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RESUMO

COSTA, Andréia Ferreira Eduardo. Aderéncia, invasédo e apoptose por estreptococos
do grupo B em células epiteliais respiratorias A549. 2009. 63 f. Dissertacédo
(Mestrado em Biologia) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro. 2009.

Estreptococos do grupo B (EGB), principalmente sorotipo Il sdo a principal
causa de pneumonia neonatal, sepse e meningite. O potencial de viruléncia das
amostras de EGB pode determinar a colonizacdo ou a infeccdo do hospedeiro.
Como o pulmao constitui uns dos primeiros 6rgaos durante o processo de invasao
sistémica por EGB, nds decidimos investigar os mecanismos de adesao e invasao
de amostras do sorotipo Il (90356-liquor e 80340-vagina) com linhagem de células
epiteliais do pulm&o humano (A549). Desta forma, o principal objetivo deste estudo
foi avaliar a capacidade de aderéncia e invasédo de duas amostras de EGB sorotipo
[l com células de epiteliais pulmonares A549, a persisténcia bacteriana intracelular,
a fusdo com compartimentos acidicos, potencial citotéxico e inducao de apoptose.
As amostras mostraram capacidade de aderir e invadir o epitélio pulmonar A549,
onde a amostra 90356-liquor isolada de paciente a que apresentou maior
propriedade adesiva e invasiva que a amostra 80340-vagina (p<0,05). Ambas as
cepas mostraram persisténcia intracelular sem replicagcdo no interior do epitélio
respiratorio até 24h de incubacéo. Além disso, verificamos que os EGB sdo capazes
de promover vacuolizacdo celular permanecendo viaveis dentro de vacuolos
acidicos, sugerindo a ocorréncia de fusdo lisossomo-fagossomo. A amostra 90356-
liguor também mostrou maior citotoxidade quando comparada com a amostra
80340-vagina. A andlise por citometria de fluxo demonstrou, pela primeira vez, que
o EGB induz apoptose em epitélio respiratério, podendo representar um mecanismo
importante para o desenvolvimento da lesdo celular aguda e a patogénese
bacteriana.

Palavras-chave: Estreptococos do grupo B (EGB). Células Epiteliais. Vacuolos

acidicos. Apoptose.



ABSTRACT

COSTA, Andréia Ferreira Eduardo. Adhesion, invasion and apoptosis inducing for
group B streptococci in respiratory epithelial cells A549. 2009. 63 f. Dissertagéo
(Mestrado em Biologia) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro. 2009.

Group B streptococci (GBS), mainly serotype lll, is a major cause of neonatal
pneumonia, sepsis and meningitis. Virulence potential of GBS strains may determine
the outcome of host colonization or infection. Because the lung constitutes a first
step in GBS systemic invasion processes, we have investigates the adherence and
invasion mechanisms of GBS-IIl isolates to human lung epithelial cell line (A549).
Thus, the main objective of this study was to evaluate the ability of adhesion and
invasion of GBS strains serotype Il (90356-liqguor and 80340-vagina) with A549 lung
epithelial cells, intracellular bacterial persistence, fusion with acidic compartments,
cytotoxic potential, and induction of apoptosis. The strains showed ability to adhere
and invade the epithelial A549 cells; GBS 90356-liquor isolated from a patient
showed a more efficient adherence and invasion properties than GBS-IlIl 80340
isolated from vagina (P<0,05). Both strains showed persistent intracellular viability
without replication into A549 cells up to 24h incubation. In addition, we found that
GBS are able to promote cellular vacuolization and persisted viable inside acidic
vacuoles, suggesting lysosome-phagosome fusion. The GBS 90356-liquor also
showed higher cytotoxicity when compared with 80340-vagina strain. The present
work describe for first time by flow cytometry that GBS induces apoptosis in
respiratory epithelium and be an important mechanism for the development of acute
cellular injury and bacterial pathogenesis.

Keywords: Group B streptococci (GBS). Epithelial cells. Acidic vacuoles. Apoptosis.
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INTRODUCAO

Estreptococos do grupo B: Caracteristicas gerais

Os Streptococcus agalatiae (estreptococos do grupo B, EGB) pertencem a
familia Streptococcaceae, sendo caracterizados pela presenca do antigeno do grupo
B de Lancefield constituido por residuos de ramnose e N-acetilglicosamina
(Lancefield, 1934). Os EGB sao cocos Gram positivos, B-hemoliticos, anaerdbios
facultativos, catalase e oxidase negativa, hipurato e CAMP positivos que crescem
em cadeias de tamanhos variaveis (Tamura e Rubens 1994). Possuem uma capsula
polissacaridica (CP) formada por polimeros de glicose, galactose, N-
acetilglicosamina e acido sialico (Kogan et al.,, 1996). Atualmente, os EGB sao
classificados em dez sorotipos (la, Ib, II, 1ll, IV, V, VI, VII, VIl e 1X) de acordo com o
tipo de ligacdo glicosidica e numero de unidades repetidas de cada acucar que
forma o antigeno capsular tipo-especifico (Kogan et al., 1996; Kong et al., 2008).
Além disso, o sorotipo Il pode ainda ser subtipado em IlI-1, 11I-2 e IlI-3 com base no
padrao de digestdo do DNA cromossomal com a endonuclease Hind 11l (Adderson et
al., 2000).

Os EGB foram inicialmente reconhecidos como agentes etioldgicos da mastite
bovina, mas a partir de 1970 emergiram como importante patégeno humano
(Zaleznik, 2000). S&o microrganismos pertencentes a microbiota anfibidntica normal
dos tratos respiratorio, gastrointestinal e urogenital feminino e masculino podendo
ser transmitido sexualmente. Estima-se que 20-30% das mulheres sejam portadoras
de EGB, cuja colonizacdo pode ser permanente, intermitente ou transitoria
(Petterson, 2007). Os EGB estao associados a um numero significativo de casos de
infeccbes invasivas em recém-nascidos, mulheres gravidas e adultos
imunucomprometidos (Baker 1995; Schuchat, 1999).

A patogénese da infec¢cdo neonatal comeca com a colonizacdo assintomatica
do trato genital feminino, onde 50-70% dos neonatos nascidos dessas mulheres
tornam-se colonizados pela bactéria (Baker e Edwards, 2001). Os recém-nascidos
podem entrar em contato com a bactéria durante a passagem pelo canal do parto

contaminado, onde o EGB alcanca o trato respiratorio promovendo injaria no epitélio
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pulmonar e pneumonia (Shet & Ferrieri 2004). Em muitos casos, além da pneumonia
pode ocorrer sepse e/ou meningite e, com menor frequéncia, osteomelite, celulite e
artrite séptica em neonatos (Gibbs et al., 2004; Law et al., 2005).

A colonizacdo materna e a transmissao vertical do EGB séo reconhecidas em
mais de 95% dos casos de infecgbes neonatais e dependem de fatores de risco
como, o grau de colonizagéo, a prematuridade, o tempo entre a ruptura da placenta
e o parto, febre materna acima de 38°C e infecgdo urinaria (Baker, 1999; Hickman et
at, 1999; Gibbs et al., 2004; Law et al., 2005; Hakansson et al., 2006).

A infeccdo neonatal por EGB apresenta duas formas clinicas: a infeccéo de
inicio precoce e a infeccdo de inicio tardio. As infec¢cdes de inicio precoce
representam 80% de todos os casos clinicos (Spelleberg, 2000) e iniciam nas
primeiras 6-8h de vida. Os principais sintomas sdo pneumonia, faléncia respiratéria e
septicemia (Baker e Edwards, 2001). Analises histologicas do pulmdo demonstram
injuria tecidual, infiltracdo inflamatoria e hemorragia alveolar (Katzenstein et al.,
1976). A taxa de mortalidade é de 2-5% para bebés nascidos entre a 37% e 42°
semanas de gestacdo e de 25% para bebés prematuros (Radetsky et al ., 1994;
Adriaanse et al., 1996; Gibbs et al ., 2004).

As infecc¢des de inicio tardio por EGB ocorrem em recém-nascidos com mais
de 7 semanas de vida, cujas principais manifestacdes clinicas sdo bacteremia e
meningite (Baker & Edwards, 2001). As infec¢cdes de inicio tardio podem ser
transmitidas pelo contato com profissionais de saude ou individuos portadores da
comunidade (Hager et al., 2000; Law et al., 2005).

Os sorotipos la, IlI, Ill e V sdo os mais frequentes em infecgbes neonatais
(Petterson, 2007) e o sorotipo V em adultos imunocomprometidos (Domingo, 1997;
Harrison et al., 1998). Entretanto, a distribuicdo dos sorotipos varia com a regido
geografica e origem étnica (Spellerberg, 2000). Nos Estados Unidos e oeste da
Europa os sorotipos la, Il e lll englobam 85% dos isolados clinicos neonatais
(zaleznik et al., 2000), onde amostras dos sorotipos IV, VI, VIl e VIII tém sido
raramente isoladas nestas regides (Weisner et al., 2004). Entretanto, a emergéncia
destes ultimos sorotipos tem sido descrita no Japéo, onde os sorotipos VI (25%) e
VIl (36%) foram os mais prevalentes em gestantes (Lachenauer et al., 1999).

