversos eventos, por ser de 

obtenção e manutenção viáveis (Valbuena & Walker, 2006). O modelo de extração e cultivo 

das HUVEC encontra-se amplamente padronizado em nosso laboratório, de acordo com a 

técnica descrita por Jaffe e colaboradores (1973).  

 

 

Microdomínios lipídicos - ML  

 

 

A composição físico-química e heterogeneidade são características onipresentes das 

membranas celulares e a presença de regiões denominadas microdomínios lipídicos (ML) 

enriquecidos em esfingolipídios, glicolipídios, gangliosideos e esteróis (como o colesterol) 

tornam essas características ainda mais proeminentes nas membranas plasmáticas 



26 

 

 

eucarióticas; no entanto, sua natureza exata (tamanho, composição, homogeneidade) em 

células vivas continua difícil de definir (Cheng et al., 2008; Brian et al., 2014; Sezgin et al., 

2015).  

A literatura evidencia a presença de regiões na membrana plasmática que 

apresentavam uma composição distinta (Simons & van Meer, 1988; Simons & Ikonen, 1997): 

microdomínios enriquecidos em glicoesfingolipídios e colesterol que influenciam 

profundamente a estrutura e função da membrana (Lingwood & Simons, 2010; Honigmann & 

Pralle, 2016) diminuindo sensivelmente a fluidez destas regiões (Sowa et al., 2001; Prinetti et 

al., 2009). Estudos demonstraram que os ML, correspondiam a uma separação de fase 

temporária (fase ordenada) na bicamada lipídica fluída (Simons & Ehehalt, 2002; Pike, 2006). 

Dessa forma, a presença de microdomínios líquidos ordenados nas células transformou o 

modelo do mosaico fluído em um sistema mais complexo. Os ML formam distintas fases 

líquidas ordenadas na bicamada lipídica, inseridas em uma matriz líquida desordenada de 

lipídios insaturados (Schroeder et al., 1994).  

Embora não apresentem a composição estrutural totalmente definida, biologicamente 

essas regiões constituem a base para gerar microdomínios funcionais e especializados que 

compartimentalizam processos associados à superfície celular. Funcionam como plataformas 

dinâmicas, exercendo importante papel no tráfego, sinalização e polarização nas membranas 

celulares (Rajendran & Simons, 2005; Lingwood et al., 2010; Brown, 2002; Gupta & Surolia, 

2010; Levental & Veatch, 2016).  

Regiões de ML são representadas por áreas de pequeno diâmetro (de 10 a 200 nm) nas 

membranas eucarióticas, caracterizadas por uma composição química e propriedades físicas 

únicas (Simons & Ikonen, 1997; Pike, 2006). Ainda que grande parte das proteínas 

membranares encontram-se dispersas, várias proteínas associadas à membrana plasmática 

estão especificamente nas regiões de microdomínios atuando como importantes moduladores 

da estabilidade, estrutura e função dos ML (Sangiorgio et al., 2004; Bauer & Pelkmans, 

2006).  

Algumas modificações e propriedades das proteínas aumentam sua propensão a 

associar-se aos microdomínios lipídicos. Verificou-se que a acilação múltipla aumenta a 

afinidade das proteínas para a fase líquida ordenada da membrana. Por exemplo, as tirosina-

cinases da família Src são duplamente aciladas e associadas aos ML (Sargiocomo et al., 1993; 

Fra et al., 1994; Miester & Tikkanen, 2014). A palmitoilação, um processo reversível que 

ocorre em resíduos Cys, foi sugerida como reguladora para recrutar ou excluir proteínas de 

ML (Levental et al., 2010). Em resumo, as proteínas mais exemplificadas são as proteínas 
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ancoradas por glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Chatterjee & Mayor, 2001), cinases da família 

Src (Lck, Fyn e Lyn) que são ancoradas na monocamada externa (Simons & Toomre, 2000), 

proteínas aciladas como flotilinas (Rajendran et al., 2003) e proteínas associadas ao 

colesterol, como as caveolinas (Kurzchalia&Parton, 1999). Entre as proteínas residentes dos 

microdomínios será dado destaque às caveolinas e flotilinas e ao gangliosídeo GM1 que são 

co-expressos em diversos tipos celulares de mamíferos e, portanto, convencionalmente 

utilizados como biomarcadores.   

A partir deste processo de agregação dos diferentes lipídios e proteínas que os 

constitui, o papel mais importante dos ML seria a sua função na transdução de sinal (Simons 

& Toomre 2000, Suzuki, 2015), além da mediação de processos biológicos de extrema 

importância como a apoptose, adesão/migração celular, organização do citoesqueleto, bem 

como eventos de endocitose e exocitose (Simons & Toomre, 2000; Harris & Siu, 2002; Prag 

et al., 2007). Esses últimos eventos, em especial, são também utilizados para a invasão e 

propagação de patógenos virais (Bavari et al., 2002), bacterianos (Fivaz et al., 2000) e 

parasitas (Denny& Smith, 2004; Goldston et al., 2012).  

A invasividade de muitos patógenos microbianos envolve a exploração dos ML com 

ativação de moléculas sinalizadoras, dentre elas, a fosfatidilinositol3‟-cinase (PI3K), uma 

cinase lipídica encontrada nas regiões dos microdomínios que são ativadas na célula 

hospedeira após invasão bacteriana (Peres et al., 2003). A via de sinalização PI3K/Akt é uma 

das mais comumente ativadas em diversos processos infecciosos (Yap, et al. 2008).  A 

fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) é um padrão de sinalização fundamental para regulação da 

proliferação, sobrevivência, migração e metabolismo celular (Cantley, 2002; John et al., 

2009). A proteína quinase B (AKT), por sua vez é uma molécula sinalizadora conhecida por 

aumentar a proliferação e a sobrevivência celular, bem como a síntese de glicogênio e 

proteína (Blume-Jensen & Hunter, 2001). A via PI3K/AKT pode ser ativada por diferentes 

mecanismos e os fosfolipídios assim gerados regulam, direta ou indiretamente, a atividade das 

proteínas alvo, tais como AKT (Bottcher & Niehrs, 2005; Chaves et al., 2011). A enzima 

PI3K é uma quinase de lipídio altamente conservada que fosforila o grupamento 3-hidroxila 

do anel inositol para gerar lipídios PtdIns (3,4,5)P
3
. Os lipídios formados servem como sítio 

de ancoragem para proteínas intracelulares, permitindo sua interação em complexos 

sinalizadores que transmitem sinais da membrana plasmática para o citosol (Wymann et al., 

2003). O protótipo dessas moléculas é a Akt. Tal proteína tem um domínio PH que a 

direciona para a membrana plasmática quando a PI3K é ativada. Essa reação leva à ativação 
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de várias vias de sinalização intracelulares que regulam funções celulares diversas como 

crescimento, sobrevivência e proliferação celular (Engelman et al., 2006; Chaves et al., 

2011). A ativação de PI3K e Akt está relacionada com a via de sinalização de receptores de 

tirosina quinase, receptores acoplados a proteína G, receptores de citocinas e integrinas 

(Zachary et al., 2001; Serban, et al. 2008). 

A composição dos ML é bem descrita em sua monocamada externa (Parton & 

Richards, 2003; Sezgin et al., 2015). Estudos recentes sugerem que a monocamada interna 

tenha uma organização equivalente à externa, sendo, portanto, rica em fosfolipídios com 

ácidos graxos saturados e colesterol. A indeterminação persistente até o momento de 

propriedades fundamentais dos ML é em grande parte resultado da dificuldade metodológica 

e tecnológica da observação destes microdomínios em células vivas (Lingwood & Simons, 

2007; Sezgin et al., 2015). Interações entre ML e componentes citoesqueleto (actina, tubulina, 

vinculina, filamina entre outras) podem contribuir para a organização e montagem dos 

microdominios e também na dinâmica do citoesqueleto (Head et al., 2006; Suzuki et al., 

2011). A associação entre componentes do citoesqueleto e ML já foram descritas 

anteriormente (Viola & Gupta, 2007; Simons & Gerl et al., 2010) e evidenciam que esta 

ligação sirva para comunicação com a matriz extracelular (MEC) através de integrinas, 

caderinas, ocludinas e outras moléculas de adesão celular (CAMs). Além disso, diferentes ML 

podem se agrupar, sendo este agrupamento dependente de colesterol, esfingolipídios e actina 

ativa (Goswami et al., 2008; Gowrishankar et al., 2012).  

Dependendo da distribuição bioquímica, os microdomínios podem receber diversas 

nomenclaturas, tais como: membranas enriquecidas de colesterol (cholesterol-enriched 

membranes, ou CEMs), membranas enriquecidas de glicoesfingolipídios (glycosphingolipid-

enriched membranes, ou GEMs), membranas enriquecidas de glicoesfingolipídios insolúveis 

a detergente (detergent insoluble, glycosphingo lipid-enriched membranes, ou DIGs) e 

membranas resistentes a detergentes (detergent-resistant membranes, ou DRMs). Sendo os 

dois últimos termos relacionados à observação de que essas regiões não são solubilizadas por 

detergentes não iônicos (Pike, 2004). A análise desses microdomínios a partir dessa 

metodologia tem demonstrado uma similaridade na sua composição entre diferentes tipos 

celulares, onde a composição abrange lipídios como o colesterol (de 35-50% do total dos ML; 

esfingomielina (de 10-15%); glicoesfingolipídios, como o gangliosídeo GM1 (de 10-20%); 

glicerofosfolipíde-os incluindo os maiores fosfolipídios da membrana, fosfatidicolina e 

fosfatidiletanola- mina (menos de 30%) (Pike, 2004).  
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Existem dois tipos principais de ML: o que contêm colesterol ligado à proteína 

caveolina (Cav), constituindo estruturas morfologicamente distintas - as cavéolas, detectáveis 

na microscopia eletrônica e o que não apresentam esta proteína, os microdomínios planares 

que carecem de Cav e não são identificáveis pela microscopia (Anderson, 1998; Head & 

Insel, 2007; Head et al., 2014).  

 

Cavéola e Caveolina 

 

A primeira pesquisa sobre cavéola foi realizada por Yamada e Palade em 1955. A 

palavra cavéola que significa "pequena caverna" é usada para descrever a invaginação da 

membrana observada em células epiteliais (Kiss et al., 2002). Em 1992, uma proteína de 22-

24 kDa chamada VIP21 foi clonada e identificada (Parton, 1996). VIP21 pode formar a 

estrutura caveolar quando associada a determinados lipídios, assim, VIP21 foi denominada 

caveolina (Sargiocomo et al., 1995). Para que se tenha a existência da cavéola é indispensável 

à coexistência de glicolipidios, esfingolipidios, coleterol e a caveolina na formação do 

microdomínio (Parton, 1996; Harder & Simons, 1997). 

A família caveolina consiste de três membros: caveolina-1, caveolina-2 e caveolina-3 

(Okamoto et al., 1998). A composição das cavéolas varia imensamente durante sua existência 

e ao longo do ciclo de vida da célula devido às moléculas que se movem para o interior e/ou 

exterior em razão do intenso trânsito caveolar. As cavéolas representam uma das maiores 

subclasses dos microdomínios, tendo sua estrutura identificável morfologicamente 

(Kurzchalia & Parton, 1999) por microscopia eletrônica como pequenas invaginações da 

membrana plasmática da célula de 50 a 100 nm de diâmetro, não revestidas por moléculas de 

clatrina (Yamada, 1955; Anderson, 1998; Shin& Abraham, 2001).  

A molécula de colesterol tem grande importância na formação das cavéolas, pois a 

caveolina, interage com a membrana plasmática através de uma ligação entre seu N-terminal e 

o anel de esterol do colesterol, interação essa que possibilita a sua inserção na membrana 

(Simons & Ikonen, 1997; Anderson, 1998).  Além da dependência de colesterol para a 

manutenção da estrutura caveolar, dados da literatura têm demonstrado que as cavéolas 

também são cruciais para o funcionamento da maquinaria de transporte do colesterol, uma vez 

que participam de eventos relacionados ao influxo e efluxo deste lipídio (Fielding & Fielding, 

1997). Além do colesterol, a caveolina pode se ligar diretamente a glicoesfingolipídios e a 

moléculas sinalizadoras modificadas por lipídios (Li et al., 1995; Murata et al., 1995). 

Quando ligada ao colesterol, a caveolina passa a se apresentar em forma de grampo (hairpin 
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loop), estrutura típica dos microdomínios caveolares, o que os tornam propícios aos eventos 

de endocitose (Scherer et al., 1996). 

 

Figura 1- Esquema representativo da estrutura dos microdomínios lipídicos na membrana 

plasmática  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte : Adaptada a partir de Razani et al., 2002.  

 

Codificada por três genes diferentes, a família da caveolina é representada por três 

isoformas (Couet et al., 1997; Razani et al., 2002). Todas as isoformas são integrais, porém, 

não atravessam a membrana plasmática. Tanto a região carboxi, quanto a região amino 

terminal ficam voltadas para o lado citosólico. Embora mostrem semelhanças em estrutura e 

função, todas as caveolinas diferem em propriedades específicas e na distribuição nos tecidos 

(Way & Parton, 1995; Scherer et al., 1996; Tang et al., 1996).  

A caveolina-1 ou Cav1 (22 kDa), também conhecida como VIP21 (vesicular integral 

membrane protein) foi a primeira isoforma a ser descoberta e ter sua estrutura extensivamente 

caracterizada (Parton, 1996). A Cav1 é o principal componente das vesículas, derivadas da 

rede trans-Golgi (Kurzchalia et al., 1992). Cav1 participa de uma grande variedade de vias de 

sinalização ao ser fosforilada em resíduos de tirosina por membros da família Src de cinases 

(Corley et al., 2001). Além disso, a Cav1 apresenta um domínio citosólico em forma de alfa 

hélice rico em aminoácidos aromáticos denominado de caveolin-scaffolding domain que é 

Microdomínio Lipídicos (ML) 

Cavéola Caveolina 

Fosfolipídio 

Esfingolipídio 

Colesterol 
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crucial para as interações com uma grande diversidade de moléculas, dentre elas, proteínas 

sinalizadoras, proteínas do citoesqueleto e proteínas de junção celular (Razani, 2002; 

Williams & Lisanti, 2004). Estas observações sugerem que Cav1 é uma proteína 

indispensável tanto para a estrutura como para a função caveolar (Fujimoto et al., 2000; Han 

et al., 2015). A Cav1 foi dividida em dois subtipos: α e β, distribuída amplamente em diversos 

tipos celulares como músculo liso e esqueléticas, fibroblastos, células alveolares de tipo I e 

células de gordura (Liu et al., 2002). Cav1 também é expressa no cérebro e neurônios da 

medula espinhal e células gliais (Virgintino et al., 2002).  

