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RESUMO 

 

MENDONÇA, Jéssica da Conceição. Interação de Streptococcus agalactiae com 
modelo murino de diabetes induzida: formação de biofilme, expressão de espécies 
reativas de oxigênio e de citocinas pró-inflamatórias. 2022. 177p. Tese (Doutorado 
em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Programa de 
Pós-Graduação em Biologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2022. 
 

Streptococcus agalactiae, também conhecido como Estreptococos do Grupo 
B (EGB), são patógenos reconhecidos como causadores de infecções invasivas 
severas em mulheres grávidas e neonatos. Nos últimos anos, o número de adultos 
imunocomprometidos e idosos apresentando comorbidades causadas por S. 
agalactiae têm aumentado significativamente, tornando uma grande preocupação na 
clínica médica, especialmente em pacientes diabéticos. Indivíduos diabéticos 
apresentam maior susceptibilidade às infecções bacterianas e consequentemente 
ao desenvolvimento de doenças associadas como pneumonia e problemas 
cardiovasculares. De acordo com a literatura, existe uma correlação entre o S. 
agalactiae, diabetes e doenças pulmonares/cardíacas que ainda não foram bem 
elucidadas. Além de sua capacidade de aderir e invadir células hospedeiras 
causando distúrbios, alguns microrganismos Gram-positivos apresentam um sistema 
de secreção em resposta ao microambiente celular, sendo capazes de produzir 
maior virulência e evasão do sistema imune. Dessa forma, o objetivo desse estudo 
foi compreender a ação de amostras hipervirulentas de S. agalactiae em resposta à 
infecção em modelo murino de diabetes induzida, o desencadeamento de doenças 
como sepse, pneumonia e endocardite, bem como a ação inflamatória do hospedeiro 
e a possível presença de um sistema de secreção atuando como potencializador da 
virulência em S. agalactiae. Neste trabalho, foram utilizados quatro modelos distintos 
de infecção, envolvendo camundongos CD-1 e C57Bl/6 e inoculados com diferentes 
amostras virulentas de S. agalactiae. Os tecidos obtidos foram submetidos à 
produção de lâminas histológicas, confirmando o potencial de lesão tecidual do S. 
agalactiae, além de contagem de unidades formadoras de colônias superior em 
diferentes órgãos nos animais diabéticos e quantificação da expressão de espécies 
reativas de oxigênio significativamente maior em animais diabéticos infectados. Além 
disso, marcadores celulares de células imunes foram analisados por citometria de 
fluxo e qPCR, demonstrando um elevado número de macrófagos. Citocinas pró-
inflamatórias como IL-1β e proteína KC foram quantificadas e indicaram um ambiente 
hiper inflamado nos pulmões e corações desses animais. Após a construção da 
mutante para essC, foram realizadas interações em modelo murino que 
comprovaram a redução no potencial virulento quando o gene responsável pela 
ativação do sistema de secreção tipo 7 foi inativado. Desta forma, os resultados 
obtidos neste trabalho demonstraram que amostras hipervirulentas de S. agalactiae 
foram capazes de disseminar, desenvolver manifestações severas em múltiplos 
órgãos e promover um microambiente pró-inflamatório mais exacerbado em animais 
diabéticos infectados, potencializando a fragilidade e toxicidade celular já causada 
pela presença da diabetes. Além disso, a confirmação da presença do gene essC 
corroborou a atividade desse sistema de secreção como uma vantagem para evadir 
do sistema imune e sobreviver no hospedeiro por longos períodos de tempo.    
 

Palavras-chave: Streptococcus agalactiae. Diabetes. Sepse. Endocardite. SST7. 



 

 

ABSTRACT 
 
 

MENDONÇA, Jéssica da Conceição. Streptococcus agalactiae interaction with a 
diabetic induced murine model: biofilm formation, reactive oxygen species 
expression and proinflammatory citokyne release. 2022. 177p Tese (Doutorado em 
Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Programa de Pós-
Graduação em Biociências, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2022. 
 

Streptococcus agalactiae, also known as Group B Streptococcus (GBS), is a 
pathogen recognized as one of the main causes of severe infections in pregnant 
women and neonates. In the past few years, the number of immunocompromised 
adults and elderly presenting diseases caused by S. agalactiae significantly 
increased, and this became a huge concern to immunosuppressive patients,  
especially with diabetes. Diabetic individuals present higher susceptibility to bacterial 
infections and consequently to the development of associated diseases such as 
pneumonia and cardiovascular problems. According to the literature, there is a 
correlation between S. agalactiae, diabetes and lung/heart diseases that is still not 
very elucidated. In addition to the ability to adhere and invade host cells, some Gram-
positive microorganisms present a secretion system in response to the cellular 
microenvironment, being able to evade the immune system and become more 
virulent. Therefore, the aim of this study was to understand the action of hypervirulent 
S. agalactiae strains in a murine model of induced diabetes, how they develop 
diseases such as sepsis, pneumonia and endocarditis, the inflammatory response of 
the host and the presence of a secretion system acting as a virulence mecanism in 
S. agalactiae strains. In this study, four different infection routes were performed, 
involving CD-1 and C57Bl/6 mice inoculated with different virulent strains of S. 
agalactiae. Murine tissues were used to produce histological slides, confirming the 
potential of tissue damage after S. agalactie infection; in addition to a higher number 
of colony-forming units in different diabetic animals and quantification of the reactive 
oxygen species expression that was also significantly higher in diabetic infected 
animals. Cellular markers of immune cells were also analyzed by flow cytometry and 
RT-qPCR, showing a high number of macrophages in diabetic infected animals. 
Proinflammatory cytokines such as IL-1β and KC protein were quantified and 
indicated a hyper-inflamed environment in lungs and hearts of diabetic infected 
animals. After the construction of the essC mutant, we performed tail vain and vaginal 
inoculations in murine models that showed the reduction in virulent potential when 
the gene responsible for activating the type 7 secretion system was deleted. Thus, 
the results obtained in this work demonstrated that hypervirulent S. agalactiae strains 
were able to disseminate, develop severe manifestations in multiple organs and 
promote an exacerbated pro-inflammatory microenvironment in infected diabetic 
animals, enhancing the cellular fragility and toxicity caused by diabetes. Furthermore, 
confirmation of the presence of essC gene showed that the activity of this secretion 
system is an advantage to evade the immune system and survive in the host for long 
periods of time.   
 

Keywords: Streptococcus agalactiae. Diabetes. Sepsis. Endocarditis. SST7. 
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INTRODUÇÂO 

 

 

Características gerais 

 

 

Streptococcus agalactiae, também conhecidos como Estreptococos do grupo B 

(EGB), são cocos patogênicos pertencentes à família Streptococcaceae e 

caracterizados como cocos Gram-positivos, beta-hemolíticos, anaeróbicos 

facultativos, catalase e oxidase negativos, hipurato e CAMP positivos. Possuem o 

antígeno do grupo B de Lancefield e são classificados em dez tipos capsulares (Ia, Ib, 

II-IX) de acordo com o polissacarídeo capsular específico, constituído por unidades 

repetidas de ramnose, galactose e N-acetilglicosamina (Lancefield, 1933; Kogan et 

al., 1996; Slotved et al., 2007).   

Na década de 1930, S. agalactiae foi identificado por Rebecca Lancefield, após 

o isolamento em leite e em bovinos com mastite (Lancefield, 1933). Posteriormente, 

esse microrganismo foi descrito no trato vaginal de mulheres assintomáticas, porém a 

patogenicidade foi mencionada apenas em 1938 em infecção pós-parto fatal 

(Lancefield & Hare, 1935; Fry, 1938; Raabe & Shane, 2019; Navarro-Torné et al., 

2021). Contudo, somente a partir da década de 70 esse patógeno passou a ser 

reconhecido como pertencente à microbiota anfibiôntica dos tratos respiratório, 

gastrointestinal e urogenital de indivíduos saudáveis (Levent et al., 2010; Dutra et al., 

2014; Raabe & Shane, 2019). Adicionalmente, o patógeno pode ser causa 

predominante de infecções invasivas em neonatos, sendo considerado um dos 

principais agentes causadores de sepse, meningite e pneumonia em recém-nascidos, 

atingindo 3 casos a cada 1.000 nascimentos (Glaser et al., 2002). 

Em crianças, a infecção invasiva causada por S. agalactiae é classificada em 

doença de início precoce (“early-onset Group B Streptococcus”, EOGBS) e doença de 

início tardio (“late-onset Group B Streptococcus”, LOGBS), sendo a primeira 

apresentada em recém nascidos com até 6 dias de vida, e a segunda a partir da 

primeira semana até o terceiro mês de vida (Verani et al., 2010; Edmond et al., 2012). 

Aproximadamente 90% dos casos da doença precoce acontecem nas primeiras 24h 

de vida do neonato, enquanto a doença tardia ocorre mais frequentemente entre a 

quarta e quinta semanas de vida (Lamagni, 2013). A incidência de EOGBS no Reino 
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Unido é estimada em 0,4 a cada 1.000 nascimentos (Lamagni, 2013). Mundialmente 

a incidência da infecção causada por S. agalactiae é de 3/1000 nascimentos (Verani 

et al., 2010).  

De acordo com a Organização Mundial de Saúde, S. agalactiae é responsável 

por cerca de 150.000 mortes de recém-nascidos no âmbito global, apesar da profilaxia 

de antibiótico intraparto (IAP) ser efetiva (WHO, 2017). Alguns fatores de risco são 

associados à colonização por S. agalactiae em regiões urogenitais, tais como 

bacteriúria durante a gravidez, e histórico de colonização prévia pelo mesmo micro-

organismo durante uma gravidez anterior (Colicchia et al. 2015, Pérez-Moreno et al., 

2017). Em neonatos, a incidência da doença de início precoce diminuiu 

consideravelmente após o estabelecimento da profilaxia intraparto (Moltó-García et 

al., 2016; Chiu, 2019). 

S. agalactiae é também responsável por elevada taxa de mortalidade e 

morbidade em adultos não-grávidos, particularmente em idosos e adultos com 

doenças subjacentes (Schuchat, 1997; Farley, 2001). Cerca de 1 a cada 20 adultos 

não-grávidos com infecções causadas por S. agalactiae são levados a óbito. A taxa 

de doenças invasivas é de aproximadamente 25 casos a cada 100.000 adultos com 

mais de 65 anos e a incidência de doenças letais causadas por esse patógeno em 

idosos pode chegar a mais de 50% (CDC, 2016; Navarro-Torné et al., 2021). O 

número de casos fatais em adultos com idade mais avançada é estimado em 15% dos 

pacientes nos EUA (Farley, 2001; Edwards, Baker, 2005). 

Nos Estados Unidos, a incidência da doença em adultos não-grávidos tem 

aumentado significativamente nas últimas décadas, com um salto de 3,6 

casos/100.000 pessoas em 1990 para 7,3 casos/100.000 pessoas em 2007 (Skoff et 

al., 2009). A maior taxa de mortalidade e casos de doenças causadas pelo S. 

agalactiae tem sido observada em pessoas negras em comparação a caucasianos. 