No Brasil ha poucos estudos sobre a prevaléncia dos EGB na populagéo. O
primeiro a analisar a colonizagao pelos EGB em gestantes foi Benchetrit em 1982,

onde 86 gestantes apresentaram taxa de colonizacdo de 26%, sendo que 15% dos
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recém nascidos dessas mulheres tornaram-se contaminados (Benchetrit et al.,
1982). Na cidade de Londrina no Parané foi encontrada taxa de 15% de colonizagéo
(Mocelin et al., 1995). Estudos mais recentes, realizados nos estados do Parand e
Santa Catarina encontraram prevaléncias de 14,9 e 21,6%, respectivamente
(Beraldo et al.,, 2004, Pogere et al., 2005). Na regido nordeste do Brasil a
prevaléncia de colonizacdo materna foi de 20,4% (Costa et al ., 2008)

A presenca de taxas de colonizacdo materna entre 15% e 25% coloca o Brasil
em patamar preocupante, pois € possivel que infeccBes neonatais de inicio precoce
estejam ocorrendo sem serem identificadas. A incidéncia de septicemia causada por
EGB em recém-nascidos tem sido relatada em 0,2-2/1000 nascidos vivos em
diferentes populacdes (Grimwood et al., 2002; Bertini et al., 2006). Em Porto Alegre
foi encontrada uma prevaléncia de 1/1000 nascidos vivos no periodo de janeiro de
1996 a junho de 1999 (Miura & Martin 2001). Estudos realizados na cidade de
Campinas demonstraram a incidéncia de 1,4/1000 neonatos no periodo de fevereiro
de 2003 a janeiro de 2004 (Nonura et al.,2005).

Fatores de Viruléncia

Moléculas localizadas na superficie bacteriana, bem como as secretadas
contribuem para a patogenicidade do microrganismo. Essas moléculas permitem a
colonizacdo e invasdo em células e tecidos do hospedeiro, favorecendo a
disseminacgédo do patégeno. Podemos destacar como principais fatores de viruléncia
dos EGB a capsula polissacaridica, a hemolisina, a C5a peptidase, o fator CAMP, a
proteina C, a hialuronidase, o acido lipotéico e a toxina CM101 (Liu & Nizet 2004,
Doran & Nizet 2004).

A capsula polissacaridica (CP) é encontrada na maioria dos isolados clinicos
de EGB oriundos de doencas invasivas (Cheng et al., 2001). Apesar da CP ser
importante para evitar a fagocitose dos EGB por macrofagos, a estrutura nao
apresenta influéncia na sobrevivéncia intracelular da bactéria nesse tipo celular
(Cornacchione et al., 1998). A capsula também €& capaz de inibir a ativacdo da via
alternativa do complemento, impedindo a ligagdo do C3b a superficie dos EGB
(Marques et al.,, 1992), bem como favorecendo a ligacdo ao fator H induzindo a
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inativacdo do C3b pelo fator | (Edwards et al., 1993). A regulacdo da producéo da
CP é dependente da taxa de crescimento celular (Paoletti et al., 1996) e de fatores
nutricionais, tais como crescimento em meios liquidos ou sdlidos e a presenca de
soro humano (Platt et al., 1994).

No inicio da infeccdo por EGB, a principal manifestacao clinica observada é
uma pneumonia severa com extensivo dano pulmonar (Vollman, 1976). A perda da
integridade celular permite a entrada dos EGB diretamente na circulacdo, o que
parece estar em grande parte relacionada com a ag¢ao da B-hemolisina - uma
citolisina formadora de poros que lisa as células epiteliais e endoteliais,
comprometendo sua funcdo de barreira (Gibson et al., 1999: Doran et al., 2003). A
atividade da B-hemolisina estd normalmente associada a superficie bacteriana,
sendo pouco detectada no meio extracelular (Liu & Nizet 2004). A B-hemolisina
ainda exibe propriedades pro- inflamatorias, invasivas e apoptéticas que contribuem
para patogenia da infeccdo bacteriana (Liu & Nizet 2004). Além disso, a B-
hemolisina e componentes da parede celular atuam sinergeticamente induzindo
macrofagos a produzir oxido nitrico sintase (INOS), gerando oxido nitrico um potente
fator de cascata da sepse (Ring et al., 2000).

Durante a infeccdo pulmonar, uma resposta imunoldgica esperada é a
ativacdo da cascata do sistema complemento com posterior quebra do componente
C5 (Strunk et al., 1988). C5a é um peptideo produzido pela clivagem do C5 que
recruta leucécitos para o sitio de infeccdo (Fernandez & Hugli, 1978). A Cbha
peptidase é uma proteina de superficie dos EGB de 128 kDa que cliva o
componente C5a (Hill et al.,1988), retardando assim o recrutamento de neutrofilos
para o local da infeccao (Herbert et al., 2004).

A reacdo CAMP é nomeada pelas iniciais dos pesquisadores Christie, Atkins
and Miunch - Peterson (Christie et al., 1944). Essa reacao se refere a zona sinérgica
de hemolise produzida por colénias de EGB adjacentes a colonias de
Staphylococcus aureus em placas de agar sangue (Liu & Nizet 2004). O fator CAMP
oligomeriza formando poros nas ceélulas hospedeiras (Lang et al., 2003) e também
se liga fracamente a por¢ao Fc das imunoglobulinas humanas IgG e IgM (Jurgens et
al., 1987).

A proteina C é uma proteina de superficie dos EGB formada pelos antigenos
alfa e beta expressos independentemente (Spelleberg 2000). A proteina C é

encontrada em 40 a 60% dos casos clinicos isolados e tem a capacidade de se ligar
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inespecificamente a por¢do Fc da imunoglobulina humanas IgA, prejudicando a
fagocitose por opsonizacao (Jerlstrom et al., 1996; Hickman et al, 1999).

A perda de integridade da barreira celular € uma importante etapa dentro do
processo de estabelecimento de infec¢cbes bacterianas e, neste contexto, a
hialuronidase exerce um importante papel. Os EGB secretam altos niveis desta
enzima que degrada o &cido hialurénico, um componente principal do tecido
conjuntivo e do sistema nervoso do hospedeiro. Esta proteina secretada pelos EGB
é codificada pelo gen hylB e possui 0 peso molecular de 110 kDa (Li et al., 2000). De
forma geral, esta enzima atua na clivagem da ligacéo glicosidica entre os residuos
de N-acetil-p-D-glicosamina e acido D-glicurénico, contribuindo para a viruléncia
bacteriana ao facilitar a propagacéo dos EGB para os tecidos do hospedeiro (Gase
et al., 1998).

O acido lipoteicbico (ALT), um componente da superficie bacteriana é um
importante indutor da expressdo de citocinas (TNF-a, IL-1f e IL-6) em células
mononucleadas (Standiford et al., 1994). Além disso, alguns estudos vém
associando essa molécula como importante adesina. Contudo, estes dados ainda
sdo questionaveis visto que o ALT ndo conseguiu inibir a aderéncia dos EGB as
células de epitélio vaginal (Tamura et al., 1994; revisto por Spellerberg, 2000).

A capacidade dos EGB invadir a membrana amniética rica em colageno tem
sido demonstrada in vitro. A desorganizacdo das fibrilas de colageno pelos EGB
pode acarretar a ruptura prematura da membrana por diminuir a forga tensional e a
elasticidade da membrana (Jackson et al., 1994; Lin et al., 1996). Devido ao fato da
membrana amnidtica consistir de varias camadas de fibrilas de colageno, a atividade
colagenolitica dos EGB pode ser um importante fator de espalhamento, permitindo a
invasdo do patdgeno na cavidade amnidtica e subsequente proliferagcdo no fluido
amniético (Matorras et al., 1989). Estudos sugerem que proteinases bacterianas
medeiam a destruicdo direta dos tecidos, resultando em dano para o mecanismo de
defesa do hospedeiro (Travis et al., 1995; Soares et al., 2008).

A exotoxina CM101 produzida pelos EGB esta associada com a resposta
inflamatoria e a hipertensdo pulmonar, caracteristicas das infeccbes causadas por
este patdgeno, além de ser responsavel pelos danos no endotélio pulmonar e
formacédo de trombos (Hellergvist et al., 1981; Hellerqvist et al., 1987; Yakes et al.,
2000).
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A ineficacia dos leucécitos polimorfonucleares e dos macrofagos alveolares
pulmonares na eliminacdo da bactéria do espaco alveolar, e a habilidade dos EGB
de aderir as células epiteliais respiratérias sdo essenciais para o desenvolvimento da
pneumonia (Spellerberg, 2000; Farley, 2001). Desta forma, o potencial dos EGB
para invadir e sobreviver no interior de células epiteliais respiratorias pode
representar um mecanismo pelo qual a bactéria alcance a corrente sanguinea e

outros Orgaos.

Cultura de células epiteliais respiratdrias

Células epiteliais respiratérias em cultura podem servir de modelos in vitro
para a investigagdo de mecanismos bioquimicos e genéticos envolvidos nas funcdes
normais desses tipos celulares (Gruenert et al., 1995). Culturas primarias de células
epiteliais respiratorias tém sido particularmente importantes para o entendimento dos
mecanismos envolvidos no desenvolvimento de doencas como fibrose cistica
(Yamaya et al., 1991a), na caracterizacao de infeccdes virais do epitélio respiratério
(Becker et al., 1992), no avanco e caracterizacdo da inflamacéo (Tosi et al., 1992) e
na progressao neoplasica das vias aéreas (Reddel et al., 1991).