A caveolina-2 (Cav2) e a caveolina-3 (Cav3) foram identificadas em 1996 usando 

diferentes métodos experimentais. A Cav2 foi descoberta pelo micro sequenciamento de uma 

proteína de 18-20 kDa que foi purificada de membranas caveolares derivadas de adipócitos 

(Scherer et al., 1996). Outras caracterizações revelaram que a Cav2 colocaliza com a Cav1, 

formando hetero-oligômeros em cavéola e exige a presença da Cav1 para a correta localização 

na membrana. Embora ocorra a co-localização de Cav2 e Cav1, a expressão das isoformas são 

reguladas de forma independente. Além disso, algumas pesquisas apontam que a alteração da 

expressão de Cav2 induz a diferentes quadros clínicos (Hongli et al., 2016).  

Em 1996, Tang e colaboradores identificaram pela primeira vez o terceiro membro da 

família das caveolina, a Caveolina-3 (Cav3), também conhecida como M-caveolina.  Uma 

proteína de 17 kDa expressa principalmente no tecido muscular esquelético e no miocárdio, 

demonstrando seu papel especial na  células musculares (Ockleford et al., 2002; Hongli et al., 

2016). Composta de 151 aminoácidos, seu domínio transmembrana consiste de 33 

aminoácidos localizados no centro (Kim et al., 2014). As porções N e C terminais são livres 

no citoplasma (Schmitz et al., 2011). Geralmente, as três moléculas de caveolina exibem a 

mesma estrutura hidrofílica, mas Cav1 e Cav3 apresentam maior homologia, isto é, as suas 

sequências de aminoácidos se sobrepõe em cerca de 85% (Hongli et al., 2016).  

Nos últimos anos, foi atribuído a caveolina um papel importante em funções 

fisiológicas celulares (transporte de colesterol, sinalização, endocitose) e na estrutura caveolar 

(Schubert et al., 2004). Em estudos subsequentes, os pesquisadores perceberam que esta 

molécula não era apenas uma proteína importante para mediar à formação de cavéolas, mas 

sim a proteína chave dessa estrutura. No entanto, algumas células, tais como os neurônios e 

linfócitos, expressaram Cav, porém não apresentavam cavéolas (Head & Insel, 2007; Stem & 

Mermelstein, 2010). Evidências demonstraram que a formação caveolar parece depender 

ainda de uma proteína denominada Cavin (Liu & Pilch, 2008), uma proteína periférica da 

membrana que se liga à fosfatidilserina dentro das cavéolas. Existem quatro isoformas de 
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Cavin: Cavin-1, Cavin-2, Cavin-3 e Cavin-4 (Aboulaich et al., 2004). Cavin e Cav existem 

em uma proporção estequiométrica 1:1 nas cavéolas (Chadda & Mayor, 2008). Cavin parece 

ser essencial para a formação da invaginação caveolar (Head et al., 2013). 

 

 

Flotilinas 

 

 

Uma segunda família de proteínas, a família da flotilina (Flot), também apresenta um 

papel estrutural na formação dos ML, colaborando com a estabilização destes microdomínios 

(Rivera-Milla et al., 2006). Duas isoformas da flotilina têm sido caracterizadas: a flotilina-1 

(45 kDa) e a flotilina-2 (42 kDa) também conhecidas como Reggie-2 e Reggie-1, 

respectivamente, devido ao seu envolvimento na regeneração axônica (Bickel et al., 1997; 

Volonte et al., 1999; Munderloh et al., 2009; Meister & Tikkanen, 2014). A presença da 

flotilina foi detectada num amplo espectro de vertebrados, são codificadas por dois genes 

altamente conservados entre espécies (98% de identidade entre as sequências de aminoácidos 

de flotilina-1 de rato e humano). Em mamíferos, as flotilinas são expressas no sistema 

nervoso, músculo e tecido adiposo (Bickel et al., 1997; Volonte et al., 1999). Foram 

originalmente descobertas como proteínas neuronais nas células ganglionares da retina 

durante regeneração após lesão (Schulte et al., 1997; Lang et al., 1998).  As flotilinas são 

proteínas pertencentes à superfamília SPFH (Stomatins, Prohibitins, Flotillins, HflK/C), sendo 

altamente conservadas evolutivamente e com propensão à oligomerização (Babuke & 

Tikkanen, 2007; Browman et al., 2007; Solis et al., 2007). Estas proteínas encontram-se 

associadas à monocamada interna da membrana celular, na qual se ancora por meio de 

acetilação (Langhorst et al., 2005). A interação entre a flotilina e a monocamada interna 

ocorre em diferentes pontos hidrofóbicos de sua estrutura alongada, o que colabora para a 

referida estabilização dos ML mediada por esta proteína.  

Sabe-se que caveolinas e flotilinas podem interagir através de hetero-oligomerização 

in vitro (Lisanti et al., 1993; Scherer et al., 1997; Volonte et al., 1999), o mecanismo pelo 

qual estas proteínas facilitam a formação de vesículas ainda não foi caracterizado. A flotilina-

1 foi implicada na organização caveolar juntamente com caveolina (Bickel et al., 1997; 

Volonte et al., 1999). Originalmente, foi proposto que a flotilina estava associada à cavéola, 

porém, com o decorrer do tempo, estudos demonstraram claramente que flotilinas participam 

da formação dos microdomínios não caveolares (Bickel et al., 1997; Volante et al., 1999). 
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Figura 2- Esquema representativo da estrutura de microdomínio lipídico linear 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptada de Stuermer, 2010. 

 

Atualmente, a flotilina é comumente utilizada como proteína marcadora de ML 

lineares (Glebov et al., 2006; Fernow et al., 2007; Meiester & Tikkanen, 2014). Os dois tipos 

de flotilina podem valer-se de diferentes mecanismos de acetilações para seu ancoramento na 

membrana, sendo a flotilina-1 ancorada por palmitoilização e a flotilina-2 por miristoilização, 

além de palmitoilização (Li et al., 2012). Devido à sua capacidade de heteroligomerizacão, 

cumprem a maior parte das suas funções celulares de uma forma mutuamente dependente nos 

ML (Bickel et al., 1997). A distribuição celular das flotilinas é altamente diversificada e 

dinâmica, dependendo do tipo de célula (Browman et al., 2007) e estímulos extracelulares 

(Neumann-Giesen et al., 2007; Langhorst et al., 2008; Riento et al., 2009 ). Estão presentes 

na membrana plasmática, onde se acumulam nas regiões de contato célula-célula e nas 

projeções de membrana, como lamelipódios (Browman et al., 2007; Guillaume et al., 2013). 

Os mecanismos que regulam a distribuição dinâmica da flotilina na membrana plasmática 

ainda são pouco compreendidos. Flotilina 1 e flotilina 2 co-existem para formar os ML 

lineares e induzem a formação de vesículas intracelulares e invaginações da membrana 

plasmática, que são distintas de cavéolas e de vesículas revestidas por Clatrina (Lang et al., 

1998; Glebov et al., 2006; Frick et al., 2007). Essa observação levanta a hipótese de que a 

flotilina pode definir uma nova via de endocitose independente (Otto & Nichols, 2011). 
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Por fim, as flotilinas também se ligam ao colesterol, interagem com moléculas 

sinalizadoras através de proteínas ancoradas por GPI (Anderson, 1998), regulam a 

reorganização do citoesqueleto de actina e atuam na adesão e migração celular (Vassilieva et 

al., 2009). Outros estudos, porém, têm implicado a flotilina-2 na formação de filopódios em 

células neuronais (Lang et al., 1998; Hazarika et al., 1999). 

A forma planar de ML varia de 1-1000 nm de diâmetro, enriquecida em proteínas 

GPI-ancoradas e em flotillinas. Em contraste, o diâmetro caveolar tem em torno de 70-120 nm 

(revisto por Head et al., 2013). 

 

 

Gangliosídeo GM1 

 

 

O monossialogangliosídeo (GM1) é um esfingolipídio presente na monocamada 

externa da membrana plasmática e enriquecido em ML (Peterson, 2005). É composto por 

ceramida ligada a uma cadeia de oligossacarídeos (Yu et al., 1988; Yutaka et al., 2016 ). Os 

números 1, 2 e 3 (por exemplo, GM1, GM2 ou GM3) denotam a migração dos gangliosídeos 

por cromatografia em camada fina (revisto por Head et al., 2015). A presença de ácido siálico 

distingue os gangliosídeos dos glicoesfingolipídeos. Os gangliosídeos são expressos 

principalmente, mas não exclusivamente, na face externa da membrana plasmática das células 

de todos os vertebrados (Yu et al., 1988; Yutaka et al., 2016 ). O GM-1 pode atuar como fator 

de sobrevivência, além de atuar na estimulação de lipídios bioativos, como S1P (Cavalline et 

al., 1999; Jin et al., 2002). Este gangliosídeo é parte integrante do maquinário responsável 

pela endocitose da toxina da cólera (CT).  

A CT é uma toxina solúvel liberada pela bactéria Vibrio cholera, e formada por uma 

subunidade A (CTA) (catalítica) e 5 subunidades B (CTB) (Lonnroth & Holmgren, 1973; 

Stratmann, 2015). CTA é responsável pela atividade tóxica e é composta por dois 

polipeptídeos, A1 com 22 kDa e A2 com 5 kDa. CTB representa a porção não tóxica, 

responsável pela ligação aos receptores celulares (gangliosídeo GM1) e consequente entrada 

na célula-alvo (Mekalanos et al., 1983; revisto por Fantini et al., 2002; Keegan et al., 2015). 

A subunidade B se liga com alta afinidade ao gangliosídeo GM1, constitutivamente expresso 

na superfície de células eucarióticas, principalmente através da galactose terminal (Spangler, 

1992; revisto por Fantini et al., 2002; Lencer & Tsai, 2003). Devido à sua afinidade pelo 
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GM1, a toxina da cólera, vem sendo utilizado como ferramenta de identificação de ML que 

são enriquecidas neste ganglisídeo. 

 

 

Lipídios Bioativos  

 

 

Os esfingolipídios eram tidos apenas como constituintes da membrana plasmática 

(MP), mas a cerca de três décadas passaram a serem considerados como importantes 

moléculas sinalizadoras presentes nos ML, capazes de modular lipases, cinases e fosfatases 

(Hawthorne, 1975; Cabral et al., 2007; Coant et al., 2016). Os esfingolipídios tendem a se 

associar mais firmemente uns aos outros que os fosfolipídios na membrana celular, 

modulando sua fluidez e formando, juntamente com o colesterol, a base das regiões de ML 

(revisado por Don et al, 2014; Lemos, 2014). 

Esfingolipídios bioativos podem ser gerados a partir de três diferentes vias, via síntese 

de novo, via esfingomielinase e via de degradação (Kitatani et al., 2008). Na via da 

esfingomielinase, diferentes esfingomielinases e ceramidases catabolizam o metabolismo da 

esfingomielina ou da ceramida em diferentes compartimentos celulares (Hannun & Obeid, 

2008). Diversos estudos realizados nos últimos anos demonstraram o papel dos diferentes 

domínios de membrana, ML e as plataformas enriquecidas por Cer, nas respostas 

intracelulares adequadas ao processo de infecção por patógenos, tais como a indução de 

apoptose na célula infectada, mediação da proliferação celular, regulação da liberação de 

citocinas e fusão fagossomos/lisossomos (Riethmuller et al., 2006). Porém, somente dois 

trabalhos na literatura relacionam o papel de ML em infecção relacionadas ao EGB até o 

momento. 

A enzima ceramidase catalisa a desacetilação da ceramida, seja ela produzida pela via 

de síntese de novo ou via de degradação da esfingomielina, levando à formação da 

esfingosina. A esfingosina pode ser reciclada para a síntese de novos esfingolipídios ou servir 

de substrato para fosforilação por esfingosina quinases (SPHK1 e 2) e formando esfingosina 

1-fosfato (S1P)( Hannun & Obeid, 2011; Tirodkar & Voelkel-Johnson, 2012; Lemos, 2014; 

Coant et al., 2016). A Figura 3 mostra um esquema reduzido da síntese de S1P. 
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Figura 3 - Representação esquemática da via de síntese de S1P 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptada de Blaho & Hla (2014) e Lemos, 2014. 

 

A S1P participa de mecanismos reguladores do ciclo celular, entre eles o crescimento, 

o efeito anti-apoptótico, a angiogênese, proliferação celular, remodelamento do citoesqueleto 

e liberação de citocinas através de receptores associados à proteína G (An et al., 2000; Spiegel 

& Milstien, 2002; Eyster, 2007; Zhao et al., 2009).  A concentração intracelular de S1P é 

controlada pela ativação das enzimas envolvidas no seu metabolismo, como a esfingosina 

quinase e a esfingosina liase (Brinkmann, 2007). Já a concentração extracelular, parece ser 

mantida principalmente por plaquetas ativadas (Pappu et al, 2007), além de células endoteliais 

e mastócitos (Brinkmann et al, 2007).   