Contudo, não existem evidências científicas que expliquem a razão dessa diferença 

(Farley et al., 1993; Phares et al, 2008).  

O risco é ainda mais alto em idosos, especialmente residentes de casa de 

repouso. Nos EUA, a infecção invasiva por S. agalactiae em adultos é capaz de levar 

à óbito 90% dos pacientes infectados (Verani et al., 2010). Um parâmetro similar tem 

sido visto no Reino Unido nas últimas duas décadas (Lamagni et al., 2013). De acordo 

com a revisão bibliográfica realizada por Navarro-Torné e colaboradores em 2021, 

infecções causadas por S. agalactiae são mais frequentes em adultos do que em 
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neonatos, com crescimento considerável de cerca de 19,40 casos/100.000 adultos 

com mais de 50 anos. Esse problema despertou o interesse de autoridades de saúde, 

e a partir de 1996, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) publicou um 

relatório de normas e recomendações, sob a perspectiva da saúde pública para 

prevenção perinatal de doenças causadas por S. agalatiae com apoio da American 

College of Obstetricans and Gynecologygists, American Academy of Pediatrics e 

outras agências.  

São encontrados casos de doenças invasivas causadas por S. agalactiae em 

adultos saudáveis; contudo, a maioria dos casos ocorrem em pacientes com doenças 

adjacentes (Farley et al., 1993; Schuchat, 1997; Farley, 2001). A diabetes mellitus é a 

comorbidade mais comum, presente em 20%-25% dos casos de adultos não grávidos 

colonizados por S. agalactiae. Outras condições podem incluir cirrose, histórico de 

acidente vascular cerebral, obesidade, câncer de mama, úlceras e bexiga neurogênica 

(Jackson et al., 1995; Parks, Barrett, Jones, 2015). O aumento do número de casos 

de doenças causadas por S. agalactiae pode estar relacionado ao aumento da vida 

média da população adulta que tem apresentado maior expectativa de vida, mesmo 

apresentando comorbidades significantes (Farley, 2001). A utilização de dispositivos 

médicos invasivos como cateteres intravenosos ou urinários podem ser uma outra 

razão para o acometimento de infecções bacterianas na população idosa (Kothari et 

al, 2009).  

Manifestações clinicas de adultos com infecções causadas por S. agalactiae 

são variadas e incluem infecções na pele, tecido mole e trato urinário, bacteremia, 

pneumonia, urosepse, peritonite, empiema, artrite e endocardite (Rajagopal, 2009; 

Navarro-Torné et al., 2021). A sepse é a síndrome clínica mais séria reportada em 

adultos e está associada a elevadas taxas de mortalidade; assim como a meningite, 

uma doença que pode ocorrer em consequência da infecção bacteriana generalizada 

(27-34%) (Salloum et al., 2011). 

O tratamento indicado para infecções causadas pelo S. agalactiae continua 

sendo com antibióticos, sendo a penicilina e a ampicilina os de primeira escolha 

(Motallebirad et al., 2021). Em casos mais graves recomenda-se a utilização de um 

aminoglicosídeo, geralmente a gentamicina. Clindamicina e eritromicina são 

antibióticos também recomendados em casos de pacientes alérgicos à penicilina 

(CDC, 2010; Lopardo et al., 2003; Villar, Jugo, 2013). 
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Recentemente a resistência de amostras de S. agalactiae aos antibióticos como 

penicilina, clindamicina e eritromicina representa uma preocupação significante no 

tratamento das infecções (Dahesh et al., 2008; Kimura et al., 2008; Moltó-García et 

al., 2016). A redução da susceptibilidade à penicilina, detectada em isolados no Japão, 

aparenta ser secundária à expressão reduzida da proteína de ligação à penicilina 

(PBP) 2X (Kimura et al., 2013; Seki et al., 2015). Em amostras analisadas no Irã, cerca 

de 41,6% das amostras isoladas de mulheres grávidas e não grávidas adultas foram 

consideradas resistentes à eritromicina, conferindo preocupação com as opções 

disponíveis de antibióticos de segunda escolha (Motallebirad et al., 2021). Sutcliffe e 

colaboradores (1996) demonstraram que os genes ermB, ermTR e metfA/E estão 

envolvidos na resistência aos macrolídeos. Essa resistência reforça a necessidade do 

desenvolvimento de uma vacina universal, protegendo recém-nascidos, mulheres 

grávidas, pessoas com condições subjacentes e idosos do desenvolvimento de 

infecções graves causadas pelo S. agalactiae (Navarro-Torné et al, 2021). 

 

 

Distribuição dos tipos capsulares  

 

 A distribuição dos tipos capsulares em amostras de S. agalactiae responsáveis 

por infecções invasivas neonatais e em adultos vem sendo modificada nas últimas 

décadas. O potencial invasivo dos diferentes tipos capsulares e sua distribuição 

variam de acordo com a idade e a região geográfica (Shabayek & Spellerberg, 2018; 

Navarro-Torné et al., 2021). A dominância do tipo capsular III nas infecções neonatais 

precoces ou tardias foi substituída por um padrão mais balanceado entre os tipos 

capsulares Ia (35%-40%), III (30%) e V (15%-20%) (Edwards, Baker, 2005; Farley, 

2001).  

Bergal e colaboradores (2015) demonstraram que o S. agalactiae tipo V é 

predominante na França, assim como no Kuwait (Boswihi, Udo, Al-Sweih, 2012) e 

Japão (Ueno et al., 2012). O tipo IV tem sido frequente nos Emirados Árabes 

(Aitmhand et al., 2000). Os tipos I, III e V são os mais encontrados nas infecções 

causadas por S. agalactiae em neonatos e adultos, no âmbito mundial (Ippolito et al., 

2010; Martins et al., 2011; Abat et al., 2014). Contudo, estudos visando caracterizar a 

distribuição dos diferentes tipos capsulares de S. agalactiae têm demonstrado 
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variação nesse perfil com o passar dos anos e de acordo com a região geográfica 

analisada (Gherardi et al., 2007).  

Na América do Norte, o tipo capsular V tem sido predominante, enquanto na 

América do Sul são poucos os relatos apontando a presença desse tipo capsular 

específico (Navarro-Torné et al., 2021). Entre adultos não-grávidos nos Estados 

Unidos, o tipo capsular mais comum causador de doenças invasivas segue sendo o 

tipo V (29% entre 2005-2006), seguido pelos tipos Ia, II e III (Skoff et al., 2009). No 

Canadá, amostras associadas a doenças invasivas causadas pelo S. agalactiae entre 

2003-2013 demostrou um perfil distinto com o tipo capsular III como mais frequente 

(20%), seguido pelos tipos V (19%), Ia (13%), Ib (13%) e II (11%) (Alhhazmi, Hurteau, 

Tyrrell, 2016). 

No Brasil, a ocorrência dos tipos capsulares Ia, Ib, II, III, IV e V tem sido descrita 

em isolados de várias regiões do país (Dutra et al., 2014, Pimentel et al., 2016). Cerca 

de 68,2% dos isolados brasileiros são provenientes do trato vaginal de mulheres 

grávidas. Em Curitiba, o tipo IV foi identificado em 13,1% das amostras coletadas de 

infecções invasivas graves, enquanto os tipos Ib (34,9%) e Ia (25,6%) foram 

predominantes em grávidas infectadas pelo vírus HIV e em pacientes com câncer 

(Palmeiro et al., 2010; Souza et al., 2013; Dutra et al., 2014). Estudo realizado por 

nosso grupo demonstrou que amostras coletadas de pacientes com câncer no Instituto 

Nacional do Câncer (INCA) pertenciam ao tipo capsular Ia (43,6%), seguido dos tipos 

V (23,6%), II (14.6%), III (11%), IV (3.6%), VI (1.8%), e VII (1.8%) (Sanches et al., 

2021).  

Torna-se importante ressaltar que ainda não existem estudos que 

correlacionem a prevalência do tipo capsular de S. agalactiae em pacientes 

diabéticos, onde o levantamento epidemiológico é primordial para o desenvolvimento 

de vacinas que protejam também esse grupo alvo. 

 

 

Fatores de virulência e formação de biofilme 

 

  

A colonização e infecção por S. agalactiae em tecidos-alvo requer a capacidade 

dessa bactéria de aderir e persistir nas superfícies epiteliais da mucosa. Nesse 

habitat, a formação de comunidades semelhantes a biofilmes pode facilitar a 
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sobrevivência e proliferação microbiana, aumentando a resistência às defesas do 

hospedeiro e à privação de nutrientes (Rosini, Margarit, 2015). 

As condições do microambiente são conhecidas por influenciar fortemente a 

capacidade de formação de biofilme por muitas espécies bacterianas (Froeliger e 

Fives-Taylor, 2001; Moscoso et al., 2006; Manetti et al., 2007). Os biofilmes 

representam fatores de virulência bem conhecidos por realizarem um papel vital em 

infecções persistentes e crônicas. No hospedeiro, as bactérias são frequentemente 

protegidas da ação do sistema imune através da construção de colônias sésseis 

embebidas em uma matriz extracelular constituída por exopolissacarídeos ou 

carboidratos, proteínas e ácidos nucléicos (Konto-Ghiorghi et al., 2009). A composição 

química da matriz extracelular do biofilme é heterogênica e complexa (Wimpenney et 

al., 1993; Shabayek and Spellerberg, 2018). 

O primeiro passo na formação do biofilme é a adesão das bactérias 

planctônicas, ou seja, de vida livre à uma superfície que ocorre de forma aleatória, 

como demonstrado na Figura 1. Esta primeira adesão é reversível, sendo mantida por 

interações físico-químicas não específicas que constituem o alicerce para o 

crescimento do biofilme. A segunda fase da adesão consiste na transição do estágio 

reversível para o irreversível. As bactérias passam a secretar substâncias que serão 

responsáveis pela manutenção da adesão e da camada que envolve o biofilme. Nesta 

fase há o início da formação de micro colônias e do desenvolvimento da arquitetura 

do biofilme maduro. Os biofilmes maduros apresentam estrutura semelhante a 

cogumelos que são envoltos por diversas moléculas, denominadas substâncias 

poliméricas extracelulares (EPS), constituídas por polissacarídeos, proteínas, ácidos 

nucleicos e lipídeos que promovem estabilidade e capacidade de aderência à 

superfície; e rodeados por poros e canais de água que funcionam como um sistema 

de troca de nutrientes, oxigênio e metabólitos que precisam ser secretados para fora 

do biofilme (Abee et al., 2011). A última fase da formação do biofilme ocorre quando 

o ambiente não é mais favorável à sua manutenção e consiste no descolamento do 

biofilme maduro em forma de agregados celulares ou células planctônicas.  Após o 

desprendimento, as bactérias livres podem colonizar novos ambientes, reiniciando a 

formação de novos biofilmes. 
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Figura 1 – Estágios da formação de biofilme  

Legenda: Processo de formação de biofilme bacteriano.  
Fonte: Adaptado de Maunders et al., 2017 

 

Os biofilmes permitem a persistência bacteriana a longo prazo e protegem as 

bactérias do reconhecimento pelo sistema imunológico. Para o S. agalactiae, o baixo 

pH e a presença de plasma aparecem como fatores ambientais cruciais por meio do 

controle da expressão de estruturas associadas à superfície bacteriana, como pili e a 

cápsula polissacarídica, ambas envolvidas na promoção da formação de biofilme 

bacteriano (Bjarnsholt et al., 2018; Miranda et al., 2018). 