Apesar das culturas primarias de células epiteliais respiratérias
desempenharem importante papel na caracterizacao de funcbes especificas dessas
células, apresenta limitacGes pelo nimero de células vidveis que podem ser geradas
a partir do tecido disponivel. Essa limitacdo pode ser compensada por repetidas
subculturas de culturas primarias, apesar de que passagens subsequentes sdo
geralmente acompanhadas pela perda ou reducdo de certas caracteristicas
especificas (Gruenert et al., 1995). Entretanto, através da manipulacdo das
condicdes de cultura, certas caracteristicas diferenciadas podem ser restauradas ou
mantidas durante as subculturas repetidas (Yamaya et al., 1991).

Visando resolver as limitagcbes encontradas na cultura primaria das células
epiteliais respiratorias, a maioria dos estudos desenvolvidos com essas células esta
sendo realizada com o uso de células transformadas, as quais podem ser derivadas
de carcinomas das vias aéreas ou geradas através da exposi¢cao a agentes virais,

quimicos ou fisicos (transformacéo in vitro). Uma vez transformadas, essas células
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passam a apresentar maior habilidade de proliferacdo, ou seja, células
transformadas adotam uma caracteristica de crescimento ilimitado. Isso auxilia no
estudo de uma maior quantidade de caracteristicas dessas células, além daquelas
proporcionadas pela cultura priméaria (Gruenert et al., 1995).

A linhagem humana de células epiteliais respiratorias A549 originada a partir
de adenocarcinoma de pulmdo humano possui propriedades de células epiteliais
alveolares do tipo Il (Giard, et al., 1973, Lieber, et al., 1976). O tipo Il de células
epiteliais alveolares possui humerosas organelas em seu citoplasma chamadas de
corpos lamelares que estocam surfactante (Foster et al.,1998). Além de secretarem
surfactante, células alveolares do tipo Il também induzem a producao de peptideos
antimicrobianos, citocinas, quimiocinas, e outros metabdlicos que d&o inicio ao
complexo processo de permeabilidade vascular, recrutamento celular, hipersecrecao
da mucosa e remodelamento das vias aéreas que caracterizam a inflamacéo das
vias aéreas (Polito & Proud, 1998; Zhang et al., 2001). Estudos demonstram que as
células epiteliais A549 cultivadas em monocamadas exibem uma distribuicdo
uniforme de corpos lamelares com morfologia semelhante ao epitélio alveolar, além
de expressar genes de mucinas respiratérios (MUC5AC, MUC1 e MUC5B), p53 e
citoqueratinas (polipeptidios 7, 8, 18 e 19) (Blobel et al., 1984 Young et al., 1996;
Berger et al., 1998; Foster et al., 2008).

Devido a essas caracteristicas, as células A549 desempenham um importante
papel como ferramenta auxiliar nas pesquisas das funcdes do epitélio respiratério e
dos mecanismos de interacao celular com microrganismos, como os EGB, os quais
normalmente estdo associados com o desenvolvimento de pneumonia em recém-

nascidos e adultos.

Interacéo Bactéria-Célula Hospedeira

Os mecanismos de aderéncia e invasdo dos EGB as células hospedeiras
ainda ndo foram totalmente esclarecidos. Ensaios de interacdo in vitro vém sendo
desenvolvidos com diferentes linhagens celulares polarizadas e nao polarizadas:
células de epitélio vaginal (Teti et al., 1987, Tamura et al., 1994), epitélio bucal-BEC
(Teti et al., 1987; Wibawan, Lammler & Passaribu, 1992; Nagao et al., 1995), epitélio
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pulmonar (Tamura et al., 1994; Sao Joseé et al., 2006), células endoteliais (Kallman et
al., 1993; Santos et al., 2005; Soares et al., 2008), macréfagos murinos e humanos
(Valentin-Weigand et al., 1997; Winram et al., 1998; Cornacchione, Scaring &
Fettucciari, 1998; Peotta et al., 2001, Teixeira et al., 2001).

Pesquisadores descreveram a participagdo de diferentes adesinas e
receptores celulares envolvidos na interacdo de EGB com células hospedeiras. O
tratamento prévio dos microrganismos com proteases sugeriu a participacdo de
proteinas de superficie bacteriana por reduzir a aderéncia as células eucaribticas
(Bulgakova et al., 1986; Miyazaki et al., 1988; Tamura et al, 1994). Adesinas de
natureza protéica foram demonstradas na superficie de EGB pertencentes aos
sorotipos la, Ill e V em ensaios com células epiteliais bucais — BEC (Nagao et al.,
1995) e macrofagos murinos (Monteiro et al., 2004). Receptores glicoprotéicos foram
demonstrados na superficie de BEC (Nagao et al., 1995).

A capacidade de aderéncia dos EGB também foi descrita para as proteinas
da matriz extracelular como: fibrinogénio (Usui et al., 1982), fibronectina (Tamura &
Rubens, 1995) e laminina (Spellerberg et al., 1999), bem como para filamentos
intermediarios (citoqueratina 8) do citoesqueleto (Tamura & Nittayajarn, 2000). A
capacidade de translocacdo dos EGB da regido apical para regido basolateral em
células epiteliais de rim de cao - MDCK | (Kallman & Kihlstrom, 1997) e em células
endoteliais microvasculares do sistema nervoso central (Nizet et al., 1997) parece
estar envolvida na patogénese da meningite.

O processo de fagocitose de EGB requer a opsonizacdo mediada por
anticorpos especificos e/ou complemento e por receptores CR3 via polissacarideo
capsular (Antal et al., 1992). O envolvimento de mecanismos anticorpo-
independentes na defesa contra EGB foi demonstrado pela fagocitose de amostras
de EGB sorotipo Il na auséncia de anticorpos tipo-especificos por macrofagos J774.
Algumas amostras de EGB foram capazes de invadir e sobreviver no interior de
diferentes tipos celulares (Valentin-Weigand et al., 1996). A localizac&o intracelular
de EGB em macréfagos pode proteger contra atividade microbicida de
polimorfonucleares e acdo de antimicrobianos (Gotoff & Boyer, 1985). A
sobrevivéncia bacteriana no interior dos fagocitos sugeriu falha no mecanismo de
destruichdo do EGB por auséncia de opsoninas e/ou desenvolvimento de

mecanismos de escape (Valentin-Weigand et al., 1996).
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Dentre as estratégias contra os mecanismos de fagocitose utilizadas por
véarios patdégenos incluem a inibicdo da fusdo fagossoma-lisossoma e o escape dos
fagossomas acidificados no citoplasma da célula hospedeira (Moulder, 1985). A
permanéncia de EGB sorotipo Ill durante 24h no interior de fagossomas sugeriu uma
possivel inibicdo da fusdo fagossoma-lisossoma (Finlay & Falkow, 1989; Falkow et
al., 1992; Valentin-Weigand et al., 1996). Entretanto, estudos em nosso laboratorio
demonstraram que amostras de EGB sorotipos la, Il e V foram incapazes de inibir o
processo de fusdo fago-lisossoma em macréfagos murinos (Teixeira et al., 2001).
Outros pesquisadores utilizando amarelo de Lucifer - um método indireto de
monitoramento da fusdo entre vacuolos fagociticos e lisossomos - evidenciaram a
fusdo de EGB com vacuolos acidicos de macréfagos murinos (Kielian & Cohn, 1980;
Teixeira et al., 2001).

Outras técnicas também tém sido utilizadas para monitoramento de vacuolos
acidicos como a marcacdo com laranja de acridina, amarelo de Lucifer e lisotracker
gue consiste de uma base conjugada fraca usada como marcador de acidificacdo e
maturacdo fagossomal (Via et al., 1998; Toyooka et al., 2005).

Varias bactérias patogénicas utilizam a inducdo da fagocitose em células
fagociticas nao profissionais, tais como células epiteliais, como estratégia de
sobrevivéncia, multiplicacdo e disseminacédo (Rabinovitch, 1995; Sansonetti, 2001).
Células epiteliais sdo capazes de internalizar bactérias que normalmente séo
extracelulares, como Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus e Neisseria gonorrhoeae (LaPenta et al., 1994; Talbot et al.,
1996; Sinha et al., 1999; Zenni et al., 2000).

Apesar dos EGB serem internalizados pelas células epiteliais respiratérias,
nenhuma pesquisa relacionada com a persisténcia intracelular e a permanéncia
bacteriana em vacuolos acidicos tem sido realizada para esse tipo celular. Desta
forma, estudos que visem analisar 0s mecanismos que protegem os EGB das
defesas do hospedeiro e o monitoramento em vacuolos acidicos tornam-se

relevantes.

EGB e morte celular
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A capacidade de patdgenos de promoverem apoptose pode ser importante
para o inicio da infecgdo bacteriana, sobrevivéncia e fuga da resposta imune do
hospedeiro (Wyllie et al., 1980; Cohen, 1993). Portanto, a apoptose pode ser uma
estratégia vantajosa por evitar o desencadeamento e recrutamento de mecanismos
de defesa nao especificos (Fettucciari et al. ,2000).