A via de sinalização S1P está relacionada a diversas doenças e distúrbios diferentes, 

além do seu papel em diversos tipos de infecções, como aquelas causadas por vírus, bactérias 

e parasitas (Arish et al., 2016; Tiper et al., 2016). S1P é um regulador chave na função da 

microvasculatura endotelial (Wang et al., 2015). Num quadro de sepse, já foi visto que 

pacientes, particularmente, aqueles com choque séptico, apresentaram diminuição das 

concentrações séricas de S1P e que altos níveis séricos deste lipídio bioativo podem excluir o 

Outros 

transportadores 
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risco de choque séptico. As concentrações de S1P no soro estão associadas à gravidade da 

sepse (Winkler et al., 2015). Estudo realizado por Garg e colaboradores (2004) demonstrou a 

mediação de S1P na atividade micobactericida através da ativação da fosfolipase D e 

maturação de fagolissomos em células THP-1. Wang e colaboradores (2016) demonstraram 

papel fundamental de S1P na invasão de células HMEC por Escherichia coli, mediada pela 

esfingosina quinase 2 e do receptor S1P2/EDG5, visto que após bloqueio dos mesmo a 

invasão bactéria não ocorreu. Não há estudos relacionados ao papel de S1P nas infecções 

ocasionadas por EGB. 

A ativação de S1P1 leva à diminuição da concentração intracelular de AMP cíclico 

(AMPc), ao estímulo de MAPK (mitogen-activated protein kinase), ao aumento da 

concentração intracelular de cálcio e à ativação da via de fosfatidilinositol 3 (PI3K)/Akt 

(proteína quinase 3), levando à ativação de eNOS (endotelial nitric-oxide synthase) ou à 

ativação de Rac, uma pequena GTPase da família Rho, através de um mecanismo 

exclusivamente acoplado à proteína Gi (revisado por Cuvillier, 2012; Lemos, 2014). Dessa 

forma, está classicamente associado à proliferação, sobrevivência e migração celulares 

(Lemos, 2014). 

A maioria dos trabalhos relacionados ao papel dos esfingolípidos nas respostas ao 

estresse celular tem se concentrado nas funções de sinalização de dois esfingolípidos, 

ceramida e S1P. Numerosos estudos sobre invertebrados e vertebrados mostraram que os 

níveis de ceramida são aumentados por uma variedade de estresses celulares e quando os 

níveis de ceramidas aumentam, a célula pode iniciar o processo de apoptose ou de morte 

celular programada (Hannun e Obeid, 2008), enquanto o aumento na concentração de S1P 

geralmente promove sobrevivência e proliferação celular (Hait et al., 2006, Hannun & Obeid, 

2008). Assim, o balanço entre os níveis celulares destes dois lipídos interconversíveis, é 

conhecido como sphingolipid rheostat. (Cuvillier et al., 1996, Hait et al., 2006).  

A ceramida, a ceramida 1- fosfato, a esfingosina, bem como a esfingosina 1-fosfato, 

atuam como segundo mensageiro, ativando a proteína quinase e os demais componentes da 

rota de sinalização intracelular. Esses lipídios podem agir intracelularmente, como segundo 

mensageiro, ou extracelularmente, ativando os receptores de S1P (S1P1-5/EDG) que estão 

dispostos na superfície da membrana celular em outros tecidos (Eyster, 2007; Zanin et al., 

2008; Nóbrega Jr et al., 2014). S1P induz a ativação de PI3K através da ativação de 

S1P1/EDG1, S1P2/EDG5 e S1P3/EDG3 (Okamoto et al., 2000).  

Estudos demonstram que S1P desempenha um papel crítico na regulação da barreira 

vascular via S1P1, ligando e recrutando componentes para ML em células endoteliais da 
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artéria pulmonar humana (Singleton et al., 2005; Garcia et al., 2001), Porém, a 

desestabilização da fase líquida ordenada, através da remoção do colesterol pela ação da 

metil-β-ciclodextrina (MBCD), inibe esse aumento da barreira vascular induzida por S1P 

(Singleton et al., 2005). 

 

Desorganização dos Microdomínios Lipídicos: depleção de colesterol 

 

O colesterol é o principal constituinte lipídico da membrana plasmática e essencial 

para a formação dos diversos microdomínios (Mahammad & Parmryd, 2015). A depleção de 

colesterol é amplamente utilizada para estudar processos celulares e pode ser realizada ao 

longo de dias usando inibidores de sua síntese ou ao longo de minutos (min) usando reagentes 

químicos. Uma das formas de desfazer/desorganizar os microdomínios lipídicos de membrana 

é através do uso da metil-β-ciclodextrina (MβCD). As ciclodextrinas (CD) são 

oligossacáridios cíclicos que têm sido amplamente investigados como solubilizantes para 

fármacos pouco solúveis (Connors, 1997; Loftsson & Brewster, 2010).  

O tipo de CD mais estudado é a β-ciclodextrina (CD), moléculas cíclicas compostas 

por sete unidades de unidades de glicose, que pode formar complexos solúveis em água com 

pequenas moléculas e partes de grandes compostos (Pitha et al., 1988; Mahammad & 

Parmryd, 2015). Os derivados CD de interesse farmacêutico incluem hidroxipropil-p-

ciclodextrina (HPCD), metil-p-ciclodextrina (MCD) e outros como o sulfobutil éter-p-

ciclodextrina (SBECD) apenas para citar os mais utilizados (Loftsson & Brewster, 2010, 

2012). A MCD é considerada como principal agente depletor de colesterol (Muhammad & 

Pyramid, 2015). Diferentemente de outros agentes de ligação ao colesterol que se incorporam 

em membranas, as ciclodextrinas agem estritamente na superfície extraindo seletiva e 

rapidamente o colesterol de membrana pela inclusão desta molécula em sua cavidade central 

hidrofóbica (Zidovetzki & Levitan, 2007). O grau de depleção do colesterol na célula é 

dependente da concentração da droga, tempo de incubação, temperatura e do tipo celular 

utilizado no estudo. Essa droga age depletando o colesterol da membrana plasmática e assim 

desestruturando formações de ML do tipo caveolar ou não e, consequentemente, bloqueando 

processos biológicos dependentes dessas regiões, o que constitui uma importante ferramenta 

bioquímica para o estudo de funcionalidade desses microdomínios lipídicos (Ilangumaran & 

Hoessli, 1998). 

 



39 

 

 

Interação EGB/célula hospedeira 

 

 

A interação de patógenos com células eucarióticas é um processo altamente dinâmico 

e adaptado pela evolução, sendo este o primeiro passo para o estabelecimento de infecções 

bacterianas (Molinari & Chhatwal, 1999). O sucesso de infecções por patógenos requer um 

processo multifatorial que tem início com a adesão às células hospedeiras, colonização dos 

tecidos, invasão, multiplicação, persistência intracelular e, como resultado final de todo esse 

processo, a disseminação para outros tecidos (Sakarya & Oncu, 2003; Pizzaro-Cerda & 

Cossart, 2006).  

Frequentemente, a bactéria usa a aderência e a invasão de células susceptíveis não 

apenas para colonização, mas também para evasão da defesa imune, garantindo assim a sua 

sobrevivência (Roy & van der Goot, 2003). As bactérias patogênicas utilizam de diversas 

estratégias para invadir e colonizar células de mamíferos e assim causar doenças como, por 

exemplo, a meningite. Além do EGB, podemos citar diversos microrganismos, entre eles a 

Escherichia coli (E. coli). Estudos revelaram que a interação inicial deste patógeno com a 

célula do hospedeiro induz uma modificação no citoesqueleto de actina, auxiliando na invasão 

celular. Esta modificação se dá através da alta fosforilação de proteínas como, por exemplo, a 

quinase de adesão focal (FAK) e uma subunidade reguladora de fosfatidilinositol 3-quinase 

(PI3K), p85 (Sukumaran, et al. 2002). Além disso, foi observado que a PKC é necessária para 

a invasão de E. coli em células endoteliais de microvasculatura de cérebro humano 

(HBMEC), a qual regula diversos processos celulares como, por exemplo, crescimento 

celular, proliferação, permeabilidade e apoptose (Sukumaran, et al. 2002).  

Muitos trabalhos reportam a necessidade dos microfilamentos de actina para a invasão 

do EGB a célula hospedeira, já que este processo é interrompido quando ocorre intervenção 

da citocalasina D, um inibidor da polimerização de actina (Ruben, 1992; Gibson et al. 1993; 

Valentin-Weigand et al. 1996, 1997; Nizet et al. 1997). Em um experimento semelhante, 

nosso grupo já reportou um aumento na citoaderência de amostras de EGB pertencentes ao 

sorotipo III a HUVEC (25% para a amostra 90356, retirada de líquor de recém-nascido e, 

75% para a amostra 90186, coletada de sangue) (Santos et al. 2009).  

Muitos são os fatores de virulência que contribuem para a virulência do EGB, porém 

os mecanismos envolvidos no dano celular permanecem desconhecidos. A descoberta sobre a 

transdução de sinais que envolvem a patogênese do EGB é de extrema importância para o 

tratamento da sepse, por exemplo, causada por este microrganismo (Oliveira, 2015). 
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Diversos trabalhos demonstram a grande capacidade do EGB em aderir e invadir 

diversas células eucarióticas como macrófagos (murinos e humanos), neutrófilos, células 

epiteliais, endoteliais e fibroblastos, inclusive dados de nosso grupo (Gibson et al., 1993; 

Tamura et al., 1994; Albanyan & Edwards, 2000; Teixeira et al., 2001; Tyrrel et al., 2002; 

Santos et al., 2003; Monteiro et al., 2004; Lione et al., 2005, Costa et al., 2011). Adesinas 

produzidas pelo EGB tais como as proteínas FbsA, Lmb e ScpB se ligam, respectivamente, ao 

fibrinogênio, à laminina e à fibronectina, desempenhando importante papel na invasão 

epitelial e endotelial (Spellerberg et al., 2000; Beckman et al., 2002; Schubert et al., 2002). 

Algumas moléculas como citoqueratina 8, 1 integrina e ICAM-1 (molécula de adesão 

intercelular 1) têm sido sugeridas como receptor para o EGB (Spellerberg et al., 2000; 

Tamura & Nittayajarn, 2000; Beckman et al., 2002; Gutekunst et al., 2004; Lione et al., 

2005). Contudo, o mecanismo de interação celular do EGB com células eucarióticas 

permanece pouco conhecido. 

O EGB também é capaz de realizar transcitose em monocamadas confluentes de 

células epiteliais de córion e células endoteliais de microvasculatura do cérebro humano 

(HBMEC). Esta habilidade pode promover o acesso do patógeno à placenta humana e à 

barreira hematoencefálica, constituindo um passo essencial para a corioamnionite e meningite 

(Nizet et al., 1997; Winram et al., 1998).  

Outra habilidade relacionada ao EGB é a sobrevivência por prolongados períodos no 

interior de fagolisossomas de macrófagos e células endoteliais. Alguns ensaios demonstraram 

a sobrevivência de mais de 20h no interior de células endoteliais de microvasculatura cerebral 

(BMEC) e 24h em ECV304 (células endoteliais imortalizadas da veia umbilical humana) e 

HUVEC (células endoteliais da veia umbilical humana). Além disso, a sobrevivência de 

amostras pertencentes aos sorotipos Ia e III no interior de macrófagos foi observada por 24h e 

48h, respectivamente (Nizet et al., 1997; Cornacchione et al., 1998; Santos et al., 2003; Lione 

et al., 2005).  

Dados do nosso laboratório evidenciaram que amostras dos sorotipos III e V ativam a 

enzima NADPH-oxidase em vacúolos fagocíticos de macrófagos humanos, desencadeando o 

burst oxidativo (Teixeira et al., 2001). Outros estudos demonstraram que o EGB se manteve 

viável dentro de vacúolos ácidos endoteliais, e estes adquiriram marcadores endossomais 

Rab7 e LAMP-1 (Lione et al., 2010).  

Muitos patógenos microbianos induzem a morte e/ou apoptose de células do 

hospedeiro (Haalas et al., 2004). A capacidade desses patógenos de promoverem apoptose 

pode ser importante para o início da infecção bacteriana, sobrevivência e escape da resposta 
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imune do hospedeiro. Portanto, a apoptose pode ser uma estratégia vantajosa por evitar o 

desencadeamento e recrutamento de mecanismos de defesa não específicos (Cohen, 1993; 

Chen & Zychlinsky, 1994). Um trabalho recentemente publicado por nosso grupo investigou 

o papel de uma metaloprotease sensível a fosforamidon durante o processo de indução de 

apoptose em HUVEC infectadas com EGB. Neste trabalho observamos que o EGB foi capaz 

de induzir apoptose em HUVEC infectadas, regulando a expressão de Bcl-2 e aumentando a 

expressão de Bax (molécula pró-apoptótica), o que sugere o envolvimento da via intrínseca da 

apoptose. Além disso, também foi demonstrado que em HUVEC infectadas por EGB ocorreu 

a fragmentação de pró-caspase 3, a qual foi inibida após o tratamento com fosforamidon, 

inibindo assim a indução de apoptose nesta interação (Santos et al. 2013). Metaloproteases 

podem ser expressas em patógenos como fatores de virulência, já que podem causar danos 

diretos ao tecido durante uma infecção ou inativar moléculas endógenas que podem estar 

envolvidas na regulação da resposta do hospedeiro (Supuran et al. 2002). Dados obtidos em 

nosso laboratório sugerem que o EGB seja capaz de expressar componentes na sua superfície 

ou secretar moléculas, como as metaloproteases, que podem atuar no processo de indução de 

apoptose em células endoteliais (Santos et al. 2013). 

Dados na literatura demonstram que a infecção por EGB é capaz de induzir morte 

celular por apoptose em células neuronais de camundongos, macrófagos murinos e humanos, 

microglia, trofoblastos, fibroblastos humanos (Leib et al., 1996; Fettucciare et al., 2000; Ulett 

et al., 2003; Ulett et al., 2005; Lehnardt et al., 2006 e Kaplan et al., 2008) e epitélio 

respiratório (Costa et al., 2011).  