A capsula polissacarídica (CPS) é um dos mais importantes fatores de 

virulência presentes no S. agalactiae e um possível alvo para a elaboração de uma 

vacina multivalente efetiva (Johri et al., 2006). Todos os isolados clínicos de S. 

agalactiae expressam uma cápsula polissacarídica; dez tipos capsulares diferentes 

foram identificados até a presente data (Kogan et al., 1996). Desde os primeiros 

estudos em S. agalactiae, a cápsula tem despertado muito interesse, pois anticorpos 

anticapsulares conferem imunidade protetora e porque a tipagem capsular é 

epidemiologicamente importante (Edwards e Baker, 2001).  

Polissacarídeos capsulares distintos que fundamentam o sistema de tipagem, 

permitem a evasão imune, uma vez que as modificações de ácido siálico ligadas a 

α2 → 3 usam mimetismo molecular com epítopos de açúcar do hospedeiro. A ligação 

direta à lectinas semelhantes a imunoglobulinas (Siglecs) em leucócitos promove a 

ADESÃO REVERSÍVEL             ADESÃO IRREVERSÍVEL              MATURAÇÃO DO BIOFILME                                             DISPERSÃO 
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inibição da ativação do complemento C3 na superfície bacteriana (Pezzicoli et al., 

2012; Chang et al., 2014). 

A translocação de S. agalactiae através da barreira epitelial é facilitada ainda 

mais pelo fator de virulência β-hemolisina/citolisina (β-H/C) (Doran et al., 2002; Doran, 

Liu, Nizet, 2003). β-H/C induz a citólise em células eucarióticas e promove a invasão 

bacteriana através das barreiras epiteliais e endoteliais, incluindo a barreira 

hematoencefálica. Em camundongos, β-H/C induziu inflamação placentária e parto 

prematuro, independentemente da ascensão bacteriana (Doran et al., 2002). 

Amostras de S. agalactiae deficientes em β-H/C demonstraram apresentar virulência 

prejudicada em vários modelos in vivo, incluindo pneumonia, sepse e meningite 

(Doran et al., 2002; Hensler et al., 2005). Dessa forma, os níveis de expressão de β-

H/C parecem determinar se s. agalactiae estabiliza seu nicho para permitir a 

colonização ou se torna invasivo. Além disso, a toxina formadora de poros e o fator 

CAMP podem contribuir para a patogênese de S. agalactiae sob certas circunstâncias 

(Lang, Palmer, 2003), mas é dispensável para virulência sistêmica (Hensler et al., 

2008). 

Um dos principais responsáveis por uma grande proporção das infecções 

neonatais invasivas são as amostras CC17 (complexo clonal 17) pertencentes ao tipo 

capsular III. As amostras sequência tipo 17 (ST-17), codificadas pelo gene hvga, 

ganharam interesse especial devido à sua forte associação com a meningite neonatal. 

As amostras pertencentes ao ST-17 são relatadas como hipervirulentas, 

representando mais de 80% das infecções neonatais de início tardio por S. agalactiae 

e estão frequentemente, mas não exclusivamente, associadas à meningite (Jones et 

al., 2003; Lamy et al., 2006; Manning et al., 2009; Tazi et al., 2010; Bellais et al., 2012; 

Florindo et al., 2014). 

A análise filogenética comparativa de isolados humanos e bovinos revelou que 

as amostras pertencentes ao CC17 pertencem a um grupo homogêneo com origem 

recente e recombinação limitada em comparação com outros complexos clonais 

(Sørensen et al., 2010; da Cunha et al., 2014). Além disso, a análise evolutiva entre 

isolados de S. agalactiae de origem humana e bovina demonstrou que a ST-17 é a 

única linhagem humana agrupada dentro da população bovina (Bisharat et al., 2004). 

Nas manifestações clínicas, o gene hvga medeia tanto a colonização quanto a 

invasão no intestino, conferindo tropismo meníngeo em camundongos neonatos 

(Banks et al, 2003; Baker et al., 2004). Curiosamente, as amostras de S. agalactiae 
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isoladas de sangue e do fluido cerebroespinal durante a doença invasiva expressaram 

níveis mais elevados de hvga em comparação ao S. agalactiae cultivado in vitro, 

indicando aumento da expressão de hvga durante a infecção. 

 

 

Sistema de Secreção tipo 7 (SST7) 

 

Diferentes espécies bacterianas dependem de estruturas macromoleculares 

altamente especializadas embutidas em seus envelopes celulares para injetar 

proteínas efetoras em células eucarióticas, procarióticas, ou para liberá-las no 

ambiente extracelular (Rivera-Calzada et al., 2021). Bactérias no geral utilizam 

sistemas de secreção como moduladores celulares no hospedeiro como um 

mecanismo de defesa contra a morte interbacteriana, para adquirir nutrientes, trocar 

material genético e promover virulência no hospedeiro (Spencer et al., 2021).  

Na literatura são descritos nove sistemas de secreção distintos (I ao IX) que 

apresentam diferentes mecanismos de ação e estrutura (Costa et al., 2015; Rapisarda 

et al., 2018). Dependendo da arquitetura do sistema de secreção, os substratos são 

transferidos em um processo de etapa única, diretamente do citosol bacteriano para 

seu alvo ou em um mecanismo de duas etapas, onde substratos são primeiro 

transferidos para o periplasma, seguidos por uma segunda etapa de transferência 

através da membrana externa, utilizando nanomáquinas especializadas (Rivera-

Calzada et al., 2021). 

Vários sistemas de secreção podem coexistir no mesmo microrganismo e sua 

presença muitas vezes se correlaciona com patogenicidade, o que os torna 

importantes candidatos para novas abordagens terapêuticas (Abby et al., 2016). Os 

sistemas de secreção podem ser organizados como clusters de genes ou operons em 

genomas ou plasmídeos. A organização genética muitas vezes revela a origem 

dessas nanomáquinas e como a natureza atribuiu novas funções para maquinarias 

ancestrais. Como exemplos temos o sistema de secreção tipo III que constitui o núcleo 

da maquinaria de motilidade flagelar e o sistema de secreção tipo VI que contém um 

aparelho de injeção tipo fago (Erhardt, Namba, Hughes, 2010; Ho, Dong, Mekalanos, 

2014). 

O primeiro sistema de secreção descrito foi o tipo VII (SST7), descoberto 

durante o estudo do patógeno Mycobacterium tuberculosis, principal agente causador 
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da tuberculose (Paulson, 2013). A tuberculose é a doença infecciosa que mais mata 

pessoas ao longo da história e ainda é uma das principais dez causas de morte no 

mundo (Rivera-Calzada et al., 2021). O primeiro substrato tipo VII identificado foi o 

alvo antigênico secretado de 6 kDa denominado ESAT-6 (EsxA). Esta pequena 

proteína que não apresenta uma sequência de sinal N-terminal clássica, demonstrou 

atuar como um antígeno imunodominante de células-T (Sorensen et al. 1995). 

M. tuberculosis possui cinco sistemas de secreção ESX/Tipo VII parálogos 

descritos até o momento (ESX, do inglês Early Secretory Antigen Target 6 System). 

Três desses sistemas, ESX-1, ESX-3 e ESX-5, medeiam a secreção de conjuntos 

específicos de proteínas efetoras que desempenham papéis definidos na tuberculose 

(Groschel et al., 2016; Famelis et al., 2019). O sistema de secreção de ESX-3 é 

expresso em resposta a condições limitantes de ferro e tem sido implicado na 

homeostase de metais, inibição da ativação de células T-helper (CD4+), maturação 

do fagossomo e reparo de danos fagossômicos induzidos pelo patógeno (Siegrist et 

al., 2009; Mehra et al., 2013; Tinaztepe et al., 2016). Os sistemas de secreção ESX 

apresentam um conjunto de cinco componentes conservados na membrana central 

(EccB, EccC, EccD, EccE, MycP; Ecc, componente conservado esx) que medeiam a 

secreção da família de fatores de virulência EsxA:EsxB, atuando como substratos 

clássicos do tipo VII (Abdallah et al., 2006; van Winden et al., 2016; Gray et al., 2016).  

Essa membrana é descrita como um polímero de três unidades de monômeros, onde 

cada dímero compreende uma cópia de MycP e dois protômeros, cada um com uma 

cópia de EccB, EccC, EccE e duas cópias de EccD.  

Estudos bioquímicos e estruturais nos sistemas de secreção de ESX-5 

demonstraram que quatro desses componentes (EccB, EccC, EccD, EccE) se 

agrupam em um poro de secreção hexamérico estável no envelope celular, enquanto 

MycP, uma protease ancorada na membrana, não está fortemente associada com o 

núcleo estável (Houben et al., 2016; Beckham et al., 2017). A proteína de acoplamento 

EccC reconhece proteínas efetoras no citoplasma e energiza seu transporte 

(Rosenberg et al., 2015). 

O sistema de secreção T7 não é específico para micobactérias patogênicas. 

Eles também estão presentes em micobactérias não patogênicas em outros gêneros 

bacterianos que possuem sistemas homólogos como Rhodococcus, Corynebacterium 

e Nocardia (Figura 2) (Ates, Houben, Bitter, 2015). 
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Figura 2 – Organização genética do sistema de secreção tipo 7 (SST7) em diferentes 

microrganismos  

Legenda: Loci genético do sistema de secreção tipo VII em Mycobacterium tuberculosis (Mtb), 
demonstrando os clusters ESX-1 e ESX-4 em comparação com o loci tipo VII equivalente em 
Streptomyces coelicolor, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis.  

Fonte: Bottai et al., 2017. 
 

A organização gênica mais simples, em comparação com o loci ESX 

micobacteriano, foi encontrada em clusters de genes que codificam sistemas de 

secreção tipo VII em Firmicutes (SST7b). O locus Ess de S. aureus consiste em 11 

genes associados ao sistema VII (Burts et al., 2005; Anderson et al., 2013), que 

incluem os genes esxA, esxB e essC, responsáveis por codificar proteínas WXG-100 

(as variantes de S. aureus EsxA e EsxB) e uma ATPase semelhante a FtsK/SpoIIIE 

ancorada na membrana (EssC). 