A apoptose é caracterizada por alteragdes morfologicas especificas, incluindo
retratibilidade celular e condensacéo da cromatina, seguido de fragmentacao nuclear
e citoplasmatica. Um dos primeiros eventos em apoptose € a clivagem do DNA em
multiplos de 200 pb de comprimento (Anderson, 1997). Este processo dependente
da familia de cisteina proteases denominada caspases e de reguladores de
apoptose da familia de proteinas Bcl-2. As caspases-9 e -8 iniciam a morte celular,
engquanto outras, como a caspase-3, sao efetores terminais da morte celular. As
proteinas Bcl-2, em contrapartida, residem no exterior da membrana mitocondrial,
onde promovem sobrevivéncia celular através da ligacdo e supressdo da atividade
dos membros da familia Bcl-2 que possuem a finalidade pré-apoptética, como a Bax
e Bak (Reed et al., 1997; Bernardi et al., 1999).

Estudos demonstram que apds a internalizacdo e escape dos endossomas 0s
Staphylococcus aureus induzem apoptose em células epiteliais, confirmada por trés
diferentes técnicas: fragmentacdo do DNA por eletroforese, ensaios de TUNEL e
mudancas na morfologia das células infectadas (Bayles et al., 1998). Em outras
pesquisas, células epiteliais infectadas com estreptococos do grupo A exibiram
dramaticas mudancas morfoldgicas, condensacao da cromatina e segmentacédo do
ndcleo, caracteristicas tipicas de apoptose. Além disso, a caspase-1 foi super
expressa em células epiteliais humanas apos a infeccdo com estreptococos do
grupo A (Tsai et al., 1999).

Outra técnica bastante utilizada para detectar a apoptose € a marcacao
celular com anexina-V FITC e iodeto de propidio e analise por citometria de fluxo.
Células endoteliais infectadas com Pseudomonas aeruginosa apresentaram
marcagado para anexina-V indicando apoptose inicial e anexina-V mais iodeto de
propidio que indica apoptose tardia (Valente et al., 2000).

A descoberta que os EGB séo citotoxicos para células endoteliais, epiteliais,
macrofagos e fibroblastos através da beta-hemolisina (Nizet et al., 1997; Fettucciari
et al . ,2000; Pritzlaff et al., 2001; Doran et al., 2003; Kapplan et al., 2008) sugere

que este microorganismo também possa induzir apoptose nessas linhagens
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celulares. A apoptose induzida pelo EGB pode representar uma importante
estratégia utilizada pela bactéria para limitar a inflamacdo durante a infeccdo e
facilitar a sua fuga do sistema imune do hospedeiro.

Alguns estudos demonstraram que amostras de EGB sorotipo Il induziram
apoptose em macrofagos murinos, confirmada por alteragdes morfolégicas nas
células infectadas acompanhada de fragmentacdo do DNA. A apoptose em
macrofagos se mostrou dependente da sintese protéica, mas independente das
caspases-1 e -3 (Fettucciarri et al., 2000).

Lehnardt e colaboradores (2007) demonstraram que o EGB foi capaz de
promover apoptose em células da microglia, demonstrado por ensaios de TUNEL e
confirmado morfologicamente pela marcacdo com DAPI com a condensacéo,
retracdo, e fragmentacao nuclear. A caspase-8 desempenhou um papel essencial na
inducéo de apoptose, enquanto a caspase-3 foi dispensavel.

A externalizacdo de residuos fosfatidilserina para o exterior da membrana
plasmatica das células apoptoéticas permite a deteccdo da apoptose através da
marcacdo de anexina-V conjugada com FITC (AV-FITC) em tecidos, células de
embrides ou cultivadas (Bossy-Wetzel & Green, 2000). Uma vez que a apoptose
esta vinculada com a marcacdo AV-FITC, essas células positivas podem ser
visualizadas por microscopia de fluorescéncia ou por ensaios de citometria de fluxo.
A vantagem da marcacdo com anexina-V é sua sensibilidade (pode detectar
apoptose em uma unica célula). A desvantagem é que as membranas das células
em necrose também sao marcadas. A perda de integridade da membrana é uma
caracteristica de morte celular por necrose, entdo células necréticas podem ser
marcadas com corantes especificos de acidos nucléicos impermeaveis a membrana
como iodeto de propidio (IP). Desse modo, a integridade da membrana das células
apoptéticas pode ser demonstrada pela exclusdo destes corantes (Valente el al.,
2000; Elmore, 2007; Kaplan et al., 2008).

Devido a alta sensibilidade do método de deteccéo de apoptose por marcacao
com AV-FITC e IP com posterior leitura em citometro de fluxo, esta técnica foi
escolhida para as analises de deteccdo de apoptose em células epiteliais
respiratorias A549 por amostra de EGB sorotipo IlI.
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1. OBJETIVOS

Dados indicam a grande incidéncia de EGB em nossa comunidade, tornando
relevantes estudos que visem o melhor entendimento da patogenia dos EGB no
hospedeiro humano. Como o pulméao € o primeiro 6rgédo a entrar em contato com 0s
EGB, ocasionando principalmente pneumonia em recém-nascidos, o principal
objetivo deste trabalho foi analisar os mecanismos de aderéncia, invasdo e
persisténcia intracelular em células epiteliais respiratérias A549, bem como a
capacidade citotoxica e apoptédtica de amostras de EGB sorotipo Il isoladas de
paciente e de portados. Para isso foram realizadas as seguintes etapas:

e Analise qualitativa e quantitativa da cinética de aderéncia e de invaséo de
duas amostras de EGB pertencentes ao sorotipo Ill com células epiteliais
respiratorias A549;

e Analise de persisténcia intracelular das amostras de EGB com células
epiteliais respiratorias A549;

e Monitoramento de endocitose das amostras de EGB pelas células
epiteliais respiratdrias por ensaios de microcopia confocal a laser;

e Analise morfolégica da interacdo de EGB por microscopia éptica;

e Efeito citotoxico das amostras de EGB em células A549 pelo método do
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT);

e Andlise da inducdo de apoptose por amostras de EGB através da

marcacado com Anexina-V e iodeto de propidio.
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2. METODOLOGIA

2.1 Amostras bacterianas de EGB

Foram utilizadas duas amostras de EGB pertencentes ao sorotipo Ill: 80340
(vagina-portador) e 90356 (liquor-paciente), cedidas pelo Dr. Leslie C. Benchetrit,
Laboratorio de Cocos Patogénicos, Instituto de Microbiologia Professor Paulo Goes,

Universidade Federal do Rio de Janeiro.

2.2 Conservacgao, cultivo e preparo das suspensdes bacterianas

Os microrganismos foram estocados a -20°C em meio liquido Brain Heart
Infusion (BHI; Difco Laboratories Detroit, MI, USA), contendo glicerol a 20% até a
realizacdo dos experimentos. Para os experimentos de interacdo celular, as
amostras foram semeadas em meio base de agar sangue contendo 5% de heméacias
de carneiro (BAB; Difco) e incubadas por 24 h a 37°C.

As amostras bacterianas foram cultivadas em meio BHI até atingirem a
padronizacdo de 0,4 unidades de densidade ética (~1,0 x 10® UFC/mL) em
espectrofotdbmetro (comprimento de onda de 540 nm). ApGs o crescimento, as
suspensodes bacterianas foram centrifugadas 2 vezes lavadas com meio DMEM puro
(Dulbecco's modified Eagle's medium; Sigma Chemical Co.,St. Louis, MO, USA) por
10 min a 1100 g. O sobrenadante foi desprezado e 0 sedimento ressuspenso em
meio de cultura DMEM (Soares et al., 2008).
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2.3 Manutencdo e cultivo da linhagem de células epiteliais respiratorias A549

A linhagem epitelial A549 foi cedida pelo Professor Dr. André Luis Souza dos
Santos, Departamento de Microbiologia Geral, Instituto de Microbiologia Prof. Paulo
Goes (IMPPG), Centro de Ciéncias da Saude (CCS), Universidade Federal do Rio
de Janeiro (UFRJ). As células A549 foram mantidas em atmosfera de CO, a 5% e
temperatura de 37°C em meio DMEM completo (suplementado com 10% de soro
fetal bovino [SFB; Cultilab, Campinas, S&o Paulo, Brasil], fungizona 2,5 pg/mL
[Bristol Myers Squibb Brasil, S&o Paulo, Brasil], estreptomicina 40 ug/mL e penicilina
500 U/mL [Ambas Gibco, BRL, Grand Island, NY, EUA]) em garrafas estéreis de
plastico de 25 cm? (Corning Inc, NY, USA) ou em microplacas de 24 pocos (Soares
et al., 2008).

2.4 Preparacao de monocamadas de células epiteliais respiratorias A459

A partir das garrafas com células A549 confluentes foi realizada a
tripsinizacdo do tapete celular através da adi¢céo tripsina diluida a 0,025%. Apés o
descolamento das células, foi adicionado meio DMEM completo para interromper a
reacdo de tripsinizacdo e o material foi submetido a centrifugagdo por 10 min a
120xg. O sedimento foi ressuspenso em 10 mL de meio DMEM completo e
submetido a contagem de células A549 em camara de Neubauer. Microplacas de 24
pocos para cultura de células foram incubadas com 60.000 células/poco para a

realizacdo dos ensaios de interagéo celular (Santos et al., 2009).