A colonização do tecido pelo patógeno é mediada por adesinas da superfície 

bacteriana que interagem especificamente a uma grande variedade de receptores celulares, 

incluindo resíduos de açúcar como manose, lipídios como gangliosídeos ou proteínas como a 

fibronectina (Tamura et al., 1994, Koneman et al., 1997). Logo, regiões que concentram uma 

gama de receptores disponíveis como os ML podem ser alvos desse patógeno. A capacidade 

invasiva de muitos micro-orgamismos tem sido relacionada com a exploração desses ML 

(Rosenberger et al., 2000; Manes et al., 2003). Estudos realizados por Pier e colaboradores 

em 2004 demonstraram que os ML estão criticamente envolvidos na internalização de P. 

aeruginosa, bem como na indução do processo de apoptose após a infecção. Pouco se 

conhece sobre o envolvimento dos ML no processo de infecção ocasionado pelo EGB, 

somente dois trabalhos relatam o papel dos ML na patogenicidade desse micro-organismo em 

células Ishikawa (Goluszko et al., 2008) e células dendríticas (Lemire et al., 2012). Porém, 
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até o presente estudo não foram relatados a utilização dos ML durante a infecção do EGB em 

células endoteliais.  

A interação entre bactéria e células hospedeiras invariavelmente resulta na ativação de 

vias de sinalização, e o resultado deste evento, depende principalmente da natureza da 

bactéria e da célula envolvida, sendo assim o estudo sobre ML e o envolvimento destas 

estruturas em importantes eventos celulares torna particular o interesse na sua caracterização 

em células como a HUVEC, bem como a relação desses microdomínios no processo de 

infecção pelo EGB, além da verificação da ocorrência de ativação de lipídios bioativos. 
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1  OBJETIVOS 

 

 

O EGB é um importante patógeno responsável por diversas infecções invasivas, dentre 

elas a sepse e a meningite com alto índice de morbidade e mortalidade em neonatos e adultos. 

Poucos estudos relatam o papel dos Microdomínios Lipídicos na patogenicidade do EGB e 

seu papel na interação com a célula hospedeira. Sendo assim, o presente trabalho teve por 

principal objetivo descrever o papel dos microdomínios lipídicos na aderência e invasão deste 

patógeno com células endoteliais. Assim, temos como objetivos específicos: 

 

a) Analisar a influência da metil-beta-ciclo-dextrina (MβCD), na aderência e viabilidade 

intracelular do EGB em células HUVEC; 

b) Analisar a ativação da via de sinalização PI3K/Akt durante a interação EGB-HUVEC; 

c) Verificar a presença o gangliosídeo GM1 e das proteínas Cav-1, Cav-2, Flot-1, Flot-2 

na superfície de células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC); 

d) Analisar a distribuição dos microdomínios lipídicos na membrana das HUVEC 

infectadas com EGB; 

e) Quantificar a produção de esfingosina-1 fosfato durante a interação do EGB com 

HUVEC.  
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2 METODOLOGIA 

 

 

2.1 Amostra bacteriana 

 

 

Para a realização dos experimentos a amostra de EGB utilizada foi a 90356, 

pertencente ao sorotipo III, isolada de líquor de paciente. Esta amostra foi cedida pelo Dr. 

Leslie C. Benchetrit, Laboratório de Cocos Patogênicos, Instituto de Microbiologia Prof. 

Paulo Góes, Universidade Federal do Rio de Janeiro. A grupagem e a sorotipagem desta cepa 

foi realizada conforme descrito por Lancefield (1933).  

As culturas bacterianas foram armazenadas a -70°C em alíquotas de meio líquido 

“Brain Heart Infusion” (BHI; Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) contendo 20% de 

glicerol. Para a realização dos experimentos, as bactérias foram crescidas em BHI e 

padronizadas para uma densidade ótica (D.O.) de 0.4 em comprimento de onda de 540 nm (~1 

x 10
8 

unidades formadoras de colônias por mililitro ([UFC/mL]). 

 A quantificação do número de UFC foi obtida após plaqueamento em meio sólido de 

ágar sangue contendo 5% de hemácias de carneiro (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) 

(Peotta et al., 2001).  

 

 

2.2 Cultura de células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) 

 

 

Células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) foram extraídas e cultivadas 

de acordo com a técnica descrita por Jaffe et al (1973) com modificações. Cordões umbilicais 

foram adquiridos no Hospital Maternidade Carmela Dutra (CEP/Protocolo de pesquisa nº 

74/10 – CAAE: 0086.0.314.325-10; Anexo I), até 24 horas (h) após o parto e mantidos em 

tampão fosfato salina 0,1 M (PBS) estéril + glicose 0,1 M, pH 6,5 (PBS-glicose), acrescido de 

penicilina 500 U/mL, estreptomicina 40 µg/mL (ambas Gibco, BRL, Grand Island, NY, EUA) 

e fungizona 2,5 µg/mL (Bristol Myers Squibb Brasil, SP, Brasil) até o momento da cultura. 

As HUVEC foram obtidas da veia de cordões umbilicais humanos a partir do 

tratamento com 0,1% colagenase II (Sigma Cehm Co, St Louis, EUA) diluída em PBS-glicose 

com o cordão submerso por 10 min em salina 0,9% a 37 °C. A reação foi paralisada com a 
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adição de meio 199 (M199 - Sigma Chem Co., St Louis, EUA) contendo 20% de soro fetal 

bovino (SFB - Cultilab, Campinas, Brasil), L-glutamina 2 mM, bicarbonato de sódio 0,026 

mM, fugizona 2,5 µg/mL, penicilina 500 U/mL, estreptomicina 40 µg/mL (M199 

suplementado). A suspensão resultante foi centrifugada (120 x g por 10 min.) e o sedimento 

contendo as células foi ressuspenso em M199 suplementado e semeado em garrafas de 25 cm
2
 

previamente cobertas com gelatina 2% e mantido em atmosfera de 5% CO2 a 37ºC até 

atingirem a confluência. 

A partir das culturas primárias foram realizados subcultivos até no máximo a segunda 

passagem, onde as monocamadas confluentes de HUVEC foram lavadas duas vezes com 

PBS-glicose, tratadas com solução de 0,025% tripsina (Sigma Cehm Co, St Louis, EUA) feita 

em 0,025%, NaCl 0,14 M, Na2HPO4 9 mM, KCl 3 mM, vermelho de fenol 0,02% e ácido 

etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) 0,02% até o descolamento das células. A reação foi 

paralisada com M199 suplementado, seguida de uma nova centrifugação (120 x g por 10 

mim) e a suspensão do sedimento celular feita em M199 suplementado para cultivo em 

garrafas 75 cm
2
 ou placas de 24 poços cobertas com gelatina 2% para realização dos 

experimentos (Santos et al., 2005).  

 

 

2.3 Tratamento das HUVEC com Metil-β-ciclodextrina (MβCD) e/ou LY294002 

 

 

Monocamadas confluentes de HUVEC foram lavadas duas vezes com tampão PBS-

glicose (tampão fosfato salina 0,1 M (PBS) estéril + glicose 0,1 M, pH 6,5) e tratadas com 

MβCD (Sigma-Aldrich- Merck) (2 mM/ml) por 1 h e/ou com LY294002 (Sigma) (5 µM) por 

15 min para posterior infecção com amostra 90356-líquor.  

 

 

2.4 Anticorpos e marcadores fluorescentes 

 

 

Os anticorpos primários utilizados foram anti caveolina-1 (anti-mouse; Invitrogen), 

anti caveolina-2 (anti-mouse; Invitrogen), anti flotilina-1 (anti-mouse; Invitrogen), anti 

flotilina-2 (anti-mouse; Invitrogen) e anti EGB (anti-coelho; AbCAM). Os marcadores 

secundários utilizados foram o Alexa 488 (anti-mouse; Invitrogen) e Alexa 546 (anti-coelho; 
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Invitrogen), além do marcador DAPI (4,6-Diamino-2-phenylindole dihydrochloride) 

(Molecular Probes). Também foi utilizado o marcador CTxB (subunidade B da Toxina do 

cólera) específico para a marcação do gangliosídeo GM1 (conjugado a FITC- Sigma). 

 

 

2.5 Determinação da viabilidade celular por MTT  

 

 

A determinação da viabilidade celular pelo método do MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-2-

yl)-2,5 difenil tetrazólio brometo) foi realizada conforme descrito por Reilly e colaboradores 

em 1998. Segundo o princípio do método, as células viáveis e metabolicamente ativas 

reduzem o sal de tetrazólio, formando cristais de formazan solúveis em isopropanol. 

Monocamadas de HUVEC em placas de 24 orifícios (2 x 10
5
 células por poço; Nunc) foram 

tratadas ou não com MβCD nas concentrações de 2 mM- 5 mM em meio 199 durante 1, 2 ou 

4 h a 37ºC e 5% de CO2. Para análise da viabilidade as células foram incubadas com MTT 

(1mg/mL) por 1 h a 37 °C. A seguir o excesso de MTT foi removido e adicionado isopropanol 

para lise celular e dissolução dos cristais de formazan e posteriormente adicionados 100 L da 

preparação por poço para leitura. A absorbância do extrato foi lida em 595 nm em leitor de 

placas de ELISA, utilizando-se o isopropanol como branco. A porcentagem de células vivas 

foi estimada de acordo com o seguinte cálculo: densidade óptica das células tratadas (com 

meio condicionado ou meio contendo bactérias)/células não tratadas (com M199 puro) x 100. 

A viabilidade de 100% foi determinada para as células cultivadas em meio de crescimento 

(Calvin Ho & Oliver, 1997; Reilly). 

 

 

2.6 Ensaios de interação de EGB com HUVEC tratada ou não com MβCD e/ou 

LY294002 

 

 

Monocamadas confluentes de HUVEC em placas de 24 orifícios (2x10
5
 células por 

poço) foram lavadas duas vezes com tampão PBS-glicose antes dos ensaios de interação. 

Após as lavagens, as monocamadas foram tratadas ou não com MCDβ e/ou LY294002 de 

acordo com o item 2.3 e, posteriormente, infectadas com a amostra bacteriana (10
7
 UFC/mL) 

em meio 199 puro na proporção de 1 célula eucariótica para 100 células bacterianas (1:100). 
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A incubação foi realizada em diferentes intervalos de tempo (0, 0.5, 1, 2 e 4 h) a 37ºC em 

ambiente de 5% de CO2. Após cada período de incubação foi realizada a lavagem das 

HUVEC infectadas com solução salina estéril 0,9% para remoção dos micro-organismos não 

aderidos. 

Para análise do número total de bactérias interagidas (aderidas e internalizadas), as 

HUVEC foram lisadas com tampão de lise contendo Tris 25 mM pH 7,5, EDTA 5 mM, NaCl 

150 mM e Igepal 1% (Sigma Chem Co., St Louis, EUA). O lisado foi diluído em salina 0,9% 

e plaqueado em meio agar sangue para a contagem do número de unidades formadoras de 

colônias (UFC/mL). 

Paralelamente, em outra série de poços, para a quantificação da invasão do EGB nas 

HUVEC, após lavagens com salina 0,9% foi feita administração de gentamicina (100 µg/mL) 

e penicilina (5 µg/mL) por 2 h a 37ºC em 5% de CO2 para eliminar as bactérias aderidas. 

Após esta etapa foi realizada a lavagem da monocamada com salina 0,9% e posterior lise da 

célula eucariótica com o mesmo tampão de lise descrito acima. O lisado foi diluído em 

solução salina e plaqueado em meio agar sangue para a obtenção do número de bactérias 

intracelulares viáveis (Peotta et al., 2001).  

A quantificação de EGB aderido foi realizada através da subtração do número total de 

bactérias interagidas pelo número de bactérias intracelulares viáveis (Santos et al., 2003). 

 

 

2.7 Microscopia de fluorescência 

 

 

As células HUVEC (10
5
 células/poço) foram cultivadas sobre lamínulas de plástico 

Aclar 22 mm (Pro-Plastics Inc., USA) previamente revestida com colágeno tipo IV durante 24 

h e infectadas com EGB (5x10
7
). As células foram lavadas três vezes em PBS e fixadas em 

paraformaldeído a 4% (Sigma-Aldrich) em PBS durante 10 min em temperatura ambiente. 

Após as células foram permeabilizadas com Triton X 0,5% em PBS por 30 min. Solução 

semelhante foi utilizada nos demais passos de lavagem. As células foram incubadas com 

anticorpo primário (Cav-1 ou Cav-2 ou Flot-1 e anti EGB, nas condições de interação) por 1 h 

a 37ºC. Após incubação, as células foram lavadas por 30 min com Triton-X100 0,5% em PBS 

e incubadas com anticorpos secundários (Alexa Fluor 488 e Alexa Fluor 546 nas condições de 

interação) por 1 h a 37ºC. Após, as células foram lavadas com Triton X 0,5% em PBS por 30 

min e uma vez com NACL 0,9%. O núcleo foi marcado com DAPI (0,1 μg/ml em 0,9% 



48 

 

 

NaCl) por 5 min. As lâminas foram montadas em meio de montagem e visualizadas no 

microscópio ótico de fluorescência Axiovert 100 (Carl Zeiss, Germany), usando filtros 

seletivos para cada fluorocromos, as imagens foram capturadas com a câmera integrada 

C2400i (Hamamatsu, Photonics, Shizuoka, Japan) e processador de imagem Argus 20 

(Hamamatsu) (Possidonio et al., 2011). As lâminas também foram submetidas a visualização 

em Microscópio Confocal Leica TCS SP5 com AOBS, usando filtros seletivos para cada 

fluorocromos.  