O locus Ess também contém genes que codificam as proteínas EssA, EssB e 

EssD, necessárias para a secreção dos substratos Ess, bem como genes esaC/esxC 

e esaD/esxD, que codificam pequenas proteínas que foram recentemente 

identificadas como substratos Ess específicos de estafilococos (Burts et al. 2008; 
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Anderson et al. 2011, 2013, Chen et al. 2012). Finalmente, esaB codifica um regulador 

negativo da atividade de secreção de Ess (Burts et al. 2008). 

Várias observações indicam que Ess desempenha um papel importante na 

virulência de S. aureus. Burts e colaboradores (2005) demonstraram que a secreção 

de EsxA e EsxB são necessários para a replicação de S. aureus em órgãos e tecidos 

de camundongos infectados. Além disso, a atividade de secreção de Ess também foi 

necessária para o estabelecimento de abscessos estafilocócicos, conferindo 

capacidade de persistir e evadir a resposta imune do hospedeiro (Burts et al. 2005, 

2008; Anderson et al. 2011). A inativação da via Ess pela alteração de componentes-

chave da maquinaria de secreção de Ess (EssC), bem como a deleção de esxA e 

esxB, promoveu uma redução significativa na capacidade de S. aureus de estabelecer 

abscessos renais ou hepáticos em modelo murino de disseminação hematogênica e 

formação de abscessos (Burts et al., 2008; Anderson et al., 2011). 

Outros substratos de Ess, como a proteína EsaC, embora sejam dispensáveis 

para o estabelecimento de infecções agudas, demonstraram ser necessários para a 

formação de infecção persistente em modelos animais (Burts et al. 2008). Além disso, 

recentemente demonstrou-se que o sistema de secreção Ess foi necessário para 

colonização nasal e virulência em modelo murino de pneumonia pulmonar por S. 

aureus (Kneuper et al. 2014). 

Apesar da variação na sequência de EssC e repertórios efetores putativos entre 

amostras e espécies bacterianas, análises genômicas indicam que o loci SST7b 

codifica componentes relativamente conservados (incluindo o terminal N de EssC), 

bem como homólogos da proteína EsxA WXG100 (Burts et al., 2005; Warne et al., 

2016; Spencer et al., 2021). Um número crescente de publicações tem mostrado um 

papel para o SST7b e/ou EsxA na patogênese de várias bactérias Gram-positivas 

(Garufi, Butler, Missiakas, 2008; Chatterjee et al., 2021). No entanto, o SST7b ainda 

não foi caracterizado no importante patógeno S. agalactiae. 

No geral, são escassos os trabalhos que apontem a presença desse sistema 

de secreção, ou de homólogos, no gênero Streptococcus. Até a presente data, 

somente cinco trabalhos foram publicados e estão disponíveis em plataformas de 

pesquisa como o PubMed. Por ser comprovadamente importante e presente em 

outras espécies bacterianas, incluindo recentemente outros Gram-positivos, torna-se 

importante identificar e caracterizar a presença desse sistema em S. agalactiae.  
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Sepse e dispersão bacteriana em diferentes órgãos-alvo 

 

 

 O Third International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock define 

sepse como uma disfunção no órgão que traz risco de morte causada pela resposta 

desregulada do hospedeiro em decorrência de uma infecção (Singer et al., 2016), 

estando associada a >10% da mortalidade hospitalar. O choque séptico é definido 

como uma sepse associada a anormalidades circulatórias, celulares e metabólicas 

(Frydrych et al., 2017).  

Sepse é uma síndrome causada por infecções bacterianas e a resposta 

inflamatória sistêmica, podendo levar à injuria tecidual, choque séptico e óbito (Levy 

et al., 2003). Nos EUA, cerca de 750.000 pessoas são admitidas em hospitais 

apresentando sepse e dessas 200.000 vão à óbito. Os gastos com essa doença 

também são exorbitantes, cerca de 16,7 bilhões de dólares são utilizados anualmente 

(Angus et al., 2001; Wang et al., 2003; Coopersmith et al., 2012).  

Considerando, nas últimas décadas, a rápida expansão da expectativa de vida 

associada a comorbidades, fragilidade fisiológica e senescência imune (Martin, 

Mannino, Moss, 2006), estima-se que a mortalidade causada por sepse pode 

aumentar exponencialmente (Kahn et al., 2015). Por mais que exista uma série de 

tratamentos propostos para a sepse, ainda não há uma terapia aprovada pelo Food 

and Drug Administration (FDA) que possibilite maior sobrevivência (Marshall, 2014).  

Diversos estudos sugerem uma sinergia entre a idade dos pacientes, presença 

de comorbidades e uma injúria persistente que cria um status de disfunção imune, 

imunossupressão, catabolismo e inflamação (Boomer et al., 2011; Gentile et al., 2012; 

Elliot et al., 2014). Pacientes com diabetes mellitus são fisiologicamente mais frágeis 

e são amplamente presentes nos pacientes que apresentam complicações pós-sepse 

e, consequentemente elevada taxa de mortalidade (Frydrich et al., 2017). 

O sistema cardiovascular é um dos sistemas mais importantes afetados pela 

sepse (Zoubi et al., 2018). A maioria dos pacientes que apresentam sepse, e todos os 

que tiveram choque séptico desenvolvem disfunções cardiovasculares (Merx, Weber, 

2007), levando ao aumento da mortalidade (Blanco et al., 2008). A bacteremia 

causada por S. agalactiae pode levar à deposição de células bacterianas nas válvulas, 

e uma posterior endocardite. Biofilmes de S. agalactiae na endocardite podem tomar 
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grandes proporções, levando o paciente a um alto risco de embolização (Amico, 

Calvo, Corrao, 2017; Raabe and Shane, 2019). 

 Bactérias encapsuladas têm sido responsáveis pela maioria dos casos de 

bacteremia e meningite (Thigpen et al., 2011; Martin et al., 2014). Dentre eles, S. 

agalactiae é considerado o maior causador dessas doenças. Esses organismos 

compartilham uma característica em comum, serem circundados por uma cápsula 

polissacarídica que promove a evasão do sistema imune (Sadarangani, 2018).  

 A ativação de NF-кB desempenha um papel crucial na fisiopatologia de 

pacientes com sepse (Kapoor et al., 2010; Khan et al., 2013; Coldewey et al., 2013) e 

diabéticos com cardiopatias. Na sepse, a ativação de NF-кB é secundária a ativação 

de TLR 2 e 4 pelos fragmentos da parede de bactérias Gram-negativas 

(lipopolissacarídeos) e Gram-positivas (peptideoglicanos, PepG) e ou citocinas pró-

inflamatórias como TNF-α e IL-1 (Zuckerman, Evans, Guthrie, 1991; Liu, Malik, 2006).  

Zoubi e colaboradores (2018) demonstraram que a inibição da ativação de NF-кB por 

um inibidor de IkB quinase (IKK-16) atenuou a disfunção cardíaca causada pela sepse 

em camundongos saudáveis (Coldewey et al., 2013) e com doenças crônicas renais 

(Chen et al., 2017).  

 A inflamação é um componente chave da resposta imune durante infecções 

com todos os estreptococos patogênicos (LaRock, Nizet, 2015). Durante o 

desenvolvimento da sepse, o recrutamento de células imunes, principalmente da 

imunidade inata, é crucial para combater o patógeno. Neutrófilos são críticos para a 

rápida erradicação de patógenos bacterianos, mas também contribuem para o 

desenvolvimento de falência múltipla de órgãos e dano tecidual na sepse (Deitch, 

1992; Craciun, Schuller, Remick, 2010).  Em um modelo de sepse murino proposto 

por Ness e colaboradores (2003), a redução do recrutamento de neutrófilos para o 

sítio de infecção aumentou a sobrevivência dos animais, contudo no trabalho 

publicado por Mercer-Jones e colaboradores (1997) essa diminuição foi 

extremamente prejudicial. Sendo assim, estudos mais profundos analisando o papel 

desse tipo celular durante a sepse de cada micro-organismo deve ser estudada mais 

profundamente, visando buscar respostas mais específicas.  

Para desempenhar sua função, os neutrófilos devem migrar da corrente 

sanguínea para o local da infecção em resposta a fatores quimiotáticos, incluindo o 

peptídeo C5a, leucotrieno B4, e quimiocinas CXC, como CXCL8 (Luster, 1998). 

Camundongos não possuem CXCL8, mas dois homólogos funcionais já foram 
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descritos: CXCL1 (KC) e CXCL2 (MIP-2). KC é uma importante quimiocina capaz de 

atrair neutrófilos ao sítio de infecção, e se liga ao receptor CXCR2 em camundongos 

(Ritzman et al., 2010). Filippo e colaboradores (2008) demonstraram que os 

macrófagos residentes dos tecidos são a maior fonte produtora dessas quimiocinas, 

responsáveis por atrair os neutrófilos.  

A inflamação mediada pelo inflamassoma e pela citocina IL-1β são alguns dos 

primeiros e mais importantes alarmes de infecção. Essas vias são responsivas aos 

fatores de virulência que os patógenos usam para subverter os processos 

imunológicos e, portanto, são tipicamente ativadas apenas por patógenos com 

potencial para causar doenças graves, como a sepse (LaRock, Nizet, 2015). IL-1β é 

uma citocina capaz de ativar monócitos, macrófagos, neutrófilos e também induzir a 

resposta de Th1 e Th17. Sua ativação acontece a partir de proteases, em especial a 

caspase-1, que é por sua vez ativada pelos inflamossomas (Netea et al., 2010).  

Uma pesquisa recente realizada por Ali e colaboradores (2015) demonstrou 

que o tratamento com o antagonista do receptor de IL-1 agrava a artrite séptica 

estafilocócica e a sepse em camundongos. Além disso, de acordo com o autor, a IL-

1β contribui para o recrutamento de macrófagos e eliminação de Streptococcus 

pneumoniae em modelo de sepse. Contudo, de acordo com Zhang e colaboradores 

(2014), o efeito de IL-1β pode ser antagonista, aumentando o risco de sepse para 

alguns patógenos. Estudos mais aprofundados envolvendo a expressão dessa 

citocina na infecção bacteriana generalizada precisam ser conduzidos para esclarecer 

melhor questões como essa.  

O uso de diferentes modelos de infecção é importante em S. agalactiae para 

mimetizar as diferentes formas utilizadas pelo patógeno para causar diferentes 

doenças, através da sua dispersão pela corrente sanguínea e desenvolvimento de 

sepse (Andrade et al., 2018). Modelos experimentais de meningite bacteriana são 

usados para obter mais informações sobre os mecanismos pelos quais os leucócitos 

são atraídos para o sistema nervoso central, e quais os mecanismos de ação dos 

micro-organismos para ultrapassar a barreira hematoencefálica. Durante a meningite 

bacteriana experimental murina, concentrações aumentadas de KC e MIP-2 foram 

encontradas em camundongos com meningite pneumocócica ou meningocócica 

(Zwijnenburg et al., 2006).   