2.5 Ensaios de interagcdo de EGB com células epiteliais respiratorias A549

Monocamadas confluentes de células A549 (10° células) aderidas em
microplacas de 24 pocos foram lavadas 7 vezes com tampéao PBS-glicose antes dos

ensaios de interacdo. Apos a lavagem, as monocamadas foram infectadas com
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amostras bacterianas (10’ UFC/mL) em meio DMEM puro (Rubens et al., 1992), na
relacdo de 1 célula eucaribtica para 100 células bacterianas (1:100). A incubacao
foi realizada em diferentes intervalos de tempo (O h, 0,5h, 1 h,2 h,4 h,6 he8h)a
37°C e em ambiente de 5% de CO.,.

ApOGs cada periodo de incubacéo foi realizada a lavagem das células A549
infectadas com salina estéril 0,9% para remocao dos microrganismos ndo aderidos.
O tapete celular foi rompido com tampéao de lise (Tris 25mM, EDTA 5mM, NaCl
150mM e IgePal 1%; Sigma) e o lisado submetido a diluicdes seriadas e plaqueado
em meio BAB para quantificagdo do numero total de bactérias viaveis (aderidas e
internalizadas) em unidades formadoras de col6nias (UFC/mL).

Em outra série de pocos da microplaca contendo células A549 infectadas foi
realizada a incubacédo com penicilina (5 pg/mL; Sigma) e gentamicina (100 pg/mL;
Sigma), apés cada intervalo de tempo, por um periodo de 2 h a 37°C em ambiente
de 5% CO, Os antibiéticos foram utilizados para a quantificacdo do numero de
bactérias intracelulares viaveis (UFC/mL). Apos incubacao, os pocos foram lavados
com salina estéril a 0,9% e as células eucaridticas lisadas e plaqueadas para
obtencéo do indice de bactérias intracelulares viaveis (Peotta et al., 2001). O numero
de aderéncia das amostras de EGB em células A459 calculado pela seguinte
férmula:

N° de bactérias aderidas = N° total de bactérias viaveis — N° de bactérias

intracelulares viaveis

2.6 Ensaios de persisténcia intracelular das amostras de EGB sorotipo Ill com

células epiteliais respiratérias A549

Monocamadas confluentes de células A549 (10> células) aderidas em
microplacas de 24 pocos foram lavadas 7 vezes com tampdo PBS-glicose. Ap6s a
lavagem, as monocamadas foram infectadas com amostras bacterianas (10’
UFC/mL) em meio DMEM puro por 4h a 37°C em ambiente de 5% CO,, na relacdo

de 1 célula eucariotica para 100 células bacterianas (1:100).
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Ap6s o periodo de incubagdo foi realizada a lavagem das células A549
infectadas com salina estéril 0,9% para remocao dos microrganismos nao aderidos.
A monocamada epitelial infectada foi incubada com penicilina (5 pg/mL) e
gentamicina (100 pg/mL) por 2 h a 37°C e 5% CO,. Os antibiéticos foram mantidos
durante a cinética de persisténcia intracelular realizada em diferentes intervalos de
tempo (O h,0,5h,1h,2h,4h,18 h e 24h) a 37°C e em ambiente de 5%CO..

O sobrenadante contendo antibiotico foi removido, o tapete celular foi lavado
salina estéril 0,9% e rompido com tampao de lise (Tris 25mM, EDTA 5mM, NaCl
150mM e IgePal 1%) e o lisado submetido a diluicdes seriadas e plaqueado em meio
BAB para quantificagdo do numero bactérias intracelulares viaveis em UFC/mL

(Cornacchione et al., 1998. Com moficac¢des).

2.7 Marcacdo do EGB com isotiocianato de fluoresceina (FITC)

As bactérias (10®° UFC/mL) foram centrifugadas por 10mim a 1100g, o
sobrenadante removido e o sedimento ressuspenso em tampao carbonato-
bicarbonato 0,1M pH 9,6. Posteriormente, foi adicionado 100ug/mL de FITC e a
suspensao bacteriana foi mantida em temperatura ambiente durante 1h, sob
agitacdo. As bactérias marcadas foram lavadas em PBS e ressuspensas em DMEM
puro (Drevets & Campbell, 1991)

2.8 Microscopia confocal a laser das células A549 infectadas com amostras de
EGB sorotipo Il

A deteccgédo da localizagao intracelular dos EGB foi realizada com Lysotracker
Red DND-99 (Molecular Probes; Oregon, USA) que consiste em uma base
conjugada fraca usada como marcador de acidificagédo e maturacao fagosomal (Via
et al., 1998).

Células A549 (10° células) cultivadas sobre laminulas foram tratadas com
Lysotracker Red DND-99 (75nM) por 2 h e infectadas com EGB (10® UFC/mL)
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marcado com FITC por 4h a 37°C em ambiente de 5% CO; na relacdo de 1 célula
eucariotica para 100 células bacterianas (1:100). Posteriormente, as laminulas foram
montadas em laminas de microscopia e monitoradas por microscopia confocal a
laser em icroscopio Zeiss 310. Aumento 1000X (Toyooka et al., 2005. Com

modificacdes).

2.9 Microscopia Optica da interacdo das células epiteliais respiratorias A549

com amostras de EGB sorotipo Il

Garrafas de 25cm? contendo monocamadas de células A549 confluentes foram
lavadas com tampdo PBS-glicose. ApoOs a lavagem, as monocamadas foram
infectadas ou ndo com amostras bacterianas (10® UFC/mL) em meio DMEM puro.

ApoOs o periodo de incubacédo foi realizada a lavagem das células A549
infectadas com salina estéril 0,9% para remocdo dos microrganismos nao aderidos.
As garrafas contendo células A549 infectadas foram incubada com penicilina (5
pug/mL) e gentamicina (100 pg/mL), por um periodo de 2 h a 37°C e 5% CO,. Apls a
incubacado com antibiéticos, foi marcado diferentes intervalos de tempo (0 h, 2 h, 4 h,
18 h e 24h) a 37°C e em ambiente de CO;, a 5%. As células foram monitoradas com

microscépio invertido aumento 600X (Kwiecien et al., 1994. Com modificacbes)

2.10 Ensaios de citoxidade pelo Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide das

amostras de EGB sorotipo Il em células epiteliais humanas A549.

Monocamadas de A549 (10° células) foram infectadas ou ndo com EGB (10’
UFC/mL) durante 2h e 4h a 37°C em ambiente de 5% CO-. na relacdo de 1 célula
eucariotica para 100 células bacterianas (1:100). Apds o periodo de incubacao foi
realizada a separacdo do sobrenadante e o descolamento do tapete celular com
tripsina 0,025%. O material proveniente da tripsinizagdo e do sobrenadante foram
reunidos, submetido ao tratamento com 1mg/mL de Thiazolyl Blue Tetrazolium
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Bromide (MTT; Sigma) por 1h a 37°C e ressuspenso em isopropanol para leitura em
leitor de ELISA a 595 nm. Como os EGB reduzirem o MTT, a reduc¢ao bacteriana do
MTT foi estimada e descontada. A porcentagem de citotoxicidade foi calculada pela
seguinte férmula: percentagem de citotoxicidade = 100 x (1 — células epiteliais

infectadas/células epiteliais ndo infectadas) (Arakaki et al., 2002).

2.11 Analise da apoptose através das marcacdes com Anexina V-FITC e lodeto

de Propidio por citometria de fluxo

Um dos primeiros indicios de apoptose € a translocacao da fosfatidilserina da
hemicamada intracelular para a extracelular da membrana plasmatica. Uma vez
exposta ao ambiente extracelular, a fosfatidilserina fica disponivel para Anexina V
(AV), uma proteina Ca®* dependente com alta afinidade para a fosfatidilserina.
Contudo, a marcacdo com iodeto de propidio (IP) foi realizada para verificar fases
posteriores da apoptose ou necrose, pois o IP se liga a acidos nucléicos ap6s a
perda da integridade da membrana plasmatica (Kaplan, 2008).

Células A549 cultivadas até a confluéncia em garrafas apropriadas de 25cm?
foram lavadas duas vezes e infectadas com a amostra 90356-liquor (102 UFC/mL)
6h e 12h a 37°C e 5% de CO,. Como controle positivo, células A549 foram tratadas
com 10mM de peroxido de hidrogénio (H.O,) em DMEM puro. Posteriormente, as
células epiteliais presentes no sobrenadante foram recolhidas e as células aderidas
foram descoladas do substrato com tripsina 0,025% (contendo EDTA) e colocadas
em DMEM contendo 10% de SFB. Em seguida, estes dois grupos de células - as
gue estavam no sobrenadante e aquelas liberadas da placa de cultivo - foram
reunidos em uma mesma suspensdo, centrifugados a 120xg por 10mim e
ressuspensos em PBS-Ca®* 0,1M gelado. Apés, 10° células foram ressuspensas em
tampdo de ligacdo a AV, segundo recomendacdo do fabricante do kit (BD
Pharmigen). Aliquotas de 100 mL foram incubadas com 5uL de AV-FITC e 5uL de IP
por 15mim em temperatura ambiente no escuro.

As células foram submetidas ao FACScalibur (Becton & Dikison) em no
maximo 1h apos incubacdo com AV/IP. Os seguintes controles foram realizados:

células ndo marcadas, células marcadas apenas com AV-FITC, células marcadas
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apenas com Pl e células duplamente marcadas (AV/IP), analisando-se 10000
eventos para cada condi¢do. O sinal emitido pela AV-FITC foi lido em filtro FL1 e o
sinal emitido pelo Pl através do FL2 (Valente et al., 2000).