 

 

2.8 Dosagem de proteína 

 

 

Garrafas confluentes de HUVEC (75 cm
2
) tratadas ou não com MβCD e/ou LY de 

acordo com o item 2.3 foram lavadas com M199 puro e infectadas ou não com a amostra 

90356 (10
7
 UFC/mL) por diferentes intervalos de tempo: 0 h, 5 min, 15 min, 30 min, 1 h e 2h 

em ambiente 5% de CO2 a 37ºC. Após o tempo de interação as garrafas foram lavadas com 

tampão PBS-glicose e raspadas em 200 L de tampão de extração contendo: Tris-HCl 50mM 

(pH 7,6), 0,4 mM Na3Vo4, 1 mM NaF, 1% Triton X-100, 100 µM de phenylethylsulphonyl 

fluoride (PMSF), 40 µM de leupeptina e 2 mM de EDTA. A supensão foi homogeneizada e a 

dosagem de proteínas foi realizada a partir do método descrito por Lowry e colaboradores 

(1951), utilizando SDS 5%, reagente de Folin fenol e BSA como padrão. 

 

 

2.9 Western Blotting 

 

 

 A concentração de 20 g foi padronizada e analisada em gel de poliacrilamida (12%) em 

sistema Mini Protean (Biorad). Todas as condições (HUVEC não infectada, HUVEC 

infectada com EGB, HUVEC tratada com MβCD, HUVEC tratada MβCD e infectada com 

EGB, HUVEC tratada com LY294002, HUVEC tratada com LY294002 e infectada com EGB 

e HUVEC tratada MβCD+LY e infectada com EGB) foram diluídas na proporção de 1:9 em 

tampão de amostra (TRIS-HCl 0,5 M, pH 6,8, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,02% e SDS 

2%), fervidas durante 5 min e aplicadas no volume de 20L.  
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As proteínas foram separadas por peso molecular sob a voltagem de 120 A pelo período 

de aproximadamente 50 min e comparadas ao padrão de peso molecular entre 10-180 kDa 

(BenchMark; Invitrogen Laboratories). Logo em seguida, as proteínas foram transferidas para 

membrana de nitrocelulose através do sistema mini TRANS-BLOT para mini gel da Biorad. 

O sistema foi montado em cuba contendo tampão de transferência e colocado sob a voltagem 

de 350 V por 1h 30 min a 4 °C.  

Em seguida a membrana foi saturada com TBS + Tween 20 0.1% (TBS-T) contendo 

5% de BSA durante 1 h e incubada com anticorpo primário para a detecção da p-PI3K (1:000; 

Cell Signaling), PI3K (1:1000; Cell Signaling),  e p-Akt (1:1000; Cell Signaling) e Akt 

(1:1000) proteína Akt (Cell Signal) por mais 1 h. Após lavagens com TBS-T, a membrana foi 

incubada com o anticorpo secundário equivalente conjugado a peroxidase 1:5000 (Amershan) 

em TBS-T por 1 h. Posteriormente, foram realizadas cinco lavagens sucessivas de 3 min com 

TBS-T para posterior revelação utilizando Luminata (Millipore) e o sistema ChemiDoc XRS 

(Bio-rad). 

 

 

2.10 Ensaios de fosforilação e extração de lipídios 

 

 

Após obtenção de extrato e dosagem de proteína (item 2.8), foram realizados os 

ensaios de fosforilação de lipídios. A fosforilação foi quantificada pela incorporação de 
32

Pi, 

método adaptado de Einecker-Lamas e colaboradores (2003). Então 50 g/ml de proteína do 

extrato celular foram incubados em 1 ml de meio de reação (Mes Tris 30 mM (pH 7,0), 

MgCl2 5 mM, NaN2 1 mM, ouabaína 1mM, EGTA 500 M). Para medida da atividade da 

esfingosina cinase (SK) foi acrescentado esfingosina (Sph) a esse meio de reação e realizada a 

quantificação de esfingosina -1-fosfato (S1P). A reação foi iniciada com a adição de ATP 

([y
32

p] ATP 1 mM, 10
8
 cpm/ml). Após 20 min de incubação a 37ºC, a reação foi parada pela 

adição de 4 ml de solução clorofórmio : metanol : HCl (2: 1: 0,075, v/v). A extração de 

lipídios foi realizada como descrito em Horowitz & Perlman (1987). Depois de parada a 

reação, foram adicionados 1 ml de HCl (0,6 M) aos tubos, que após agitação foram 

centrifugados por 10 min. A fase aquosa (superior) foi removida e a fase orgânica adicionou-

se 1 ml de clorofórmio: metanol : HCl (3: 48: 47, v/v). Novamente os tubos foram 

centrifugados por 10 min e a fase aquosa descartada. A fase orgânica foi evaporada em fluxo 
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constante de N2, deixando os lipídios secos no tubo. Estes tubos foram ressuspensos em 90 l 

de clorofórmio: metanol : agua (75: 25: 2, v/v) e aplicados em cromatoplacas de sílica gel 

(Merck, Germany). Os lipídios foram separados por cromatografia de camada fina (TLC) em 

corrida unidimensional, realizada em solvente clorofórmio: acetona: metanol: ácido acético: 

agua (80: 30: 26: 24: 16 v/v, em 264 ml finais). Após secagem das placas, as mesmas foram 

expostas à malha de „Phosphor Screen‟ e a imagem revelada no Phosphor Imager Storm 860 

(Molecular Dynamics, Amersham Pharmacia Biotech). As bandas correspondentes aos 

fosfolipídios de interesse foram marcadas nas placas, raspadas e colocadas em vials contendo 

solução de cintilação (POPOP 0,1 g/l em tolueno). A radioatividade foi medida em um 

contador de cintilação líquida (Packard Tri-Carb 2100 TR). 

 

 

2.11 Análise densitométrica 

 

 

As bandas proteicas obtidas foram quantificadas em unidades densitométricas através 

do programa (Image J) e os dados obtidos analisados estatisticamente. 

 

 

2.12 Análise estatística 

 

 

Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste t de Student. Foram 

consideradas significativas as diferenças com valores de P < 0,05. 
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3 RESULTADOS 

 

 

3.1 Efeito da Metil--ciclodextrina (MCD) nas HUVEC 

 

 

O efeito de citotoxicidade da MCD (agente depletor de colesterol) nas HUVEC foi 

obtido através do ensaio de MTT e os resultados estão representados na Figura 4. O 

tratamento das HUVEC com diferentes concentrações (1mM – 5mM) de MCD foi realizado 

nos tempos de 1 h, 2 h e 4 h de incubação (Figura 4A-C). A concentração de 3mM mostrou-se 

citotóxica a partir de 2 h de tratamento (P=9,7 x 10
-3

; Figura 4B). As concentrações de 4 mM 

e 5 mM foram citotóxicas em todos os tempos de tratamento (P<3,41 x 10
-5

; Figura 4A) em 

comparação às HUVEC controle. Desta forma, a concentração de escolha utilizada nos 

experimentos seguintes foi a de 2 mM, maior concentração testada que não foi citotóxica em 

nenhum dos tempos analisados. 
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Figura 4- Citotoxicidade da MCD em HUVEC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

diferentes concentrações (1 mM – 5 mM)  pelos tempos de 1 h (A), 2 h (B) e 4 h (C). Após 

incubação, as HUVEC foram tratadas com MTT (1 mg/mL). Cada resultado corresponde à média 

 desvio padrão de 3 experimentos em triplicata. *Diferenças significativas em relação ao 

controle P≤0,05 através do teste t de Student. 

Fonte: A autora, 2017. 
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3.2 Efeito da MCD no crescimento bacteriano 

 

 

A análise do efeito citotóxico da MCD sobre o crescimento da amostra de EGB 

90356 (tipo capsular III-líquor) está representada na Figura 5. Foi verificado que a 

concentração de 2 mM não alterou o crescimento bacteriano de forma significativa em 

nenhum dos tempos testados quando comparada ao controle. A concentração de 5 mM foi 

citotóxica a partir de 8 h de tratamento (P<1,19 x 10
-3

; Figura 5). Associado ao resultado 

anterior de citotoxicidade da MCD em HUVEC, a concentração utilizada para a realização 

dos experimentos seguintes foi definida em 2 mM. 

 

Figura 5 - Curva de crescimento da amostra de EGB 90356 (tipo capsular III-líquor) na 

presença de MCD 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Amostra de EGB 90356 (tipo capsular III - s de 2 

mM e 5 mM pelos tempos de 1 h, 2 h, 4 h, 8 h e 16 h. Controle: amostra EGB 90356 (tipo capsular 

III-líquor) crescida em meio 199 puro. Cada resultado corresponde à média  desvio padrão de 3 

experimentos em triplicata. *Diferenças significativas em relação ao controle P≤0,05 através do teste t 

de Student. 

Fonte: A autora, 2017. 
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3.3 Interação da amostra de EGB 90356 (tipo capsular III-líquor) com HUVEC na 

presença ou ausência da MCD 

 

Os resultados da cinética de aderência e invasão da amostra de EGB 90356 (tipo 

capsular III-líquor) com HUVEC estão representados na Figura 6. A amostra bacteriana 

demonstrou uma diminuição no perfil de aderência às células HUVEC tratadas com MCD 

(P<6,4 x 10
-3

; Figura 6A) em todos os tempos de incubação (0 h, 0,5 h, 1 h, 2 h e 4 h). Com 

relação à invasão, os dados demonstraram uma expressiva diminuição bacteriana nas HUVEC 

tratadas com a MCD após 1 h (5,9 x 10
-11

), 2 h (1 x 10
-41

) e 4 h (1,8 x 10
-32

) de incubação 

quando comparadas ao controle (Figura 6B). 

 

Figura 6 - Interação da amostra de EGB 90356 (tipo capsular III-líquor) com HUVEC na 

presença ou ausência de MCD 
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Legenda: Cinética de aderência (A) e invasão (B) da amostra de EGB 90356 (tipo capsular III-líquor) com 

células HUVEC na presença ou ausên CD. Cada resultado corresponde à média  desvio 

padrão de 3 experimentos em triplicata. *Diferenças significativas em relação ao controle P≤0,05 

através do teste t de Student. 

Fonte: A autora, 2017. 

 

 

3.4 Interação da amostra de EGB 90356 (tipo capsular III-líquor) com HUVEC na 

presença do inibidor de PI3K (LY294002) associado ou não ao tratamento com 

MCD 

 

 

Os resultados da cinética de aderência e invasão da amostra de EGB 90356 (tipo 

capsular III-líquor) com HUVEC tratadas com LY294002 ou LY294002+MCD estão 

representados na Figura 7. A amostra bacteriana aumentou significativamente o perfil de 

aderência em HUVEC tratadas com o inibidor LY294002, sendo o pico de aderência 

observado após 4 h de infecção (P=4,7x 10
-27

; Figura 7A). Contudo, ocorreu uma diminuição 

significativa da aderência do EGB nas HUVEC tratadas com LY294002+MCD após 0,5 h 

(P<1,2 x 10
-6

) (Figura 7A).  

Com relação à invasão bacteriana (Figura 7B), houve diminuição em todos os tempos 

testados nas HUVEC tratadas com LY294002 ou LY294002+MCD quando comparados ao 

controle (P<2,1 x 10
-3

). 
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Figura 7 - Interação EGB-HUVEC na presença ou ausência do inibidor de PI3K e 

MβCD 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Cinética de aderência (A)e invasão (B)da amostra de EGB 90356 (tipo capsular III - líquor) com 

 Cada resultado 

corresponde à média  desvio padrão de 3 experimentos em triplicata. *Diferenças significativas em 

relação ao controle P≤0,05 através do teste t de Student. 

Fonte: A autora, 2017. 
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3.5 Presença de moléculas marcadoras de microdomínios lipídicos (ML) na superfície 

das HUVEC  

 

A identificação das regiões de ML se caracteriza, principalmente, pela presença do 

gangliosídeo GM1 e das proteínas caveolinas (Cav-1 e Cav-2) e flotilinas (Flot-1 e Flot-2). 

Os resultados demonstraram a presença dos principais marcadores de ML nas HUVEC 

(Figura 8). Através da técnica de microscopia de fluorescência, as HUVEC apresentaram 

marcações para a molécula GM1 (Figura 8A) e para as proteínas Cav-1 (Figura 8B), Cav-2 

(Figura 8C), Flot-1 (Figura 8D) e Flot-2 (Figura 8E) dispersas na superfície celular. 

 

Figura 8 - Moléculas marcadoras de ML na superfície das HUVEC  
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Legenda:  Presença de moléculas marcadoras de microdomínios lipídicos (ML) na superfície das HUVEC. 

(A) HUVEC+antiGM1, (B) HUVEC+antiCav-1, (C) HUVEC+antiCav-2; (D) HUVEC+antiFlot-

1 e (E) HUVEC+antiFlot-2. As proteínas Cav-1, Cav-2, Flot-1, Flot-2 e o lipídio GM1 foram 

marcados em verde com anticorpo secundário Alexa 488 e o núcleo em azul com DAPI. Aumento 

de 63x. 

Fonte: A autora, 2017. 

 

 

3.6 Distribuição das proteínas marcadoras de ML na superfície das HUVEC quiescentes 

através de microscopia de fluorescência confocal a laser 

 

 

 Após identificação da presença das proteínas marcadoras de ML por epifluorescência, 

a caracterização das mesmas tornou-se necessária por microscopia confocal a laser. O padrão 

de distribuição das Cav-1, Cav-2 e Flot-1 na superfície das HUVEC está demonstrado na 

Figura 9. A análise da distribuição de Cav-1 e Cav-2 na superfície das HUVEC quiescentes 

demonstrou um padrão similar, onde as duas proteínas apresentaram-se concentradas em 

determinadas regiões da membrana (Figura 9B e 9E). Em contraste, a proteína Flot-1 

demonstrou um padrão diferente de distribuição, pois apresentou-se distribuída por toda a 

superfície celular (Figura 9H). A proteína Flot-2 apresentou marcação muito fraca (dados não 

mostrados). 
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Figura 9 - Proteínas marcadoras de ML na superfície das HUVEC por microscopia confocal a 

laser 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Distribuição das proteínas marcadoras de ML na superfície das HUVEC quiescentes através de 

microscopia de fluorescência confocal a laser. Proteínas presentes nas HUVEC: Caveolina-1 

(Cav-1), Caveolina-2 (Cav-2) e Flotilina-1 (Flot-1). Núcleo marcado em azul com DAPI (A, D, 

G), as proteínas foram marcadas em verde com anticorpo secundário Alexa 488 (B, E, H) e 

após realizado o overlay das imagens (C, F, I). Aumento de 63x. 