A utilização de modelos de infecção que estudem a capacidade de S. 

agalactiae em aderir e invadir células do trato vaginal, além de ascender ao útero e 
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ser capaz de ultrapassar a barreira placentária são de extrema relevância (Patras, 

Doran, 2016). Duas citocinas tem um papel importante protetivo em infecções com 

outros patógenos como Candida albicans, IL-17 e IL-23 (Wu et al., 2006; Pietrella et 

al., 2011).  

IL-17 é produzida em resposta à ativação das células CD4 Th17 que conferem 

proteção contra infecções bacterianas e fúngicas extracelulares, particularmente em 

superfícies de células epiteliais (Curtis, Way, 2009). A IL-23 é uma interleucina 

heterodímera da família das IL-12 (Yannam et al., 2012). É produzida pela ativação 

das células dendríticas, macrófagos e monócitos, sendo assim considerada uma 

citocina ativada durante a atuação das células da imunidade inata (Oppman et al., 

2000; Lee et al., 2004; Tchatalbachev et al., 2010). A IL-23 também pode ser ativada 

devido à presença de IL-17, o que é importante na indução de outras citocinas, 

recrutamento de neutrófilos e morte bacteriana.  

  O estudo do desenvolvimento da sepse causada por S. agalactiae, e suas 

possíveis consequências envolvendo o surgimento de outras doenças é muito 

importante, principalmente em grupos de pacientes imunocomprometidos. A 

preocupação eminente com a resistência aos antimicrobianos, a falta de uma vacina 

que possa ser utilizada por esses pacientes e sua imunidade alterada em decorrência 

de comorbidades associadas é preocupante, e trabalhos que busquem auxiliar na 

resolução desse problema são de extrema relevância. 

 

 

Endocardite e doenças pulmonares 

 

 

 A endocardite bacteriana ou endocardite valvular é uma patologia produzida 

por uma infecção microbiana na superfície endotelial valvular (Calvert, 1982; Pompeu, 

2003). As válvulas anormais ou lesadas são as mais susceptíveis a infecções. O 

acúmulo de bactérias e coágulos sanguíneos nas válvulas, denominadas vegetações, 

podem soltar-se e deslocar-se até órgãos vitais, que por sua vez podem obstruir o 

fluxo sanguíneo arterial (Barroso et al., 2005). Essas obstruções são graves e podem 

levar o paciente a ter um acidente vascular cerebral, infarto do miocárdio, infecção e 

lesão da área onde estiverem localizadas (Barroso et al., 2005). O lado esquerdo do 

coração é o mais afetado, sendo a válvula mitral mais atingida do que a aórtica. A 
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válvula tricúspide é ocasionalmente atingida, enquanto a pulmonar é atingida 

raramente (Hawe, 1980). 

 Normalmente o endotélio valvular normal é resistente à colonização bacteriana 

(Durack, Beeson, Petersdorf, 1973). Para o desenvolvimento da endocardite é 

necessária a ocorrência simultânea de alguns eventos: alteração da superfície da 

válvula cardíaca que produz um sítio adequado para aderência e colonização 

bacteriana; bacteremia com organismo capaz de aderir e colonizar o tecido da válvula, 

e a criação de uma massa infecciosa ou “vegetação” a partir da proliferação do 

organismo com uma matriz (por exemplo a fibrina) e plaquetas (Holland et al., 2016).  

 A endocardite bacteriana é relativamente rara, porém pode ser fatal. A 

incidência mundial nos últimos anos aumentou de 1,5 para 11,6 casos a cada 100.000 

pessoas. Mesmo com terapias avançadas, a taxa de mortalidade é de 

aproximadamente 25% (Holland et al., 2016).  

 Cerca de 80% dos casos de endocardite são causados pelos gêneros 

Streptococcus e Staphylococcus (Holland et al., 2016). Hirai e colaboradores (2017) 

descreveram um estudo de caso, onde a paciente apresentou endocardite bacteriana 

causada por S. agalactiae (amostra do tipo capsular VI) e complicações subjacentes 

como pericardites, abcessos intraventriculares e aneurisma.  Entre os anos 

1930 e 1940, a endocardite causada por S. agalactiae era predominantemente 

associada a infecções agudas em mulheres grávidas ou pós-parto, primordialmente 

envolvendo a válvula mitral (Lerner et al., 1977). A epidemiologia da endocardite 

causada pelo S. agalactiae se desenvolveu com o tempo e casos descritos na década 

de 1960 apontavam agora homens e mulheres grávidas sendo acometidos com essa 

doença em válvulas aórticas e tricúspide (Raabe & Shane, 2019).  

 Apesar de anormalidades nas válvulas cardíacas serem consideradas um fator 

de risco para a endocardite causada por S. agalactiae, muitos casos vêm sendo 

descritos também em corações estruturalmente normais (Georgieva et al., 2010; 

Ariyoshi, Miyamoto, Bolger, 2016). Segundo um levantamento dos casos clínicos entre 

1984 e 2004, cerca de 41% dos pacientes com endocardite causada pelo S. agalactiae 

foram à óbito (Georgieva et al., 2010). De acordo com Sambola e colaboradores 

(2002) 11 a cada 30 adultos com endocardite causada por S. agalactiae possuem 

menos de 65 anos. Vários deles apresentavam comorbidades adjacentes como 

doenças cardíacas, doenças reumáticas e prótese mecânica.  Os sintomas 

dessa doença se apresentaram entre o primeiro e o trigésimo dia e os sinais clínicos 
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mais comuns foram febre e falência cardíaca do lado esquerdo ou derrame. As 

válvulas mitral e aórtica foram as mais envolvidas (Sambola et al., 2002; Rajagopalan, 

2005).   

A endocardite causada por S. agalactiae é uma doença agressiva com taxas 

significantes de complicações locais e sistêmicas (Abdelghany, Schenfeld, 2014). 

Essas complicações podem incluir embolia, falha do coração e significante 

mortalidade (Abdelghany, Schenfeld, 2014). O tratamento da endocardite causada por 

S. agalactiae é desafiador. Esse microrganismo é geralmente susceptível a 

antibióticos beta lactâmicos, contudo a concentração mínima inibitória (MIC) em casos 

de endocardite tende a aumentar em relação às outras espécies de Streptococcus 

(Bayer et al., 1976). Esses pacientes são usualmente tratados com antibióticos beta-

lactâmicos combinados com gentamicina. O tratamento cirúrgico pode ser 

considerado, especialmente em pacientes que apresentam embolia, falha do coração 

ou falha nos tratamentos (Rollán et al., 2003).    

São poucos os estudos que correlacionam a maior prevalência de endocardite 

em pacientes diabéticos. Moreno e colaboradores (2002) demonstraram que níveis 

elevados de glicose no sangue são comumente encontrados em pacientes com 

endocardite. Pacientes com diabetes mellitus e bacteremia causada por estafilococos 

foram mais susceptíveis a desenvolver endocardite do que os pacientes não-

diabéticos (Cooper, Platt, 1982).  

 

 

Diabetes e inflamação 

 

 

Diabetes é um grupo de doença metabólica caracterizada por hiperglicemia 

resultante de defasagem na secreção de insulina, problemas na ação da insulina ou 

ambos. A hiperglicemia crônica está associada com danos a longo-prazo, disfunção e 

falha de diferentes órgãos, especialmente olhos, rins, nervos, coração e vasos 

sanguíneos. Uma série de processos patogênicos estão associados ao 

desenvolvimento da diabetes. Podem ir desde a destruição autoimune das células β-

pancreáticas que levam à deficiência na insulina até a anormalidades que resultam na 

resistência à ação da insulina (American Diabetes Association, 2011). 
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A diabetes mellitus é uma doença comum e devastadora, frequentemente 

encontrada em pacientes críticos (Frydrich et al., 2017). A incidência mundial e 

prevalência da diabetes em locais como nos Estados Unidos duplicou de 11,9 milhões 

de pessoas nos anos 2000 para 21,9 milhões de pessoas em 2014 (CDC, 2016). Em 

2014, a estimativa era de 422 milhões de adultos no mundo com diabetes mellitus, 

comparados a 108 milhões em 1980. O maior crescimento na prevalência da diabetes 

tem sido em países em desenvolvimento (CDC, 2016).  

Infecções por S. agalactiae são comumente associadas com doenças 

adjacentes, principalmente diabetes mellitus e pessoas imunocomprometidas (Huang 

et al., 2006). A diabetes mellitus é a comorbidade mais comum, tipicamente presente 

em 20%-25% dos adultos não-grávidos colonizados por S. agalactiae (Frydrich et al., 

2017). Navarro-Torné e colaboradores em 2021 demonstraram que a diabetes foi a 

comorbidade mais presente em relatados de doenças invasivas causadas por S. 

agalactiae.  Em Atlanta, mais de 40% dos jovens e adultos (18-64 anos) com infecções 

invasivas por S. agalactiae possuíam diabetes (Farley, 2001). Outras condições 

incluindo obesidade, cirrose, histórico de derrame, câncer de mama, úlcera de 

decúbito e bexiga neurogênica também tem sido associadas com o risco aumentado 

de infecções invasivas pelo S. agalactiae (Jackson et al., 1995). 

Pacientes com diabetes apresentam um maior risco de desenvolvimento de 

sepse, além do aumento da morbidade e mortalidade (Tiwari et al., 2011). A 

combinação da maior incidência, prevalência e aumento da expectativa de vida dos 

indivíduos com diabetes, combinados ao maior risco de infecções está resultando 

numa expansão rápida da população apresentando sepse e consumindo mais 

recursos médicos (Frydrich et al., 2017).  

A diabetes está associada com o aumento da susceptibilidade às infecções 

bacterianas invasivas (Kenzel et al., 2012). A insulina por sua vez tem sido atribuída 

às propriedades regulatórias da resposta antimicrobiana e inflamatória nas infecções 

(Martins et al., 2009; Martins et al., 2010). Pacientes resistentes à insulina apresentam 

polimorfonucleares (PML) com funções alteradas, modificando a resposta de defesa 

do hospedeiro às infecções bacterianas (Kenzel et al., 2012). Alterações das vias de 

sinalização e a geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) pelos fagócitos estão 

envolvidas no desenvolvimento de complicações da diabetes (Ferreira et al., 2015). 

Dentre as ROS produzidas pelas células fagocíticas, destaca-se o superóxido 

produzido no momento em que microrganismos são fagocitados pela célula. O 
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superóxido atua como precursor do peróxido de hidrogênio que, por não possuir 

carga, consegue permear a membrana livremente (Halliwell, 1990). Uma vez no 

citoplasma bacteriano, o superóxido de hidrogênio pode gerar radicais hidroxil que 

causam danos celulares (Halliwell, 1990). Sabe-se que S. agalactiae é capaz de 

sobreviver por longos períodos dentro de fagócitos, contribuindo para o progresso de 

doenças causadas por este patógeno (Teixeira et al., 2001; Thwaites, 2011). Contudo, 

o papel das ROS durante a infecção por S. agalactiae permanece pouco conhecido. 