2.12 Analise estatistica
Os resultados dos ensaios de interacdo EGB-células epiteliais A549 foram
analisados pelo teste t de Student. P<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.



3. RESULTADOS

3.1 Anélise da interacdo de EGB com células epiteliais respiratorias A549.
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Os resultados da cinética de aderéncia celular das duas amostras de EGB do

sorotipo Il estdo apresentados na Figura 1. Ambas as amostras apresentaram pico

maximo de aderéncia apdés 6h de incubacdo. A amostra 90356-liquor isolada de

paciente apresentou maior capacidade de aderir (1,67 x 10’ UFC/mL; P < 0,05) em

relacdo & amostra 80340-vagina isolada de portador (7,00 x 10° UFC/mL; P < 0,05).
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Figura 1. Aderéncia das amostras de EGB sorotipo Ill com células
epiteliais respiratorias. Cada resultado corresponde a média + desvio

padréo de quatro experimentos. *P < 0,05.
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Os resultados referentes a cinética de invasdo celular das amostras de EGB
sorotipo Ill estdo mostrados na Figura 2. Ambas as amostras apresentaram
capacidade de invadir as células epiteliais respiratérias A549. No entanto, a amostra
90356-liquor também demonstrou maior capacidade invasiva em relagdo a amostra
de portador 80340-vagina em 4h de incubacéo (2,06 x 10® UFC/mL; P < 0,05). Apds
8h de interacdo a amostra 80340-vagina foi mais invasiva (1,38 x 10° UFC/mL; P <
0,05).
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Figura 2: Invasdo das amostras de EGB sorotipo Il em células epiteliais
respiratorias. Cada resultado corresponde a média + desvio padrdo de
guatro experimentos. *P < 0,05.
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Nas Figuras 32-B observamos a persisténcia intracelular das amostras de
EGB sorotipo Ill com células A549. As duas amostras apresentaram persisténcia
intracelular sem replicacdo no epitélio respiratorio até 24h de interacdo. A amostra
80340-vagina demonstrou queda significativa na contagem de UFC/mL entre 18h e
24h de interacdo (P < 0,05). Em contraste, a amostra 90356-liquor apresentou queda
significativa entre os tempos de Oh a 0,5h e de 2h a 4h de interacéo (P < 0,05). ApGs
24h de incubacdo as duas amostras apresentaram persisténcia intracelular similar

sem diferencas significativas.
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Figura 3. Persisténcia intracelular das amostras de EGB sorotipo Il em células
epiteliais respiratorias. (A) Amostra 80340; (B) Amostra 90356. O tempo de
incubacdo comecou a ser marcado apO6s o pico de invasdo celular (4h),
acrescido de 2h de incubacdo com antibidticos para eliminar as bactérias
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extracelulares. Cada resultado corresponde a média + desvio padrao de quatro
experimentos. *P < 0,05.

3.2 Andlise da presenca de EGB em vacuolos acidicos das células epiteliais
A549

Com a finalidade de monitorarmos a endocitose das diferentes amostras de
EGB pelas células epiteliais respiratorias, monocamadas confluentes foram
marcadas com lisotracker vermelho, infectadas com as amostras bacterianas
marcadas com FITC durante 4h a 37°C e 5% de CO, e analisadas por microscopia
confocal a laser. Na Figura 4 observamos a presenca de EGB-FITC em vacuolos
acidicos marcados com lisotracker, demonstrando fusdo do fagossoma com

lisossoma.
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Contraste de
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Lisotracker
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com FITC

Sobreposicéo

Figura 4: Microscopia confocal a laser das células A549 infectadas com amostras de
EGB sorotipo Il ap6s 4h de infeccéo. (A-D) A549 + EGB-IIl 80340-vagina (E-H) A549
+ EGB-Ill 90356-liquor. Setas indicam a localizacdo das amostras bacterianas
estudadas. Aumento 1000X



36

3.3 Analise morfolégica da interacdo de EGB com células epiteliais

respiratorias A549.

Na Figura 5 observamos as micrografias opticas da analise morfolégica da
interacdo EGB-células epiteliais respiratorias A549. Nossos dados mostram que as
amostras 80340-vagina e 90356-liquor promovem a vacuolizacdo das células
epiteliais em relacdo ao controle, em todos os tempos testados. A amostra 90356-
liguor demonstrou maior capacidade de gerar vacuolizagdo que a amostra 80340-

vagina.



Oh

2h

4h

24h

Controle Amostra 80340 Amostra 90356

Figura 5. Microscopia optica da interacdo ou controle das células epiteliais respiratorias
A549 com amostras de EGB do sorotipo 11l 80340-vagina e 90356-liquor. (A) controle Oh;
(B) controle 2h. (C) controle 4h; (D) Controle 18h; (E) Controle 24h; (F) 80340 Oh; (G)
80340 2h (H) 80340 4h; (I) 80340 18h; (J) 80340 24h; (L) 90356 Oh; (M) 90356 2h; (N)
90356 4h; (O) 90356 18h e (P) 90356 24h. Aumento 600X. As setas indicam padréao de
vacuolizagéo.
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3.4 Potencial citotéxico das amostras de EGB

Os EGB séo considerados a principal causa de infeccao bacteriana fatal em
recém-nascidos. A infeccdo de inicio precoce € resultada por pneumonia e injuria
pulmonar. Nossos resultados demonstraram que os EGB sao citotoxico para as
células epiteliais (Figura 6A). Células infectadas por amostras de EGB
apresentaram 22% e 38% de citoxicidade apos 2h de interacdo para os isolados
80340-vagina e 90356-liquor, respectivamente. A citotoxicidade aumentou apés 4h
de incubacdo com percentuais de 31% para a amostra de vagina e 45% para
amostra de liquor. Quando comparamos esses valores com a citotoxicidade do H,0,
— controle positivo -verificamos que o potencial da amostra de paciente apds 2h de
infeccdo com a célula epitelial, equivale ao tratamento da célula eucariotica com
12,5mM de H,0, (~ 40%; Figura 6B) e em 4h com a concentracdo de 25mM de H,0,
(~45%; Figura 6B). A amostra de vagina apresentou citotoxicidade proxima de 5mM
do tratamento com H,0, (~ 33%; Figura 6B) apds 4h de interacdo com a A549.
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Figura 6. Percentual de citotoxicidade das amostras de EGB sorotipo 11l com células
epiteliais respiratérias A549 (A) e Curva de citotoxicidade do perdoxido de hidrogénio
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3.5 Inducéo de apoptose por amostras de EGB

A amostra 90356-liquor foi escolhida para realizacdo dos experimentos de
deteccdo de apoptose por apresentar maior potencial invasivo e citotoxico ao
epitélio. A apoptose foi evidenciada pelas células Anexina-V positivas e a necrose
por iodeto de propidio positivo. Nossos resultados demonstram que a amostra
90356-liquor é capaz de induzir morte celular por apoptose em 6h e 12h de interacao
demonstrando uma marcagao protuberante para anexina —V nos tempos testados.
Apés 6h de infeccdo bacteriana, as células A549 apresentaram 8,61% de morte
celular (Figura 7 A-B) que foi aumentada para 50,27% (Figura7 D-E) apés 12h de
incubacdo. A percentagem de células marcadas com iodeto de propidio néo foi
significativa em relagéo ao controle, em ambos os tempos de interacdo. Na Figura
7-E as células foram tratadas com H,O, como controle positivo do experimento.
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Figura 7: Células A549 infectadas com EGB amostra 90356-liquor por 6h (A e B) e
12h (C-D). Controle 6h (A); Amostra 90356 ap6s 6 h (B); Controle 12h (C); Amostra
90356 apods 12h (D) e, Células tratadas com H,0; (E).
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4. DISCUSSAO

A capacidade dos EGB em sobreviver e se multiplicar em varios
compartimentos do hospedeiro requer a expressdo e regulacdo coordenada de
multiplos fatores de patogenicidade (Tenenbaum et al, 2005). Varias moléculas
importantes para viruléncia dos EGB tém sido analisadas juntamente com os
mecanismos celulares e moleculares. Contudo, até o presente momento, a base
molecular das interacbes EGB-células eucaridticas € pouco compreendida,
principalmente aquelas relacionadas com injuria tecidual e acesso ao sistema

nervoso central.

Neste trabalho demonstramos que as amostras de EGB 90356-liquor/paciente
e 80340-vagina/portador possuem capacidade de aderir e invadir o epitélio
respiratério. Diferencas observadas na capacidade adesiva entre amostras do
mesmo sorotipo podem estar relacionadas com a expressao de adesinas,
composicdo protéica e/ou polissacaridica da superficie dos EGB, espessura da
capsula e modulacdo de fatores de viruléncia (Gibson et al., 1993; Cornacchione et
al., 1998). Neste contexto, estudos realizados por Krishnan e colaboradores (2007)
demonstraram que o pili GBS52 (cepa selvagem 2603 V/R) funciona como uma
adesina dos EGB em células epiteliais respiratérias, uma vez que a aderéncia
bacteriana foi reduzida drasticamente com a cepa NY3 mutante. Proteinas de
superficie como a Rib e a Srr-1, expressas na maioria de isolados invasivos de EGB,
também estdo envolvidas na aderéncia as células epiteliais (Stalhammar-Carlemalm
et al., 1999; Samen et al., 2007). Além disso, em nosso laboratério, verificamos pelo
método colorimétrico que a amostra 80340-vagina possui maior contetdo capsular
que a amostra de 90356-liquor e quando desialiladas apresentaram uma diminuicdo
da aderéncia em macrofagos murinos, demonstrando a importancia da composicao
da capsula polissacaridica dos EGB durante a interacdo com células eucaridticas
(Monteiro et al., 2004; Lione, 2007).