Fonte: A autora, 2017. 

 

 

3.7 Modulaçãoda distribuição das proteínas marcadoras de ML na superfície das 

HUVEC após tratamento com MCD  

 

Através da microscopia confocal a laser foi demonstrada a modulação da distribuição 

das proteínas marcadoras de ML na superfície da célula endotelial após tratamento com 

MβCD por 1 h. As proteínas Cav-1, Cav-2 e Flot-1 demonstraram alteração no perfil de 

distribuição na membrana celular após tratamento das HUVEC com MβCD (Figura 10). As 
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proteínas Cav-1 (Figura 10B) e a Cav-2 (Figura 10E) foram visualizadas concentradas na 

periferia da membrana após o tratamento das células com MCD, enquanto a proteína Flot-1 

demonstrou discretas concentrações na superfície (Figura 10H).   

 

Figura 10 - Modulação da distribuição das proteínas de ML na superfície das HUVEC após 

tratamento com MCD por microscopia confocal a laser 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Distribuição das proteínas marcadoras de ML na superfície das HUVEC tratadas com 

através de microscopia de fluorescência confocal.Proteínas presentes nas HUVEC: Caveolina-1 

(Cav-1), Caveolina-2 (Cav-2) e Flotilina-1 (Flot-1). Núcleo marcado em azul com DAPI (A, D, 

G), as proteínas foram marcadas em verde com anticorpo secundário Alexa 488 (B, E, H) e após 

realizado o overlay das imagens (C, F, I). Aumento de 63x. 

Fonte: A autora, 2017. 
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3.8 Modulação da distribuição das proteínas de superfície das HUVEC após infecção 

com a amostra de EGB 90356 (tipo capsular III-líquor) 

 

 

Para avaliar a modulação da distribuição de proteínas de superfície das células 

endoteliais após interação com o EGB, as HUVEC foram infectadas com a amostra de EGB 

90356 (tipo capsular III-líquor) por 1h (marcada com o anticorpo secundário Alexa 546 

vermelho). 

O padrão de distribuição das proteínas Cav-1 (Figura 11B) e Cav-2 (Figura 11G) após 

a infecção com a amostra EGB 90356 mostrou-se similar ao perfil demonstrado anteriormente 

nas HUVEC tratadas com MCD (Figura 10). Houve a formação de aglomerados na 

marcação da proteína Cav-1 (Figura 11B), bem como a proximidade das bactérias com as 

regiões mais demarcadas (Figura 11D). No aumento presente na imagem de overlay foi 

possível visualizar a co-localização da bactéria com a proteína Cav-1 (Figura 11E). 

 Para a Cav-2 foi verificada a marcação mais presente na periferia da célula endotelial, 

porém com poucas e sutis concentrações da proteína (Figura 11G). Não foi possível visualizar 

pontos de co-localização da proteína Cav-2 com amostras de EGB testada (Figura 11I). 

A proteína Flot-1 demonstrou um perfil de distribuição por toda a superfície e a 

presença de agregados na superfície da célula endotelial após infecção com a amostra de EGB 

(Figura 11K). Houve ligação preferencial da amostra EGB 90356 pelos sítios de aglomeração 

da proteína (Figura 11M). Na imagem overlay da proteína Flot-1 foi possível demonstrar a co-

localização da amostra bacteriana (Figura 11N). 
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Figura 11 - Modulação da distribuição das proteínas de superfície das HUVEC após 

infecção com EGB 90356 (tipo capsular III-líquor) por microscopia confocal 

a laser 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: HUVEC infectadas com EGB 90356 (tipo capsular III-líquor). Proteínas presentes nas HUVEC: 

Caveolina-1 (Cav-1), Caveolina-2 (Cav-2) e Flotilina-1 (Flot-1). Núcleo marcado em azul com 

DAPI (A, F, J); proteínas foram marcadas em verde com anticorpo secundário Alexa 488 (B, G, K); 

EGB marcado em vermelho com anticorpo secundário Alexa546 (C, H, L) e overlay das imagens 

(D, I, M). Regiões ampliadas demonstrando co-localização (E, N). Aumento de 63x. 

Fonte: A autora, 2017 
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M199 e posteriormente realizada a interação com o EGB 90356 (tipo capsular III-líquor) por 

1 h.  

A proteína Cav-1 (Figura 12B) apresentou um padrão similar ao anterior (Figura 11) 

onde ocorrem pequenas concentrações dessa proteína na membrana, porém bem localizadas, 

sendo toda superfície celular mais homogênea na distribuição da fluorescência. A localização 

das bactérias nesta condição também foi verificada nas regiões de maior localização dessa 

proteína (Figura 12C-D). A proteína Cav-2 demonstrou um padrão de distribuição menor que 

a proteína Cav-1, apresentando poucos agregados na superfície celular (Figura 12F). 

A proteína Flot-1 apresentou alguns agregados próximos à membrana celular, porém 

com distribuição mais homogênea na superfície (Figura 12K). Não foi visualizada 

concentração bacteriana nessas regiões, estando às mesmas bem distribuídas por toda a 

superfície (Figura 12M). 

 

Figura 12 - Distribuição das proteínas marcadoras de ML nas HUVEC após tratamento com a 

MCD e infecção com EGB 90356 (tipo capsular III-líquor) por microscopia 

confocal a laser 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: HUVEC tratadas com infectadas com EGB 90356 (tipo capsular III-líquor). Proteínas 

presentes nas HUVEC: Caveolina-1 (Cav-1), Caveolina-2 (Cav-2) e Flotilina-1 (Flot-1). Núcleo 

marcado em azul com DAPI (A, F, J); proteínas foram marcadas em verde com anticorpo secundário 
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Alexa 488 (B, G, K); EGB marcado em vermelho com anticorpo secundário Alexa546 (C, H, L) e 

overlay das imagens (D, I, M). Região ampliada demonstrando co-localização (E). Aumentos de 63x. 

Fonte: A autora, 2017. 

 

 

3.10 Índice de co-localização EGB 90356 (tipo capsular III-líquor) com ML em 

HUVEC 

 

  

O índice de co-localização do EGB 90356 (tipo capsular III-líquor) com as 

proteínas relacionadas ao ML está demonstrado na Figura 13. O maior índice de co-

localização da bactéria com HUVEC foi demonstrado para a proteína Flot-1. Contudo, nas 

células HUVEC tratadas com MCD o maior índice de co-localização do EGB passou a 

ser com as proteínas Cav-1 e Cav-2. 
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Figura 13 - Índice de co-localização da amostra EGB 90356 (tipo capsular III-líquor) com 

proteínas de ML na superfície das HUVEC  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Legenda: Índice de co-localizaçãoamostra EGB 90356 (tipo capsular III-líquor) com proteínas de ML na 

ponde à média  desvio 

padrão de 3 experimentos em triplicata. *Diferenças significativas em relação ao controle P≤0,05 

através do teste t de Student. 

Fonte: A autora, 2017 

 

 

3.11 Perfil de fosforilação da proteína Akt durante interação EGB 90356 (tipo 

capsular III-líquor) com HUVEC na presença ou ausência de MCD 

 

 

Os resultados da avaliação da fosforilação da proteína Akt durante a interação EGB 

90356 (tipo capsular III-líquor) com HUVEC tratadas ou não com MCD estão representados 

na Figura 14. 

HUVEC não tratadas com MCD e infectadas com a amostra 90356 demonstrou 

aumento significativo na expressão de Akt fosforilada em todos os tempos analisados 

(P<0,001), tendo pico de fosforilação após 15 min de incubação (P<4,5x10
-10

) quando 

comparadas ao controle (Figura 14B). 

Após o tratamento das HUVEC com MCD e posterior infecção com a amostra 90356 

ocorreu redução da fosforilação de Akt em relação ao controle (P<0,001).  

 

Proteínas 

Índice de co-localização 

HUVEC + EGB 

(%) 

Índice de co-localização  

HUVEC + MCD + EGB 

(%) 

Cav-1 0,48 5,75 

Cav-2 0,62 5,6 

Flot-1 12,05 0,62 
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Figura 14 - Fosforilação da proteína Akt durante interação EGB 90356 (tipo capsular III-

líquor)-HUVEC na presença ou ausência de MβCD 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Análise do perfil de expressão da proteína pAkt e Akt durante a interação da amostra EGB 90356 (tipo 

capsular III-  (A) Imagem das bandas 

referentes a cada tempo de interação das HUVEC com EGB. (B) Análise densitométrica da relação 

dos níveis de pAkt pelos níveis de Akt total em cada tempo de interação. Controle: HUVEC não 

infectadas com EGB. Cada resultado corresponde à média de 3 experimentos. *P<0,05.  

Fonte: A autora, 2017. 
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3.12 Perfil de fosforilação da proteína PI3K durante a interação EGB 90356 (tipo 

capsular III-líquor)- HUVEC na presença ou não de MCD. 

 

Os resultados da avaliação da fosforilação da proteína PI3K durante a interação EGB 

90356 (tipo capsular III-líquor) com HUVEC na presença ou não de MCD e LY 294002 

estão representados na Figura 15. Após interação do EGB com as HUVEC ocorreu aumento 

na fosforilação de PI3K a partir dos 5 min de interação, tendo como pico de fosforilação o 

tempo de 15 min de incubação (P<0,0015), através da análise densitométrica das bandas 

quando comparadas ao controle.  

Os tratamentos das HUVEC com MCD e LY 294002 demonstraram expressiva 

diminuição na fosforilação de PI3K em todos os tempos de interação (P<0,0005), através da 

análise densitométrica das bandas quando comparadas ao controle. 

 

Figura 15 - Perfil de fosforilação da proteína PI3K durante a interação EGB 90356 (tipo 

capsular III-líquor)-HUVEC na presença ou não de MβCD e LY294002 
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Legenda: Perfil de expressão da proteína pPI3Ke PI3K durante a interação da amostra EGB 90356 (tipo capsular 

III-

western blotting. (A) Imagem das bandas referentes a cada tempo de interação das HUVEC com EGB. 

(B) Análise densitométrica da relação dos níveis de pPI3K pelos níveis de PI3K total em cada tempo de 

interação. Controle: HUVEC não infectadas com EGB. Cada resultado corresponde à média de 3 

experimentos *P<0,05.   

Fonte: A autora, 2017. 

 

 

 

3.13 Atividade da esfingosinaquinase durante a interação EGB 90356 (tipo capsular 

III - líquor)- HUVEC 

 

 

Na via dos esfingolípios, foi avaliada a atividade da esfingosinacinase (SK), pela 

quantificação de esfingosina 1-fosfato (S1P) após interação EGB 90356- HUVEC nos 

tempos de 1 h e 2 h na presença ou ausência de MCD (Figura 16). Os resultados 

demonstraram que a infecção de EGB em HUVEC promoveu uma diminuição significativa 

no nível de S1P apenas no tempo de 2 h de incubação.  
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Figura 16- Análise da atividade da esfingosinaquinasena interação de EGB 90356 (tipo 

capsular III–líquor)-HUVEC na presença ou não de MCD  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Atividade da esfingosinaquinase na interação EGB 90356 (III-líquor)-HUVEC. (A) Imagem 

representativa obtida por cromatografia para identificação e quantificação da formação de S1P. (B) 

Representação gráfica da atividade da esfingosina quinase calculada a partir da formação de S1P.  

Fonte: A autora, 2017. 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

A patogênese da infecção por EGB em humanos está relacionada com a capacidade 

desse micro-organismo em invadir e atravessar barreiras anatômicas como epitélio e o 

endotélio, sendo responsáveis por infecções severas e invasivas em neonatos, gestantes e 

indivíduos imunocomprometidos (Goluszko et al., 2008). Diversos trabalhos já demonstraram 

a capacidade do EGB em aderir, invadir e colonizar diferentes tipos celulares como, células 

endoteliais, epiteliais e macrófagos (Gibson et al., 1993 ; Greco et al., 1995 ; Valentin-

Weigand et al., 1996 , 1997; Nizet et al., 1997 ; Lalonde et al., 2000 ;  Tyrrell et al., 2002; 

 Shin et al., 2006 ;  Lione et al. 2014; Korir et al. 2014; Fettucciari et al. 2015). Contudo, os 

mecanismos de transdução de sinais envolvidos na patogênese causada pelo EGB ainda são 

pouco compreendidos. 

Dentre os processos requeridos pelo EGB para invadir a célula hospedeira, o rearranjo 

do citoesqueleto é um dos mais importantes (Garcia et al., 2005), permitindo a entrada de 

nutrientes, lipídios e nanopartículas, principalmente no rearranjo induzido pelos 

microdomínios lipídicos (ML) (Goldston et al., 2012).  

Diversos trabalhos sugerem que micro-organismos bacterianos interagem com ML 

para conseguir invadir e sobreviver na célula hospedeira (Manes et al., 2003; Hawkes & Mak, 

2006). A ativação, ligação, rompimento de membrana e a sinalização para desencadear a 

fagocitose bacteriana estão envolvidos com componentes de ML (Lafont & van der Goot, 

2005). Foram postuladas duas vantagens no processo de invasão bacteriana via ML: (1) evitar 

a via degradativa intracelular e (2) desencadear as cascatas de sinalização que levam ao 

rearranjo do citoesqueleto (Manes et al., 2003). 

Diferentes ML podem coexistir, como por exemplo os caveolares (contém caveolina) e 

os não caveolares (lineares enriquecidos em flotilina). Os ML correspondem a pequenas 

regiões (10-200 nM) altamente dinâmicas e enriquecidas em colesterol, glicoesfingolípidos e 

fosfolipídios de sinalização, que compartimentalizam diversos processos celulares na 

membrana plasmática (Vieira et al., 2010; Eierhoff et al., 2014). Essas regiões desempenham 

papéis cruciais na transdução de sinais, fagocitose e secreção, bem como no processo de 

aderência/internalização de patógenos, podendo ser exploradas como plataformas de 

sinalização e invasão na célula alvo (Zhang et al., 2009; Vieira et al., 2010; Amiya, 2016). 