Adultos com diabetes mellitus podem desenvolver múltiplas anormalidades em 

relação à função dos fagócitos, além de alterações na aderência dos leucócitos e na 

quimiotaxia. O sistema antioxidante envolvido na atividade bactericida das células 

imune também pode ser afetado (Joshi et al., 1999; Rajagopalan, 2005). A ativação 

persistente de um pequeno número de neutrófilos em associação com a hiperglicemia 

ou a presença dos produtos finais da glicosilação podem modificar a resposta dos 

neutrófilos (Delamaire et al., 1997; Rajagopalan, 2005). Além disso, a diabetes está 

sendo associada com uma redução na resposta das células T e com desordens na 

imunidade humoral (Geerlings, Hoepelman, 1999; Casqueiro, Casqueiro, Alves, 

2012). Consequentemente, a diabetes mellitus aumenta a susceptibilidade às 

infecções e complicações como hipoglicemia e cetoacidose.  

A diabetes também pode predispor os pacientes aos danos musculares. 

Modificações microangiopatogênicas e aterosclerose estão associados com 

microinfartos (Nielsen et al., 2017). A subsequente diminuição do fornecimento 

sanguíneo e hipóxia local pode aumentar o risco de infecções e formação de 

abcessos. Membranas densamente espessadas nos capilares já foram notadas em 

diabéticos e são capazes de inibir a migração de neutrófilos (Panikkath et al., 2016).  

Modelos animais diabéticos são capazes de demonstrar evidências de que a 

hiperglicemia está associada com o aumento de mortalidade entre os diabéticos, em 

experimentos de sepse (Koga et al., 2017). Estudos com modelos animais 

demonstraram que a maneira ideal para a indução à diabetes mellitus é utilizando a 

droga estreptozotocina. Essa droga é isolada de Streptomyces achromogenes var. 

streptozoticus e possui propriedades citotóxicas que causam danos irreversíveis às 

células beta-pancreáticas (Edwards, Fuselier, 1983). 

Ainda são escassos os estudos que correlacionam a diabetes com infecções 

bacterianas por S. agalactiae e, posterior desenvolvimento da sepse. Apesar disso, 

grande parte dos adultos não grávidos que apresentam sepse são diabéticos. O 
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aumento da proporção da inflamação sem resolução, com altos níveis de produção 

de oxidantes e citocinas pró-inflamatórias parece estar relacionado com essa maior 

susceptibilidade às infecções. Dessa forma, são necessárias investigações mais 

aprofundadas sobre a resposta imune dos pacientes diabéticos a partir de modelos in 

vivo e in vitro em condições de cultivo estático com o intuito de contribuir para a 

diminuição da mortalidade a partir de infecções por S. agalactiae e doenças como a 

sepse, endocardite, pneumonia e meningite.   
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1 OBJETIVOS 

 

 

Nos últimos anos houve um aumento considerável e preocupante de infecções 

por S. agalactiae em adultos e idosos, principalmente portadores de doenças crônicas 

como diabetes mellitus. De acordo com levantamentos bibliográficos, pacientes 

diabéticos desenvolvem outras doeças como sepse, pneumonia, endocardite e 

meningite em resposta à infecção por S. agalactiae. Buscamos compreender, nesse 

trabalho, se o aumento de citocinas pró-inflamatatórias e expressão de espécies 

reativas de oxigênio, em decorrência da infecção por S. agalactiae, pode sinalizar um 

agravamento na condição inflamatória desses pacientes, e em contrapartida 

potencializar a capacidade do patógeno em evadir o sistema imune. Além disso, 

hipotetizamos se a presença de fatores de virulência e sistemas de secreção proteica 

tornam S. agalactiae mais apto a sobreviver em condições hiperglicêmicas, e causar, 

a partir de diferentes mecanismos, doenças graves e que podem levar diabéticos á 

óbito.  

 
 

Objetivos Específicos: 

 

a) Verificar se a adição da glicose é capaz de alterar a formação de biofilme das 

amostras de S. agalactiae; 

b) Analisar se as amostras de S. agalactiae alteram o pH dos diferentes meios de 

cultura;  

c) Avaliar a capacidade de disseminação e persistência bacteriana em diferentes 

órgãos-alvo (cérebro, pulmão, fígado, coração) e sangue a partir de vias de 

infecção distintas, em animais diabéticos e não-diabéticos das linhagens CD-1 

e C57Bl/6; 

d) Avaliar a capacidade de S. agalactiae em persistir por diferentes períodos de 

tempo em animais diabéticos e não diabéticos; 

e) Verificar a importância do gene essC, pertencente ao operon do SST7, para a 

ascenção de S. agalactiae nos órgãos do trato vaginal e na ultrapassagem da 

barreira hematoencefálica;  
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f) Verificar se S. agalactiae é capaz de se manter viável em macrófagos 

bronqueoalveolares obtidos de animais diabéticos e não-diabéticos; 

g) Analisar a produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, KC, IL-17, IL-23) em 

diferentes órgãos-alvo dos animais diabéticos ou não diabéticos infectados por 

via vaginal e caudal; 

h) Quantificar a produção de espécies reativas de oxigênio em macrófagos 

obtidos de lavado brônquico de animais diabéticos infectados e animais 

controles; 

i) Caracterizar o perfil de células imunes utilizando marcadores para macrófagos, 

neutrófilos, células dendríticas e células T no coração e pulmão dos animais 

diabéticos ou não infectados com amostras de S. agalactiae;  

j) Identificar indícios histopatológicos de endocardite bacteriana e meningite.  
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2 METODOLOGIA 

 
 
2.1 Amostras bacterianas 

 
 
Foram utilizadas as amostras de S. agalactiae GBS90356, COH1, NCTC 10/84 

e DO1 provenientes da coleção de cultura do Laboratório de Biologia Molecular e 

Fisiologia de Estreptococos (LBMFE/UERJ) e as amostras NCTC 10/84∆essC, CJBIII 

e CJBIII∆essC provenientes do Doran Lab – Universidade do Colorado - Anschutz 

Medical Campus/EUA. A identificação e tipagem por PCR dos microorganismos foi 

realizada de acordo com a metodologia descrita por Poyart e colaboradores (2007).  

Os tipos capsulares e origem das amostras estão demonstrados na tabela a seguir 

(Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Lista das amostras de S. agalactiae utilizadas e suas respectivas 

informações epidemiológicas  

Amostra Tipo Capsular  Origem 

GBS90356 III Isolada de líquor de paciente 

recém-nascido levado à óbito 

por meningite  

COH1 III Isolado clínico obtido de 

paciente recém-nascido com 

sepse no Children’s 

Orthopedic Hospital (EUA) 

D01 III Isolada de paciente diabética 

com infecção urinária 

NCTC 10/84 V Isolado clinico humano  

CJBIII V Isolado clínico de sepse 

neonatal 

NCTC 10/84∆essC V Mutação no gene essC, 

presente na maquinaria do 

sistema de secreção tipo 7 

em bactérias Gram-positivas 

CJBIII∆essC V Mutação no gene essC, 

presente na maquinaria do 

sistema de secreção tipo 7 

em bactérias Gram-positivas 
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A cultura bacteriana foi armazenada a -80°C em alíquotas de meio líquido Brain 

Heart Infusion (BHI; Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, USA) contendo 

20% de glicerol. As amostras foram crescidas em placas de agar sangue contendo 

5% de hemácias de carneiro (Plast Labor LTDA, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Para 

realização das interações in vivo por via intranasal, as culturas bacterianas foram 

padronizadas para uma densidade ótica de 0,2 unidades de densidade ótica (UDO) 

em ʎ= 540nm (~1x105 unidades formadoras de colônia por mililitro [UFC/mL]) e 0,4 

UDO em ʎ= 540nm (~1x107 UFC/mL) para os demais experimentos. 

 

 

2.2 Comitê de ética 

 

 

Os estudos realizados com animais estiveram de acordo com a aprovação do 

Comitê de Ética para o cuidado e uso de animais experimentais do Instituto de Biologia 

Roberto Alcantara Gomes (CEUA – IBRAG), registrado pelo número 47/2016. 

Os experimentos realizados durante o período sanduíche no laboratório da 

Profa. Kelly Doran foram realizados em acordo com o Institutional Animal Care and 

Use Committee (IACUC) pertencente à Universidade do Colorado Anschutz Medical 

Campus, sob o número de protocolo #00316. 

 

 

2.3   Identificação do tipo capsular e detecção dos genes da sequência tipo 

17 da amostra D01 

 

As amostras GBS90356, COH1, NCTC 10/84 e CJBIII foram previamente 

caracterizadas (Tettelin et al., 2005; Hooven et al., 2014; Lannes-Costa et al., 2020; 

Spencer et al., 2021) e dessa forma já tínhamos o conhecimento dos genes de fatores 

de virulência do nosso interesse e do tipo capsular de cada amostra. A tipagem 

capsular da amostra de S. agalactiae D01 foi realizada através da técnica de PCR 

multiplex. O DNA bacteriano foi extraído através de lise térmica e 20μL do seu 

sobrenadante foram utilizados nas reações de amplificação. Foram utilizados primers 

específicos para os tipos capsulares Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VII, VIII e IX, baseados na 
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temperatura de anelamento e capacidade de gerar tamanhos de amplicons 

distinguíveis, medidos em pares de base (Poyart et al., 2007, Lannes-Costa et al., 

2020). 

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose 

1,5% em TBE 1x (Tris 89mM, EDTA 2mM e ácido bórico 89mM), corados com SYBR 

Green e visualizados como bandas brancas sobre um fundo negro por transiluminação 

UV. O Plus DNA (Invitrogen; 1µg/µL) foi utilizado como padrão de tamanho molecular. 

Um controle negativo que consistiu na mesma mistura de reação, mas com água 

bidestilada em vez de DNA, foi incluído em cada ensaio. A corrida dos géis foi 

realizada em aparelho de eletroforese Biorad- Power Pac Basic. O sistema foi 

montado em cuba horizontal e colocado sob a voltagem de 100V por 70min a 

temperatura ambiente. 

 A amostra D01 foi submetida à verificação do gene de virulência hvga por PCR 

para confirmação da ST-17. No termociclador (VERITI 96 WELL THERMAL CYCLER, 

AppliedBio), 25μL de reação final (200μM cada dNTP, 5u/μL de GoTaq polimerase, 

tampão GoTaq 5x e 50ng DNA) foram utilizados, seguindo os padrões utilizados 

anteriormente na tipagem. As temperaturas e tempos utilizados para desnaturação, 

anelamento e amplificação foram: 96°C por 1min, 45°C por 1min e 72°C por 45s, por 

35 ciclos. Um total de 20μL de cada produto de PCR foi separado por eletroforese 

num gel de agarose para confirmar a amplificação bem sucedida. 

 

 

2.4 Ensaios de biofilme  

 

 

Para os experimentos de produção de biofilme foram selecionadas as amostras 

COH1, GBS90356 e D01, disponíveis no LBMFE/UERJ.  