A beta-hemolisina dos EGB tem sido correlacionada com a adesao e invaséo
em ceélulas epiteliais pulmonares. Isso se deve ao fato da toxina estar associada a
superficie bacteriana e possuir um dominio de reconhecimento ao epitélio. Células

pulmonares em resposta a beta-hemolisina formam poros na membrana, podendo
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dessa forma internalizar um maior nimero de bactérias (Platt, 1995; Doran et al.,
2002).

A cinética de invasdo bacteriana com células A549 demonstrou que as
amostras de portador 80340-vagina e de paciente 90356-liquor foram capazes de
invadir as células epiteliais a partir de 2h e 4h, respectivamente (Figura 2). A
amostra de paciente apresentou maior pico de invasdo em 4h de incubacgao
(2,42x10° UFC/mL) e a amostra de portador apés 8h de interacdo (1,38x10°
UFC/mL). Nossos resultados estdo de acordo com dados obtidos no laboratério
utilizando outras linhagens celulares, onde a amostra 80340-vagina apresentou
menor capacidade adesiva e invasiva que a amostra 90356-liquor em mondcitos
humanos, células endoteliais e epiteliais 16 HBE 140- (Peotta et al., 2001; Santos et
al., 2003; S&do José et al., 2006). Resultados obtidos por Valentin-Weigand &
Chhatwall (1995) também verificaram que amostras de EGB de pacientes
(provenientes de infecgéo invasiva de neonatos e adultos) foram significativamente
mais invasivas em células epiteliais respiratérias do que amostras de EGB de
portadores (provenientes de vagina de mulheres colonizadas e de neonatos
colonizados sem sintomas clinicos). Contudo, torna-se importante a andlise dos
mecanismos de interacdo de amostras de portadores com outras linhagens celulares
para comprovar o potencial patogénico dessas amostras.

Neste trabalho, verificamos também que a amostra 80340-vagina apresentou
aumento na invasao entre 4h e 8h de interacéo (Figura 2), sugerindo que essa cepa
foi capaz de: (a) modular diferentes moléculas durante a interagdo celular e/ou, (b)
romper juncdes celulares com consequiente exposi¢cdo de proteinas basolaterais. A
interacdo de amostras de EGB sorotipo Ill com moléculas da regido basolateral de
células endoteliais ECV 304, como cadeias B1 de integrinas, demonstrou a
capacidade dos EGB em utilizar varios sistemas receptor-ligante para invaséo
bacteriana (Lione et al., 2005). Bactérias Gram-positivas como Listeria
monocytogenes invadem preferencialmente células Caco-2 através de receptores
basolaterais expostos ap6s tratamento com quelantes de Ca®* (Gallard et al., 1996).
Em outro estudo de interacdo entre Shigella Flexneri e células Caco-2 observou-se
gue poucas bactérias interagiam com a superficie apical. Em contraste, evidenciou-
se aumento da capacidade invasiva através do dominio basolateral da célula
hospedeira (Mounier et al., 1992). Contudo, novos ensaios tornam-se necessarios

para comprovar a abertura das juncdes celulares pelos EGB.
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Diferentemente, a amostra 90356-liquor apresentou uma diminuicdo da
invasdo entre 4h e 8h nas células epiteliais, podendo sugerir transcitose. Pesquisas
demonstraram que amostras de EGB pertencentes aos sorotipos la e Ill foram
capazes de realizar transcitose em células epiteliais de cérion e cervicais humanas
nas primeiras 4h e 2h de interacéo, respectivamente (Winram et al., 1998; Bolduc et
al., 2002).

Ensaios de invasédo bacteriana realizados em nosso laboratério também
demonstraram que a entrada dos EGB esta relacionada com reorganizacdo do
citoesqueleto de actina. A invasdo da amostra 90356-liquor em células de epitélio
respiratério 16 HBE 14o0- foi altamente blogueada com a inibicdo da polimerizacédo
do citoesqueleto. Em contraste, a cepa 80340-vagina foi capaz de invadir a célula
hospedeira mesmo apdés a inibicdo da polimerizacdo da actina (Sao José et al.,
2006).

Outro estudo de invasdo bacteriana com células epiteliais HelLa 229
mostraram que os EGB requerem a sinalizacdo de PI3K/Akt para sua entrada, pois
o tratamento com inibidores de PI3K e Akt reduziram a invasdo desse patdgeno
em 75% e 50%, respectivamente. Adicionalmente, a sinalizagdo de PKC néo foi
requerida para entrada da bactéria em células epiteliais, pois a invasao nao foi
alterada apés tratamento com inibidor de PKC (Burnham et al., 2007). Dados em
andamento em nosso laboratorio evidenciaram que apés a inibicdo da PKC, as
amostras de EGB 80340-vagina e 90356-liquor aumentaram o numero de UFC/mL
no interior de células epiteliais A549 apo6s 2h de interacdo, sugerindo possivel
inibicdo da producdo de espécies reativas de oxigénio pela célula epitelial.
Dosagens de oOxido nitrico (NO) e lactato desidrogenase (LDH) estdo sendo
realizadas apoOs infeccdo das células A549 com amostras de EGB. Dados
preliminares sugerem alteracdes, principalmente na liberacdo de LDH, um
importante marcador de injuria tecidual.

A capacidade do EGB de sobreviver dentro do hospedeiro humano e
contornar os mecanismos de defesa sugerem que a espécie tem desenvolvido
estratégias eficazes de sobrevivéncia. Contudo, a maioria dos trabalhos publicados
por diferentes autores relata somente a capacidade invasiva do microrganismo
(Rubens et al., 1992; Valentin-Weigand & Chhatwal, 1995). A analise do perfil de
persisténcia de amostras de EGB no interior de células epiteliais pode fornecer

dados importantes do comportamento deste patdgeno no ambiente intracelular.
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No presente trabalho, os ensaios de persisténcia intracelular demonstraram
resultados bastante interessantes. Ambas as amostras foram capazes de sobreviver
no interior das células A549 por um longo periodo (24h; Figura 3). A permanéncia
do patdgeno no interior das células eucarioticas € um importante fator de viruléncia,
conferindo ao microrganismo protecdo contra antibiéticos e anticorpos, bem como
propiciando um ambiente favoravel para sua multiplicacdo (tempo de geracdo dos
EGB é de ~ 20 min), transcitose e disseminacédo para os demais 6rgaos e tecidos.
Cabe ressaltar que ndo encontramos replicacdo intracelular no epitélio respiratério
em todos os tempos testados. Nossos dados estdo de acordo com a literatura, uma
vez que estudos realizados in vitro com metodologia similar demonstraram a
capacidade dos EGB em sobreviver dentro de macréfagos por mais de 24h
(Cornacchione et al., 1998).

A persisténcia intracelular das amostras de EGB também foi confirmada pelo
ensaio com lisotracker, um corante acidotrépico que é usado como um marcador de
acidificacdo e maturacédo fagossomal (Via et al., 1998), e (Figuras 4). Observamos
nestes ensaios a presenca das duas amostras de EGB em vacuolos acidicos
indicando a fusdo fagolisossomo. Estudos realizados em nosso laboratério durante a
interacdo EGB-células endoteliais, utilizando laranja de acridina e amarelo de Lucifer
também mostraram a formacdo de compartimentos acidicos e a fusdao com
lisossomos para as amostras 90356-liquor/sorotipo Ill, 88641-vagina/sorotipo V e
90186-sangue/sorotipo V. Todas as amostras estudadas foram encontradas no
interior de endossomas endoteliais positivos para Rab-7 e LAMP-1 (Lione, 2007).

No entanto, o fato da bactéria se encontrar em vacuolos acidicos néo indica
que ela serd degradada, pois para que ocorra a morte do microrganismo é
necessario o amadurecimento desses compartimentos, que envolve além da
acidificacao, a aquisicdo de marcadores endossomais (Vieira et. al., 2001). Desta
forma, estudos utilizando marcadores de endossomas precoces (Rab 5, EEA-1
[Early Endosome Antigen 1]) e tardios (Rab 7 e LAMP-1) estdo em andamento para
verificarmos se ocorre aquisicdo de marcadores endossomais pelos vacuolos
epiteliais.

A presengca dos EGB em vacuolos acidicos e a persisténcia por 24h no
interior das células epiteliais A549 sugerem que O microrganismo possa ter
desenvolvido mecanismos de escape da degradacdo lisossomal. Bactérias

intracelulares como Mycobacterium tuberculosis e Listeria monocytogenes previnem
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a maturacdo endossomal impedindo a aquisicdo de enzimas lisossomais com a
catepsina D (Alvarez-Dominguez et al.,, 1997; Roberts et al., 2006). Ensaios
realizados in vitro com células endoteliais microvasculares do sistema nervoso
central (HBMEC) evidenciaram que cepas de EGB sorotipo Il foram capazes de
invadir e sobreviver em vacuolos intracelulares por mais de 20h (Huang et al., 2000),
0 que corrobora nossos dados, ja que ambas as amostras do sorotipo Il
mantiveram-se viaveis até o periodo de 24h no interior das células A549.