Diversos trabalhos sugerem a participação de ML (caveolar e não caveolar) em patogêneses 
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bacterianas, parasitárias e virais, sendo a sua interação com componentes do citoesqueleto um 

ponto crucial no processo de endocitose (Huang et al., 2011; Goldston et al., 2012). 

Até a presente data somente dois trabalhos publicados na literatura demonstram a 

relação de ML no processo de infecção relacionada ao EGB. Por esta razão, a maioria das 

justificativas apresentadas nesta discussão será baseada em dados publicados que utilizaram 

diferentes micro-organismos e tipos celulares. Foi demonstrado que o EGB é capaz de 

explorar ML em células dendríticas e endometriais, utilizando amostras de EGB pertencentes 

aos tipos capsulares Ia e III, respectivamente (Goluzsko et al., 2008; Lemire et al., 2012). 

Entretanto, não existem dados até o momento que demonstrem que amostras de EGB 

pertencentes ao sorotipo III explorem ML em células endoteliais (HUVEC), justificando, 

portanto, a importância deste trabalho para o melhor entendimento deste processo. 

A associação de ML como ponto de ligação e entrada de bactérias é evidenciada para 

organismos Gram-positivos e Gram-negativos (Zaas et al., 2005; Riethmuller et al., 2006; 

Toleddo & Benach, 2016). Streptococcus pneumoniae utiliza uma grande variedade de fatores 

para invadir eritrócitos humanos, dentre eles a exploração de ML e o rearranjo do 

citoesqueleto de actina (Yamaguchi et al., 2013). Van der Goot e Harder (2001) 

demonstraram que a invasão de Escherichia coli na célula hospedeira também é mediada por 

microdomínios ricos em colesterol (Nikolaeva et al., 2013).   

Diversos trabalhos que avaliam o papel de ML nos mais diferentes processos celulares 

utilizaram um eficiente método, que é a depleção do colesterol, pelo uso ciclodextrinas 

(Schnitzeret al, 1994; Luker et al., 2000).  As ciclodextrinas são oligômeros cíclicos de 

glicose, solúveis em água, que depletam o colesterol da membrana (Doherty & McMahon, 

2009). Esta metodologia foi escolhida para ser seguida neste trabalho e baseia-se na teoria de 

que o colesterol atua como um "adesivo" dinâmico, que mantem a estrutura dos ML, cuja 

remoção da membrana resulta na dispersão de lipídios e proteínas associadas a essa região 

(Manes et al., 2003; Mak, 2006). 

Foi visto que a MβCD remove o colesterol de células cultivadas in vitro (Ohtani et al., 

1989, Kilsdonk et al., 1995, Klein et al., 1995) e influencia na função de várias proteínas de 

sinalização como,  receptor do fator de crescimento epidermal (EGF-R), ErbB2 humano (Jans 

et al., 2004), ERK  (Kabouridis et al., 2000; Jans et al., 2004), p38 (Tuluc et al., 2003; Jans et 

al., 2004), Src (Qi et al., 2009) e p-catenina (Mermelstein et al., 2007), podendo induzir a 

hemólise e citotoxicidade em altas concentrações (Motoyama et al., 2009). 

Os trabalhos realizados com as HUVEC visaram analisar o papel dos ML durante os 

processo de inflamação (Pan, 2016), ativação do fator XII de coagulação (Schousboe et al., 
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2004) e efeito proliferativo (Li et al., 2014), utilizando diferentes concentrações e tempos de 

incubação. Não foi encontrado nenhum artigo publicado que tenha analisado o papel dos ML 

em HUVEC com patógenos.  Li (2014) e Pan (2016) descrevem a utilização da MCD em 

HUVEC na concentração de 10 mM durante 1 h de incubação, enquanto trabalho realizado 

por Schousboe e colaboradores (2004) a concentração de escolha foi de 1 mM por 30 min de 

incubação. Para outros tipos celulares essas concentrações e tempos de incubação de MCD 

também foram variáveis, por exemplo, para células endometrias a utilização da concentração 

de 5mM por 1 h foi descrita por Goluszko e colaboradores (2008), enquanto para células 

dendríticas a concentração de escolha foi de 5 mM e 10 mM por 30 ou 15 min, 

respectivamente (Lemire et al., 2012). 

Diante de tantas informações controversas e da citotoxicidade relacionada a MCD, o 

primeiro passo deste trabalho foi avaliar a concentração de escolha e o efeito da mesma sobre 

a viabilidade celular nas HUVEC e no crescimento bacteriano (Figuras 4 e 5). 

Os dados obtidos neste trabalho demonstraram que concentrações de MCD acima de 

3 mM foram citotóxicas às HUVEC em comparação ao controle a partir de 1 h de incubação. 

Após 2 h de incubação a concentração de 3 mM também demonstrou-se citotóxica à célula 

endotelial. Desta forma, a concentração de escolha utilizada nos experimentos seguintes foi de 

2 mM que não apresentou citotoxidade em nenhum dos tempos testados de incubação com as 

HUVEC.  

Foram realizados testes de citotoxicidade também em relação à amostra bacteriana 

90356 (III-líquor), onde foi constatado que a concentração de 2 mM não interferiu no 

crescimento bacteriano em nenhum dos tempos analisados, já que a amostra crescida em meio 

contendo MCD obteve perfil de crescimento semelhante ao da amostra controle.  

A infecção de células eucarióticas com agentes bacterianos inclui a aderência do 

patógeno aos receptores lipídicos localizados na superfície (ML) da célula. O processo de 

ligação pode continuar com o recrutamento de proteínas para o local de entrada, o que por sua 

vez pode auxiliar na remodelação da membrana e no desenvolvimento da transdução de sinal 

necessária para a internalização do patógeno (tal como a polimerização de actina) (Toledo & 

Benach, 2015).  

O processo invasivo de diversos patógenos envolve a exploração de ML (Rosenberger 

et al. 2000; Simons et al. 2000; Manes et al. 2003), relacionados com sinalização e outros 

processos biológicos fundamentais (Simons&Toomre, 2000), como agrupamento de 

receptores e proteínas (GPI ancoradas e lipoproteínas) (Brown & Rose, 1992), endocitose, 
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exocitose e formação de vesículas (Huttner & Zimmerberg, 2001; Nichols, 2003; Salaun et 

al., 2004; Toledo & Benach, 2015). 

A aderência e invasão do EGB às células hospedeiras envolvem inúmeras interações, 

mas o entendimento destes eventos moleculares é apenas um dos estágios para a 

caracterização do processo de interação. A modulação dos microfilamentos de actina pelo 

EGB é essencial para que o processo invasivo ocorra (Tyrrell et al. 2002). Dados do nosso 

grupo demonstraram que HUVEC tratadas com citocalasina D, inibidor de polimerização de 

actina, promoveu a diminuição na citoaderência de amostras de EGB (Santos et al. 2009). 

Contuso, não são encontrados dados na literatura que demonstrem a utilização de ML durante 

a interação EGB-HUVEC. 

Sendo assim, a caracterização do papel dos ML durante a infecção EGB-HUVEC 

torna-se necessária. Como ponto inicial dessa caracterização, foi avaliada a importância dos 

ML no processo de interação EGB-HUVEC, utilizando a MCD como droga depletora de 

colesterol para analisar a relação do processo de infecção desse patógeno com as regiões de 

ML.  

Nossos resultados demonstraram uma diminuição de aproximadamente 60% no 

processo de aderência e invasão (Figura 6A) do EGB ao endotélio após incubação com 

MCD quando comparamos ao controle, sugerindo que a desorganização dos ML pela MCD 

pode ter afetado a exposição de receptores utilizados pela bactéria, promovendo a diminuição 

da aderência. Após 2 h e 4 h ocorreu um aumento da aderência bacteriana nas células tratadas 

com MCD em relação ao tempo anterior de 1 h. Porém nestes mesmos tempos de 2 h e 4 h 

foi verificada a diminuição da invasão bacteriana nas células tratadas. Como a depleção do 

colesterol da membrana celular afeta a integridade estrutural dos ML, bem como o 

comprometimento a ligação direta dessas regiões com o citoesqueleto celular, podemos 

sugerir que o aumento da aderência bacteriana em 2 h e 4 h possa estar relacionado com a 

diminuição da invasão do EGB na célula hospedeira tratada.  

Os resultados de aderência e invasão do EGB em HUVEC obtidos neste trabalho estão 

de acordo com estudo realizado por Goluszko e colaboradores (2008), onde os autores 

concluíram que a aderência do EGB às células endometriais não foi afetada e a invasão 

bacteriana em células endometriais foi praticamente abolida após utilização da MCD. Outra 

pesquisa demonstrou que o pré-tratamento de células dendritícas com MCD também afetou 

significativamente (diminuição em torno de 40%) o processo de internalização do EGB 

(Lemire et al., 2012).  
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O estreptococos do grupo A (Streptococcus pyogenes), embora tradicionalmente visto 

como patógeno extracelular é capazes de aderir e invadir diversos tipos de células eucarióticas 

(Dombek et al., 1999, Molinariet et al., 2000, Cywes & Wessels, 2001; Rohdeet al., 2003). O 

pré-tratamento de células HEp-2 com MCD resultou na inibição da invasão de estreptococos 

do grupo A, demonstrando o papel importante dos ML durante o processo de invasão deste 

patógeno (Rohde et al., 2003). Van der Goot e Harder (2001) demonstraram que a invasão de 

E. coli na célula hospedeira foi mediada por ML ricos em colesterol (Nikolaeva et al., 2013).   

Vários estudos evidenciaram ML como locais de entrada e posterior internalização de 

Chlamydia trachomatis na célula alvo, visto que este processo foi prejudicado após a 

utilização de MCD. Chlamydia psittaci e C. pneumoniae também utilizaram ML para aderir 

e invadir células hospedeiras (Jutras et al., 2003; Subtil et al., 2004; Korhonrn et al., 2012; 

Toledo & Benach, 2016).  

Brucella spp. bactérias gram-negativas de importância médica e veterinária utilizaram 

ML para invadir  macrófagos murinos, porém tal processo foi interrompido após o uso MCD 

(Naroeni& Porte, 2002). A utilização de ML também foi verificada em Leishmania donavani 

(Pucadyl et al., 2004) e Leishmania chagasi (Rodriguez et al., 2006) em macrófagos murinos. 

 Aparentemente, o processo de sinalização não ocorre aleatoriamente sobre a superfície 

celular, parece estar frequentemente integrada a regiões de ML (Mollinedo & Gajate, 2015). 

Os ML presente na membrana compartimentalizam e aglomeram moléculas sinalizadoras na 

superfície da célula. Tal agrupamento está relacionado a eventos como a amplificação, cross-

talk, especificidade e regulação da sinalização celular (Simon & Ikonen, 1997; Simons & 

Toomre, 2000; Baker et al., 2015). PI3K é uma quinase lipídica conhecida por ser 

compartimentalizada em ML e ativada em células hospedeiras invadidas por patógenos 

bacterianos (Peres et al. 2003; Head et al., 2013). O papel da PI3K na patogênese bacteriana 

vem sendo cada vez mais abordado, devido ao seu envolvimento na reorganização do 

citoesqueleto (Goluszko et al., 2008). A formação de fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) a 

partir de fosfatidilinositol 3,4-bifosfato (PIP2) por PI3K leva ao recrutamento de Akt para a 

membrana da célula hospedeira e subsequente fosforilação e ativação (Bruhn, 2013). 

Dentre os primeiros inibidores descritos para PI3K considerados como relativamente 

específicos está o LY294002, derivado de flavonóidequercitina, considerado uma ferramenta 

valiosa para estudar a via (Vlahos et al., 2004; Gharbi et al., 2007) e indicado por diversos 

artigos como inibidor específico em diversos tipos celulares, incluindo as células endoteliais 
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(Blommaar, 1997; Strassheim et al. 2004; Dilshara et al. 2014; Li et al. 2014; Wang et al. 

2015). 

A partir destas informações, utilizamos durante a interação EGB-HUVEC o inibidor 

de PI3K, LY294002 (concentração e tempo de tratamento já estabelecido no laboratório) e 

ainda a associação do mesmo com a MCD, os dados obtidos estão demonstrados na Figura 

7. 

 O inibidor de PI3K, LY294002, promoveu aumento significativo (33%) na taxa de 

aderência do patógeno às HUVEC nos tempos de 0 h a 4 h de infecção (Figura 7A). 

Entretanto, ocorreu diminuição de 80% na invasão do EGB em HUVEC após 0,5 h a 4 h de 

infecção em relação ao controle (Figura 7B). Além disso, o tratamento conjunto do inibidor 

de PI3K (LY294002) e o depletor de colesterol (MCD) causou diminuição no perfil de 

aderência e de invasão de cerca de  47% e 95%, respectivamente (Figura 7B), demonstrando 

que a integridade de ML e a ativação de PI3K são requeridos no processo de invasão do EGB 

nas células endoteliais HUVEC.  

Goluszko e colaboradores (2008) demonstraram que células Ishikawa (endometriais) 

tratadas com inibidores de PI3K apresentaram diminuição na invasão por EGB. Os autores 

também relataram que o uso da MCD resultou na dissociação de fosfoinositídeos dos ML e 

afetou a reorganização do citoesqueleto celular. Processos estes que não interferiram na 

aderência bacteriana, mas desorganizaram as forças motoras necessárias para a invasão do 

EGB nas células endometriais. 

 Outro estudo utilizando células HeLa tratadas com LY294002 durante a interação 

com EGB, demonstrou inibição da internalização do EGB, confirmando dados prévios que 

sugeriram o envolvimento de PI3K na invasão do EGB às células epiteliais (Burnham et al. 

2007).  