Suspensões bacterianas (108 UFC/mL) em meio Tryptic Soy Broth (TSB) e 

Brain Heart Infusion (BHI) foram distribuídas em microplacas de poliestireno com 96 

poços (200µL/poço) (Corning Incorporated, Corning, NY, EUA) e incubadas por 24h a 

37°C. As placas foram divididas em quatro condições distintas: meio BHI, meio BHI 

acrescido com 1% de glicose, meio TSB e meio TSB acrescido com 1% de glicose. 

Após 24h, o sobrenadante foi retirado para verificar possíveis alterações de pH do 

meio utilizando fitas indicadoras de pH (MQuant, Supelco, Sigma-Aldrich). O biofilme 
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foi fixado com metanol 99%, corado com cristal violeta a 0,2% e solubilizado com ácido 

acético a 15%. A quantificação foi realizada em leitor de microplacas a λ=595nm 

(Thermo Scientific Multiskan Spectrum). O biofilme foi classificado em: não produtor 

de biofilme: DO492 ≤ DOc (valor de corte da DO); fraco produtor de biofilme: DO492 ≤ 

0,2 ≥ DOc; moderado produtor de biofilme: 0,2 < DO492 ≤ 0,4; forte produtor de biofilme: 

DO492> 0,4 (Swedan et al., 2019). 

 

 

2.5 Animais  

 

Nos experimentos realizados no LBMFE/UERJ foram utilizados 100 animais, 

entre machos e fêmeas, pertencentes à linhagem CD-1 IGS (Charles River 

Laboratories, USA). Os animais foram cedidos pelo Dr. Alexandre Dias do Instituto 

Nacional de Controle de Qualidade em Saúde, Departamento de Imunologia, 

Laboratório de Vacinas Bacterianas (LVB) – Fundação Oswaldo Cruz/RJ, com peso 

variando entre 30-40 gramas. Durante os experimentos realizados no exterior foram 

utilizados cerca de 200 animais, entre machos e fêmeas, pertencentes à duas 

linhagens distintas: CD-1 IGS e C57Bl/6 (The Jackson Laboratory, EUA).  

Os animais CD-1 são classificados como animais outbred. Esse grupo de 

animais é derivado de colônias heterogênicas, não consanguíneas, exocriadas ou 

exogâmicas, provenientes de cruzamentos ao acaso ou aleatoriamente e, por este 

motivo, seus descendentes apresentam constituição genética variada (CEDEME, 

2022). Os animais C57Bl/6, também conhecidos como B6, são camundongos inbred. 

São linhagens isogênicas, consanguíneas, endocriadas ou endogâmicas, obtidas a 

partir de cruzamentos entre irmãos por pelo menos 20 gerações consecutivas a partir 

de casais monogâmicos permanentes, denominados de fundadores ou casais de 

fundação. Esta estrutura de cruzamentos resulta em indivíduos geneticamente 

idênticos com grau de consanguinidade ou endogamia de 98,6% (CEDEME, 2022). 

Todos os animais foram submetidos à dieta padrão, possuindo acesso livre à 

água e ração. Os dados de consumo e massa corporal foram aferidos a partir de uma 

escala realizada a cada quatro dias e, posteriormente analisados estatisticamente 

utilizando o one-way ANOVA e o pós teste Newman-Keuls no GraphPad Prisma 5. 
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2.6 Grupos de estudo  

 

 

2.6.1 Grupos de estudo para a realização dos experimentos em modelo murino de 

diabetes induzida  

 

 

Para a realização do estudo os camundongos foram divididos em quatro 

grupos: 

Grupo 1 – Não-diabético não-infectado (NDNI): 15 animais (7 machos e 8 

fêmeas), que não foram submetidos à indução da diabetes por estreptozocina ou à 

infecção por S. agalactiae; 

Grupo 2 – Diabético não-infectado (DNI):  15 animais (7 machos e 8 fêmeas) 

submetidos à indução da diabetes por estreptozocina e livres de infecção por S. 

agalactiae; 

Grupo 3 – Não-diabético infectado com a amostra GBS90356 ou COH1 (NDI): 

76 animais (38 machos e 38 fêmeas) que não foram submetidos à indução da diabetes 

por estreptozotocina e nem infectados com as amostras de S. agalactiae GBS90356 

ou COH1. 

Grupo 4 – Diabético infectado com a amostra GBS90356 ou COH1 (DI): 76 

animais (38 machos e 38 fêmeas) submetidos à indução da diabetes por 

estreptozotocina e infectados com a amostra de S. agalactiae GBS90356 ou COH1. 

 

Foram dois os tempos de infecção: cinco dias e cinco semanas. Os 

experimentos no período de cinco dias, realizados no EUA, enquanto os experimentos 

de cinco semanas foram realizados no Brasil. Por limitação de tempo no período de 

doutorado sanduíche, parte dos experimentos descritos nos próximos tópicos foram 

realizados apenas no modelo de infecção de cinco dias.  

Os animais resistentes à droga não foram utilizados no estudo, assim como os 

animais que morreram em decorrência da diabetes. 
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2.6.2 Grupos de estudo para a realização dos experimentos visando a caracterização 

do SST7 em S. agalactiae 

 

 

Para a realização dos ensaios de infecção em modelo vaginal os camundongos 

foram divididos em dois grupos: 

 

Grupo 1: Camundongos CD1 submetidos à coinfecção com as amostras NCTC 

10/84 e NCTC 10/84ΔessC: 20 camundongos fêmeas submetidos à infecção vaginal 

com uma suspensão contendo as duas amostras NCTC 10/84 WT e NCTC 

10/84ΔessC; 

Grupo 2: Camundongos C57Bl/6 submetidos à coinfecção com as amostras 

CJB III e CJBIIIΔessC: 20 camundongos fêmeas submetidos à infecção vaginal com 

uma suspensão contendo as duas amostras CJB III WT e CJBIIIΔessC. 

 

Para a realização dos ensaios de infecção em modelo caudal os camundongos 

foram divididos em dois outros grupos: 

 

Grupo 1: Camundongos CD-1 infectados com a amostra CJB III: 20 

camundongos machos submetidos à infecção caudal com uma suspensão contendo 

a amostra de S. agalactiae CJB III; 

Grupo 2: Camundongos CD-1 infectados com a amostra CJB IIIΔessC: 20 

camundongos machos submetidos à infecção caudal com uma suspensão contendo 

a amostra de S. agalactiae CJB IIIΔessC. 

 

 

2.7 Indução da diabetes mellitus  

 

 

A indução da diabetes nos camundongos da linhagem CD-1 IGS foi realizada 

utilizando 180mg/kg da droga estreptozotocina (Sigma-Aldrich) diluída em tampão 

citrato por via intraperitoneal (SILVA et al., 2010). A aferição de peso de todos os 

animais foi feita 2h antes da indução. Os animais controle foram tratados com tampão 
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citrato puro. Após a indução, os animais receberam durante um dia água com adição 

de açúcar, além da ração já utilizada, com o intuito de evitar hipoglicemia. 

 

 

2.8 Aferição da glicemia 

 

 

A glicemia foi aferida 2h antes da indução da diabetes com a estreptozotocina 

e 48h após a indução da diabetes com o auxílio de um monitor de glicemia AccuCheck 

Active e fitas glicêmicas. Os animais foram previamente pesados e marcados com 

uma caneta permanente para identificação. Para a dosagem glicêmica, os animais 

foram momentaneamente imobilizados e submetidos a um pequeno corte na ponta da 

cauda, e o sangue foi retirado e colocado nas fitas glicêmicas para leitura pelo 

aparelho. Foi considerado diabético o animal com a glicemia acima de 200mg/dL, 

seguindo o parâmetro de Kasap e colaboradores (2017). A confirmação da glicemia 

foi realizada novamente ao final dos experimentos. 

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando o software GraphPad 

Prism 5, teste one-way ANOVA e pós teste Newman-Keuls. 

 

 

2.9 Modelo de infecção intranasal com a amostra de S. agalactiae GBS90356 

 

 

Para a realização da infecção intranasal, os camundongos foram inicialmente 

tratados com uma combinação anestésica (0,17mL xylazina, 2,83mL solução salina, 

0,33mL ketamina) por via intraperitoneal. Cada animal recebeu entre 0,10mL e 

0,15mL do anestésico. Posteriormente, os animais foram infectados com 30µL da 

suspensão bacteriana crescida em meio BHI (0,2 UDO; ~ 1x107 UFC/mL) por via 

intranasal, como demonstra a Figura 3. Os grupos infectados foram mantidos em 

caixas separadas, cerca de 3 a 4 animais por caixa, até o momento da eutanásia. O 

período de infecção utilizado foi de cinco semanas (infecção crônica).  
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Figura 3 – Modelo de infecção murina intranasal com amostra de S. agalactiae 

 

Legenda: Infecção murina realizada via intranasal em camundongos CD1 com cerca de 6 a 8 semanas, 

utilizando a amostra de S. agalactiae GBS90356. 

 

A partir desse modelo foram realizadas análises histológicas cardíacas, 

contagem de UFC/mL nos diferentes órgãos-alvo, obtenção do lavado 

bronqueoalveolar para obtenção de macrófagos pulmonares e dosagem de espécies 

reativas de oxigênio.  

 

 

2.10 Modelo de infecção intraperitoneal (IP) com as amostras de S. agalactiae 

GBS90356 e COH1 

 

Nos experimentos em que utilizamos o modelo de infecção intraperitoneal, a 

suspensão bacteriana crescida em meio BHI (0,4 UDO; ~ 1x107UFC/mL) foi 

administrada diretamente via injeção IP com agulhas de insulina (12,7mm, BD Ultra 

Fine), num volume de 100µL, como demonstrado na Figura 4. Os animais controle 

foram tratados com tampão PBS puro. Os grupos foram mantidos em caixas 

separadas até o momento da eutanásia, e os animais que foram infectados com a 

amostra GBS90356 não tiveram contato com os animais infectados com a amostra 

COH1. Para esse modelo foi utilizado apenas o tempo de cinco dias (infecção aguda).  
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Figura 4 - Modelo de infecção murina intraperitoneal com amostras de S. agalactiae 

 Legenda: Infecção murina realizada via intraperitoneal em camundongos CD1 com cerca de 6 a 8 
semanas, utilizando as amostras de S. agalactiae GBS90356 e COH1. 

 

Utilizamos esse modelo para realizar análises histológicas cardíacas, 

contagem de UFC/mL nos diferentes órgãos-alvo, obtenção do lavado 

bronqueoalveolar, ensaios de ELISA para quantificação dos níveis de citocinas pró-

inflamatórias, extração de RNA para qPCR e citometria de fluxo para identificar 

marcadores de células imunes.  

 

 

2.11 Modelo de infecção vaginal com as amostras de S. agalactiae NCTC 10/84, 

NCTC 10/84∆essC, CJBIII e CJBIII∆essC 

 

 

Para a realização dos experimentos em modelo vaginal de infecção foram 

utilizadas apenas camundongos fêmeas, das duas linhagens distintas CD1 e C57Bl/6. 