O monitoramento da interacdo EGB-A549 por microscopia 6ptica demonstrou
que as amostras 90356-liquor e 80340-vagina promoveram formacdo de vacuolos
nas células A549 (Figura 5), podendo ser considerada um indicador precoce de
citotoxidade. Estudos com cepas patogénicas de H. pylori que secretam uma
citotoxina de vacuolizacdo (VacA) demonstraram a formacdo de grandes vacuolos
intracelulares em células epiteliais gastrica tanto in vitro como in vivo, possivelmente
causando um defeito no trafico vesicular (Marshall & Warren, 1984; Catrenichm &
Chestnut, 1992; Papine et al., 2001).

Vérios trabalhos tém descrito injurias em células epiteliais com dano
pulmonar, seguida de disseminag¢do pela corrente sanguinea (Nizet et al.,1996;
Doran et al., 2002). Nossos resultados mostraram que os EGB podem ser citotoxicos
para células epiteliais, apresentando 45% de citotoxicidade apos 4h de interacgéo.
Recentemente, Hensler e colaboradores (2008) utilizando amostras de EGB do
sorotipo V mostraram que a bactéria é citotoxica para cardiomiocitos, prejudicando
sua funcdo e ocasionando perda de viabilidade dessas células. O efeito citotoxico
promovido pelos EGB no epitélio respiratério pode constituir um importante passo
para disseminacdo do patdgeno na corrente sanguinea e posterior colonizagdo de
multiplos 6rgéaos.

Resultados similares foram encontrados por Arakaki e colaboradores (2002)
onde Legionella longbeachae foi citotoxica para macréfagos humanos com
toxicidade méxima de 74,3% em 48h de interacdo. Adicionalmente, utilizando
Pseudomonas aeruginosa, outros pesquisadores também observaram reducédo da
viabilidade de células endoteliais em até 40%, apOs 24h de interacao, utilizando
ensaios de citotoxicidade com MTT (Valente et al., 2000; De Assis et al., 2004).

Pesquisas demonstraram também que amostras de EGB sorotipo Il foram
citotdxicas para células endoteliais e epiteliais promovendo uma série de mudancas

morfologicas tais como vacuolizacéo, perda de conteudo citoplasmatico, retracdo do
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citoplasma, rompimento de membrana, dilatagdo da mitocondria, divisdo da
membrana nuclear e aglutinagdo da cromatina nuclear indicando injdria celular
causada pelo patogéno, ndo sendo confirmado apoptose nestes trabalhos (Gibson et
al., 1993; Nizet et al., 1996; Gibson et al., 1999).

Estudos realizados por Searle e colaboradores (1982) tém indicado duas
fases distintas para a apoptose: inicialmente a condensagédo nuclear seguida da
fragmentacao citoplasmatica que levam a formacao de corpos apoptoéticos; enquanto
a segunda consiste na fagocitose e digestdo destes fragmentos pelas células
adjacentes. Apesar disto, para que a fagocitose ocorra € necessario que a
fosfatidilserina se transloque do lado interno para o lado externo da membrana
celular, sinalizando enté@o para as células que deveréo ser fagocitadas (Fadok et al.,
2001). Desta forma, neste trabalho células epiteliais A549 apoptoticas foram
analisadas através da proteina anexina - a qual possui afinidade para fosfatidilserina
expostos na superficie da membrana plasmatica - e iodeto de propidio para
identificar necrose celular através da perda da integridade de membrana E
importante ressaltar que apoptose em células epiteliais por EGB ainda nao foi
descrita na literatura.

Apoptose induzida por EGB tem sido relatada em macrofagos infectados com
EGB sorotipo Ill. Nestes trabalhos, a bactéria foi capaz de promover mudancas
morfologicas, como encolhimento celular, condensacao da cromatina, fragmentacéo
nuclear, vacuolizacdo citoplasmatica e preservacdo da estrutura das organelas
(Fettucciari et al., 2000; Ulett et al., 2003). Outro trabalho demonstrou que amostra
de EGB 874391 do sorotipo Il foi capaz de promover apoptose em macréfagos
murinos com ativagdo de caspase-3 e caspase-9 sugerindo o envolvimento da via
intrinseca mitocondrial e de desencadear a liberagdo de citocromo ¢ e modificacdes
no potencial de membrana mitocondrial (Askenazi et al., 1998; Adams et al., 1998;
Ulett et al., 2005).

Na apoptose induzida por Staphylococcus aureus a fragmentacdo nuclear
pelo método de eletroforese em gel de agarose pdde ser observada a partir de 1h de
interacdo com células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) (Menzies et al.,
1998). Por outro lado, a fragmentacdo nuclear induzida pelos Streptococcus
pneumoniae foi detectada pelo método de eletroforese de campos alternados apos
12h de interacdo com células endoteliais de microvasculatura cerebral (BMEC)
(Bermpohl et al., 2005). A capacidade dos S. aureus de induzir apoptose em HUVEC
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e células mamérias humanas (HMEC) também foi detectada por Esen (2001), ap6s
30min de interacdo, através da marcacdo com anexina V. Neste mesmo periodo
observaram a liberacdo de citocromo c pela célula e a ativacdo do mecanismo de
sinalizacdo da apoptose pela via JNK. Esses dados demonstram que a inducédo da
apoptose depende da linhagem celular, do patégeno e da técnica empregada para
sua avaliacao

Leib e colaboradores (1996) demonstraram que a inducdo de espécies
reativas de oxigénio estimuladas por EGB contribuiu para apoptose e necrose
neuronal em modelo de meningite bacteriana realizada em ratos neonatos. A
apoptose em mondcitos também foi observada através do influxo de célcio
ocasionado pela formacdo de poros na membrana celular induzida pela
[100hemolisina, mecanismo este independente de caspase-1 e -3 (Fettuciari et al.,
2000). No entanto, foi observada em estudo posterior apoptose em macrofagos
[JOhemolisina independente (Ulett et al., 2003). Mais recentemente, foi demonstrado
por Kaplan et al. (2008) que a apoptose de fibroblastos e trofoblastos ocorre --
através da estimulagdo com extrato de EGB e que a [I/[JThemolisina desempenha um
papel chave na toxicidade do EGB para estes tipos celulares. Entretanto, a apoptose
induzida por EGB no epitélio respiratério e 0s mecanismos que desencadeiam este
processo merecem destaque para estudos posteriores.

Nossos resultados relatam pela primeira vez que a amostra do sorotipo IlI
90356-liquor foi capaz de levar morte celular por apoptose nas células epiteliais
A549 ap6s 6h e 12h de infeccdo. Nossas observacdes foram semelhantes aos
estudos realizados com amostras de estreptococos do grupo A (EGA) que induziram
apoptose em células de epitélio, sendo demonstrado que 20% das células A549 e
13% das células HEp-2 sofreram apoptose apos 20h de interacdo (Tsai et al.,
1999).

Fetucciari e colaboradores (2000) descreveram que a apoptose induzida por
EGB nédo necessita da internalizagdo do patégeno pela célula hospedeira, o que
indica que a bactéria € capaz de promover apoptose através da aderéncia a
superficie celular. Diferentemente, ensaios feitos com amostras de EGA descrevem
que para induzir a apoptose em celulas A549 a bactéria deve estar dentro da célula
hospedeira (Tsai et al., 1999). Ensaios utilizando amostras de EGB mortas, extrato

celular ou sobrenadante da cultura bacteriana (meio condicionado) estdo em
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andamento para verificar a inducdo da apoptose independente de invasao
bacteriana.

Desta forma, nossos resultados indicam que o EGB pode ser citotoxico,
persistir dentro de vacuolos acidos e promover apoptose em células epiteliais
respiratorias A549, demonstrando o desenvolvimento de estratégias importantes
pelos EGB para limitar a inflamacdo durante a infeccdo e a evasao da resposta

imune do hospedeiro.
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5.CONCLUSOES

e As amostras do sorotipo Il (90356-liquor isolada de paciente e 80340-vagina
isolada de portador assintomético) demonstraram capacidade de aderir,
invadir e persistir no interior do epitélio respiratorio.

e As duas amostras apresentaram persisténcia intracelular sem replicagéo no
epitélio pulmonar, apds 24h de interacgéo.

e As amostras bacterianas foram capazes de induzir a formacao de vacuolos,
sendo esse resultado mais evidente para a amostra 90356-liquor.

e As amostras de EGB foram citotoxicas ao epitélio apos 2h e 4h de interacao,
sendo a amostra de paciente (90356-liquor) mais citotoxica que a de portador
(80340-vagina).

e Ambas as amostras de EGB foram capazes de permanecer viaveis em
vacuolos acidicos.

e A amostra 90356-liquor foi capaz de induzir apoptose nas células epiteliais
A549 apos 6h e 12h de infeccao.

e Os resultados demonstram que amostras de portadores possuem potencial

patogénico ndo devendo ser subestimadas.
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