Resultado similar também foi visto no pré-tratamento de células MH-S com 

LY294002, resultando no bloqueio do processo de invasão de Klebsiella pneumoniae (Cano 

et al., 2015). Outros estudos demonstram que a ativação da via PI3K/Akt possui um papel 

importante na invasão de Toxoplasma gondii ao hospedeiro pelo rápido acúmulo de PIP3 nas 

células em resposta a taquizoítos (MacLaren et al., 2004; Wang et al., 2010). PI3K tem sido 

descrita como importante molécula sinalizadora para invasão do hospedeiro por outros 

patógenos como estreptococos do grupo A (Purushothaman et al. 2003), Helicobacter pylori 

(Kwok et al., 2002), Chlamydia pneumoniae (Coombes et al., 2002) e Listeria 

monocytogenes (Ireton et al., 1999). 
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Relatos na literatura relacionam o uso da MCD na via PI3/Akt. Kultti e 

colaboradores (2010) que o tratamento com MβCD resultou na diminuição da ativação de Akt 

em células MCF-7. Outra publicação também descreveu essa relação após demonstrar que o 

derivado de MβCD, 2,6-di-O-MβCD suprimiu a sinalização PI3K-Akt em macrófagos 

(Motoyama et al., 2009). 

Até o momento não existem dados que relacionem o envolvimento de ML e da via 

PI3K/Akt durante a interação EGB-HUVEC, o que torna os dados descritos pela primeira vez, 

contribuindo para o conhecimento cada vez maior sobre o mecanismo de interação deste 

micro-organismo. 

Os ML são enriquecidos em glicoesfingolípidos (GSLs) e colesterol (Pike, 2003), 

além de proteínas integradas como caveolinas e flotilinas. As caveolinas são proteínas ligadas 

ao colesterol (Yu et al., 2005) que formam invaginações na membrana, denominadas cavéolas 

(ML caveolares) (Rothberg et al., 1992). As flotilinas, também chamadas de reggie, são 

encontradas em diferentes microdomínios de membrana (ML lineares) (Glebov et al., 2006). 

As cavéolas são particularmente abundantes nas células endoteliais e estão envolvidas em 

muitos processos celulares, incluindo homeostase do colesterol, endocitose e transcitose de 

macromoléculas (Parton & Richards, 2003; Betz et al., 2011). 

No presente trabalho foi demonstrada a presença das principais moléculas marcadoras de 

ML na superfície das HUVEC por microscopia eletrônica (Figura 8).  A marcação de Flot-2 

demonstrou-se muito baixa em relação às outras marcações, por isso decidimos continuar com 

as três primeiras proteínas (Cav-1, Cav-2 e Flot-1). Não existem dados na literatura que 

demonstrem a relação direta/preferencial de ML (caveolar ou não caveolar) em HUVEC 

durante sua interação com EGB. Sendo assim, através da microscopia confocal a laser, 

analisamos a distribuição das proteínas características de ML na superfície das HUVEC, bem 

como a co-localização do EGB durante o processo de interação. 

 Após tratamento das HUVEC com a MCD houve mudança no perfil de distribuição 

dessas proteínas na membrana celular quando relacionadas à distribuição das mesmas em 

HUVEC quiescente (controle), confirmando o papel da droga como depletora de colesterol e, 

conseqüentemente desorganizadora dos ML. Após infecção da HUVEC com EGB (Figura 11) 

houve co-localização bacteriana com a proteína Flot-1 (12,05%), através análise gráfica do 

índice de co-localização (média calculada a partir do coeficiente de Pearson) relacionado ao 

EGB/proteína marcadora de ML. Estes dados sugerem que a Flot-1 (ML linear) atue durante a 

etapa inicial de interação EGB-HUVEC. Em contrate, após tratamento das HUVEC com 
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MCD foi observada co-localização para Cav-1 (5,75%) e Cav-2 (5,6%), sugerindo que a 

desorganização da estrutura caveolar (envaginação), torne esse ML mais acessível à ligação 

com EGB. Dado este que vai de encontro ao relatado por Orlandi e Fishman (1998) que 

descreveram que a utilização de agentes depletores de colesterol, componente principal de 

ML caveolares, promoveu o rompimento da estrutura deste microdominio formando então 

complexos planares. A desorganização da estrutura dos ML também foi observada em células 

Ishikawa marcadas com a sonda GFP-Akt-PH, específica para o gangliosideo GM1 (Goluszko 

et al., 2008). Em células dendriticas, a proteína Cav-1 foi encontrada na superfície celular e 

como aglomerados citoplasmáticos próximos ao núcleo (distribuição perinuclear, Golgi) (Liu 

et al., 2002). Nas células infectadas por EGB, a Cav-1 foi encontrada em estreita associação 

com EGB na membrana celular ou em sítios perinucleares, contudo, não foi observada 

formação de vesículas enriquecidas por Cav-1 em torno do EGB. Em conjunto, estes 

resultados descrevem pela primeira vez a co-localização da amostra EGB (tipo III-líquor) com 

o ML em HUVEC. 

Rohde e Muller (2003) demonstraram por microscopia eletrônica que cavéolas são os 

sítios preferenciais para aderência e invasão por estreptococos do grupo A em células 

epiteliais e endoteliais. A entrada mediada por cavéola também foi vista para vírus SV40 

(Pelkmans et al. 2001). O recrutamento de proteína Cav-1 no processo de invasão também foi 

mostrado para outros patógenos (Shin et al., 2000, Guignot et al., 2001). O trafego 

intracelular da toxina Shiga (STEC), produzida por E.coli, foi dependente de Flotilina (Pust et 

al., 2010). A dinâmica dos ML enriquecidos em Flotilina depende do citoesqueleto de actina. 

As Flotilinas regulam a atividade de proteínas do citoesqueleto, como a miosina II. Estudos 

recentes fornecem evidências mais concretas de que as Flotilinas estão diretamente envolvidas 

na endocitose, além do seu papel como plataformas de sinalização (Cano et al., 2015). É 

possível que, neste contexto, os ML não caveolares ou lineares (enriquecidos em Flotilina) 

desempenhem seu papel na sinalização através da endocitose e de suas interações com o 

citoesqueleto. 

Com base nos dados obtidos até o momento, podemos sugerir que o processo de interação 

deste micro-organismo com as células endoteliais é via ML e que a ativação da via PI3K/Akt 

pode se dar a partir destes domínios, sendo este processo complexo e multifatorial.  

Nossos resultados demonstraram que durante a interação EGB-HUVEC ocorreu 

aumento significativo na fosforilação de Akt a partir de 5 min de interação, com fosforilação 

máxima em 15 min de interação. Entretanto, quando as células foram tratadas com MCD 

ocorreu diminuição significativa na fosforilação de Akt, cuja fosforilação mais significativa 
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foi após 5 min de interação. Desta forma, os resultados representados na Figura 14 sugerem 

que a via PI3K/Akt seja requerida durante o processo invasivo de EGB em HUVEC.  

Burnham e colaboradores (2007) demonstraram a fosforilação de Akt em células 

HeLa, induzida por EGB, a partir 5 min de interação. Ensaios utilizando inibidores de Akt 

indicaram que PI3K é necessário para uma invasão por EGB eficiente em células HeLa.  

Entretanto, existem relatos de que o processo invasivo induzido por EGB não necessita da 

ativação da via PI3K/Akt em células Ishikawa.  Essas células exibiram um nível basal de 

ativação de PI3K, mas não aumentaram os níveis de Akt fosforilada após infecção com EGB. 

Isso pode ser atribuído a uma mutação no gene que codifica a proteína PTEN, já reportada 

neste tipo celular (Gagnon et al. 2004; Jin et al. 2004). 

A diminuição da invasão do EGB nas HUVEC após tratamento com LY294002 e a 

demonstração da ativação de Akt durante o processo de interação sugerem que a transdução 

de sinal para ativação da via Akt seja através de PI3K. Os resultados demonstraram que 

durante a interação EGB-HUVEC ocorreu aumento na fosforilação de PI3K a partir dos 5 

min, com fosforilação máxima em 15 min de interação. A utilização dos inibidores MCD e 

LY294002 induziu uma diminuição expressiva da fosforilação de PI3K, confirmando a 

fosforilação de Akt em decorrência da ativação via PI3K. Esses dados também demonstraram 

a importância da integridade de ML na ativação da via PI3K/Akt durante a interação, pois o 

uso de MCD diminuiu a  fosforilação de Akt e PI3K. 

A importância dos ML ainda pode ser vista ainda como ponto central de ativação de 

outra importante via de sinalização, a dos lipídios bioativos. Além da importância central na 

formação e manutenção dos microdomínios, certos lipídios ainda desempenham um papel 

chave em eventos de sinalização celular, dentre eles mencionamos os esfingolipídios que 

sabidamente funcionam como mensageiros celulares (Pike & Casey, 1996; Razani et al., 

2002) e parecem se concentrar em cavéolas assim como as enzimas envolvidas na sua 

metabolização. Como exemplo dessa via podemos citar a produção de SpH e S1P, 

importantes segundos mensageiros celulares (Shaul & Anderson, 1998; Overduin et al., 

2001). 

A esfingosina 1-fosfato (S1P) é considerada como reguladora chave de vários 

processos críticos de sinalização celular, incluindo manutenção da estabilidade vascular 

(Garcia et al., 2001; Camerer et al., 2009), apresentação de antígenos (Cinamon et al., 2008), 

sobrevivência celular (Oliveira et al., 1999), proliferação (Harada et al., 2004), 

desenvolvimento (Meng et al., 2011), saída e migração de linfócitos (Schwab et al., 2005), 

produção de citocinas (Teijaro et al., 2011), ativação de fosfolipase C, aumento da 
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concentração de Ca2+ citoplasmático, regulação da adenilato ciclase, ativação da via das 

MAPK, PI3K/Akt e da cascata de Rho (Murata et al, 2000; Okamoto et al., 2000). S1P é 

produzida através da fosforilação da esfingosina, que é catalisada por duas esfingosina 

cinases, SphK1 e SphK2 (Maceyka & Spiegel, 2014; Hemdan et al., 2016). A manutenção da 

integridade da barreira endotelial é sugerida como uma nova opção terapêutica para a sepse 

(Rodrigues & Granger, 2015). S1P estabiliza a barreira endotelial (Garcia et al., 2001; 

Camerer et al., 2009), provavelmente mediada por S1P1 através da indução do rearranjo do 

citoesqueleto (Garcia et al., 2001). 

Os agentes patogénicos intracelulares utilizam diversas estratégias para contornar a 

atividade bactericida e interromper a maturação do fagosoma em macrófagos, dentre elas, a 

manipulação dos níveis de S1P (Custodio et al., 2016).Verificou-se que a infecção de células 

eucarióticas com o patógeno humano Legionella pneumophila desencadeia uma alteração no 

metabolismo de esfingolípidos da célula hospedeira e afeta especificamente os níveis de 

esfingosina (Rolando & Scoll, 2016)  

 Dados na literatura demonstram a participação de S1P como importante molécula 

sinalizadora durante o curso de infecção.  Entretanto, não há dados que relacionem a 

sinalização de S1P no processo de infecção ocasionado pelo EGB na célula alvo, tornando 

este trabalho de grande importância. Nossos resultados demonstraram que durante a interação 

do EGB com as HUVEC ocorreu uma diminuição significativa no nível de S1P no tempo de 2 

h de infecção (Figura 16). Dados semelhantes foram descrito para Shigella flexneri (Kim et 

al., 2014) e B. pertussis que inibiu a sinalização de S1P, reduzindo a função da barreira 

endotelial vascular pulmonar (Hemdan et al., 2016). 

M. Tuberculosis inibe a esfingosina quinase e modula a S1P, bloqueando assim o 

aumento no Ca2 + citosólico dependente de S1P e prejudicando a maturação do fagosoma 

(Malik et al., 2003). Rolando e colaboradores (2016) demonstraram que a infecção de 

macrófagos com L. pneumophila leva a uma redução global de esfingolípidos bioativos como 

esfingomielina, mostrando que a infecção por L. pneumophila afeta o metabolismo de 

esfingolipídeos da célula hospedeira. 

Estudos ressaltam o papel da S1P como um importante segundo mensageiro nas 

interações patógeno-hospedeiro, com micro-organismos empregando diferentes estratégias 

para subverter a via S1P e promover a sobrevivência e virulência intracelular (Rolando et al., 

2016),  

 Com base nos dados obtidos até o momento, nossos resultados demonstram pela 

primeira vez que o processo de interação EGB 90356 (tipo capsular III-líquor)-HUVEC 
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ocorre via ML requerendo a ativação da via PI3K/Akt. Além disso, foi verificado que o 

patógeno é capaz de afetar o nível de S1P, como segundo mensageiro deste processo 

complexo e multifatorial. Concluindo, estes dados contribuíram para o melhor entendimento, 

a nível molecular, da patogênese ocasionada por EGB podendo auxiliar para novas estratégias 

terapêuticas e profiláticas, principalmente com lipídios bioativos atuando como novos alvos 

para quimioterapia. 
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CONCLUSÕES  

 

 

 

a) A amostra de EGB (tipo capsular III-líquor) foi capaz de aderir e invadir as células 

endoteliais da veia umbilical humana; 

b) O uso da MCD (depletor de colesterol) foi capaz reduzir a aderência e invasão de 

EGB em HUVEC através da desorganização dos ML;  

c) O inibidor LY294002 foi capaz reduzir a invasão e aumentar a aderência de EGB em 

HUVEC através da inibição da via PI3K;  

d) Associação preferencial do EGB com ML lineares (enriquecidos pela proteína 

Flotilina) durante a interação EGB-HUVEC; 

e) Maior associação as ML caveolares (enriquecidos com a proteína Caveolina) durante a 

interação EGB-HUVEC após tratamento com MCD; 

f) Durante a interação EGB-HUVEC ocorreu um aumento significativo da fosforilação 

das proteínas PI3K e Akt após 15 min de interação celular; 

g) Ocorreu diminuição no perfil de fosforilação das proteínas PI3K e Akt após tratamento 

com MCD; 

h) A infecção de HUVEC com EGB promoveu diminuição significativa do nível de 

esfingosina-1 fosfato (S1P). 
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