As amostras NCTC 10/84, NCTC 10/84∆essC, CJBIII e CJBIII∆essC foram crescidas 

em meio THB (Todd Hewitt broth) e preparadas para inoculação (0,4 UDO, ~ 2x108 

UFC/mL). No dia anterior à infecção, os animais foram tratados com β-estradiol diluído 

em óleo sesame (0,5mg em 500µL) via IP (100µL por animal) visando regular o ciclo 

das fêmeas. A administração foi realizada com o auxílio de uma ponteira de 20µL, 

onde 10µL da suspensão bacteriana foi inserida no trato vaginal do animal. A 

inoculação dos animais foi feita em modelo de competição. Nos animais CD1 foram 

inseridas concomitantemente as amostras NCTC 10/84 e NCTC 10/84∆essC; e nos 
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animais C57Bl/6 foram inoculadas as amostras CJBIII e CJBIII∆essC. O modelo de 

infecção está representado na Figura 5.  

 Inicialmente a cada dois dias após a inoculação, swabs estéreis de algodão 

embebidos em tampão PBS foram introduzidos na região vaginal de cada animal. 

Após esse procedimento, os swabs foram inseridos em tubos eppendorfs contendo 

10µL de PBS. Os mesmos foram homogeneizados, diluídos e plaqueados em meio 

THA (Todd Hewitt agar) para contagem de UFC/mL vaginal. Esse monitoramento foi 

realizado para verificar por quantos dias as amostras de S. agalactiae são capazes de 

se manter viáveis no trato vaginal, e qual amostra (WT ou mutante) persistia por 

maiores períodos de tempo. Após algumas semanas, o período de coleta foi 

aumentado, chegando a ser realizado apenas 1 vez por semana.  

Os grupos foram mantidos em caixas separadas até o momento da eutanásia. 

Para esse modelo, o tempo para eutanásia não foi pré-estabelecido. De acordo com 

a contagem de UFC/mL obtida dos swabs, cada experimento apresentou um tempo 

de encerramento distinto. O critério para decisão foi ter metade do grupo de animais 

sem nenhum crescimento bacteriano. Por exemplo, em um grupo de dez animais, 

cinco não deveriam mais apresentar UFC/mL após a coleta.    

 

Figura 5 - Modelo de infecção murina vaginal com amostras de S. agalactiae 

 

   

Legenda: Infecção murina realizada via vaginal em camundongos fêmeas CD1 ou C57Bl/6 com cerca 

de 6 semanas, utilizando as amostras de S. agalactiae CJB III, CJB IIIΔessC, NCTC 10/84 e 

NCTC 10/84ΔessC. 

 

O modelo vaginal é importante para compreender melhor a capacidade de 

ascensão de S. agalactiae no trato vaginal. Para visualizar a ascensão bacteriana, 



48 

 

vagina, cólo do útero e útero foram macerados para contagem de UFC/mL e 

quantificação de citocinas pró-inflamatórias.  

 

2.12 Modelo de infecção caudal com as amostras de S. agalactiae CJBIII e 

CJBIII∆essC 

 

Para a realização dos experimentos visando induzir meningite nos 

camundongos, foi utilizada a via de infecção caudal. Camundongos CD1 machos, com 

cerca de 8 semanas foram imobilizados utilizando um retentor de camundongos 

(Sigma-Aldrich), onde a cauda do animal foi exposta numa superfície aquecida para 

dilatação do vaso sanguíneo. Com auxílio de uma seringa, a suspensão bacteriana 

das amostras CJBIII e CJBIII∆essC (0,4 UDO; ~ 1x108 UFC/mL) foram introduzidas 

em cada animal de seu respectivo grupo, como observamos na Figura 6.  

Por ser uma via direta e com doses capazes de causar lesão mais rápida, os 

camundongos foram acompanhados durante todo o período. Durante as 72h de 

infecção, os animais foram monitorados para verificar óbito e sinais de 

desenvolvimento de meningite, tais como hemorragia ocular e cegueira, perda de 

coordenação motora, pelos arrepiados e confusão mental. Os animais que 

apresentaram esses sinais foram eutanasiados de acordo com o protocolo de saúde 

e bem estar animal. Uma curva de sobrevivência foi elaborada e os animais que 

sobreviveram por 72h foram eutanasiados para experimentos posteriores. Os animais 

controle foram tratados com tampão PBS puro. Os grupos foram mantidos em caixas 

separadas até o momento da eutanásia.  

 

Figura 6 - Modelo de infecção murina caudal com amostras de S. agalactiae 

 

Legenda: Infecção murina realizada via vaginal caudal em camundongos machos CD1 com cerca de 8 
semanas, utilizando as amostras de S. agalactiae NCTC 10/84 e NCTC 10/84ΔessC. 
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No modelo caudal temos, em rápida velocidade, a presença do S. agalactiae 

na corrente sanguínea e a ultrapassagem da barreira hemato-encefálica, causando 

meningite nos animais em cerca de 24h.  Nesse modelo utilizamos os órgãos-alvo 

para homogeneização e contagem de UFC/mL, histologia do cérebro para avaliar a 

meninge e dosagem de citocinas pró-inflamatórias.  

 

 

2.13 Eutanásia dos animais  

 

 

2.13.1 Eutanásia dos animais submetidos ao modelo de infecção intranasal 

 

 

Após o tempo de infecção de cinco semanas, os animais foram novamente 

anestesiados, imobilizados e cerca de 200 µL de sangue foram retirados de cada 

animal com o auxílio de pipetas Pasteur de vidro.  

Os animais foram eutanasiados utilizando altas doses de anestésico (ketamina 

e xylazina), de acordo com as Diretrizes da Prática de Eutanásia do CONCEA 

(BRASIL, 2013). Os animais foram necropsiados para a retirada dos órgãos alvo: 

coração, baço, fígado, cérebro e pulmão. Os órgãos reservados para análises 

histológicas foram mantidos a 4ºC em tubos cônicos (50mL) contendo 

paraformaldeído 4%. Os demais órgãos foram pesados e colocados separadamente 

em tubos de plástico contendo solução PBS e macerados com o auxílio do 

equipamento Beadbeater (Biospec Products). Foi realizada uma diluição seriada em 

placas de 96 poços contendo 225µL de PBS e 25µL do tecido homogeneizado que foi 

depositado em diferentes diluições em placas de meio ágar acrescido 5% de sangue 

desfibrinado de carneiro. As placas foram mantidas em estufa de crescimento por 24h 

para realização da contagem bacteriana em UFC/mL.  

As placas de ágar contendo 5% de sangue desfibrinado de carneiro foram 

retiradas da estufa para contagem bacteriana (UFC/mL), de forma que só foram 

realizadas as contagens das placas na diluição contendo até no máximo 250 colônias. 

As placas com um número de colônias superior a 250 foram descartadas para evitar 

erros de contagens, conforme recomendação do CDC - Centers for Disease Control 

and Prevention (2016). Foram contadas as colônias características de S. agalactiae 
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com aspectos descritos pela Anvisa (2008): colônias lisas, pequenas, brilhantes, 

côncavas e em meio acrescido com 5% de sangue desfibrinado de carneiro, as 

colônias são circundadas por um halo de β- hemólise. As placas que apresentaram 

contaminação por outro microrganismo foram descartadas. Os grupos sem inóculo 

foram igualmente plaqueados para verificar uma possível contaminação. 

 

 

2.13.2 Eutanásia dos animais submetidos ao modelo de infecção intraperitoneal, 

vaginal e caudal  

 

No modelo de infecção intraperitoneal, os animais foram mantidos infectados 

por cinco dias. Como mencionado anteriormente, o modelo vaginal apresentou 

tempos distintos para eutanásia e o modelo caudal teve o tempo máximo de 72h, e 

após esse período os animais foram eutanasiados em câmaras de CO2, de acordo 

com os protocolos indicados pela universidade no Colorado/EUA. Essa metodologia 

foi aplicada a todos os modelos de infecção realizados durante o período de doutorado 

sanduíche. A divergência da metodologia de eutanásia está relacionada às práticas 

exigidas pelos diferentes órgãos competentes e comitês de ética do Brasil e dos 

Estados Unidos (Institutional Animal Care and Use Committee, 2022). 

Após a eutanásia, cerca de 500µL de sangue foram retirados de cada animal 

com o auxílio de seringas por punção cardíaca. O sangue foi mantido nos eppendorfs 

em gelo até serem feitas as diluições e plaquamento do mesmo. Os animais foram 

necropsiados para a retirada dos órgãos alvo, de acordo com o modelo de infecção. 

Nos animais infectados via intraperitoneal foram retirados o coração, baço, fígado, 

cérebro e pulmão. Nos animais infectados via trato vaginal foram retirados a vagina, 

o cólo do útero e o útero. Por fim, nos animais infectados via caudal foram retirados o 

cérebro e o pulmão. Parte dos órgãos reservados para análises histológicas foram 

armazenados a -80ºC em solução OCT para posterior produção de lâminas 

histológicas. 

Os demais órgãos foram pesados e colocados separadamente em tubos de 

plástico contendo solução PBS e macerados com o auxílio do equipamento 

Beadbeater (Biospec Products). A diluição realizada foi a mesma descrita no tópico 

anterior, sendo igualmente depositada em diferentes diluições nas placas de meio 

ágar acrescido de 5% de sangue desfibrinado de carneiro. As placas foram mantidas 
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em estufa de crescimento por 24h para realização da contagem bacteriana em 

UFC/mL.  

Nos modelos de infecção vaginal e caudal, os macerados diluídos foram 

plaquados em meio seletivo cromoágar (CHROMagar StrepB, BD, Germany) sem 

antibiótico ou contendo antibiótico estreptomicina 100mg/mL para selecionar as 

amostras mutantes para gene essC. A contagem de UFC/mL foi realizada utilizando 

os mesmos parâmetros descritos anteriormente, assim como a confirmação das 

colônias de S. agalactiae. Na coinfecção do modelo vaginal foi feito o seguinte cálculo 

para definir o número de amostras WT e mutantes: 

 

Número de colônias ΔessC crescidas em meio com antibiótico – número de 

colônias em meio sem antibiótico = número de colônias WT. 

 

 

2.14 Obtenção do lavado bronqueoalveolar  

 

 

Após a eutanásia dos animais, a traqueia de cada camundongo foi exposta, e 

a partir de uma seringa de insulina com agulha 8G, a solução de PBS + EDTA 10mM 

(cerca de 1,5mL) foi inserida no pulmão. Essa lavagem foi realizada por duas vezes e 

o líquido retirado foi colocado imediatamente em tubos de 1,5mL identificados no gelo. 

Parte do lavado bronqueoalveolar foi separado para dosagem de ROS. Após 

contagem de células aproximadas em câmara de Newbauer, o lavado foi colocado em 

placas de 24 poços ou garrafas de 25 cm2 por 40min, numa estufa com 5% CO2. Os 

macrófagos aderiram à placa sem nenhum tratamento prévio. O lavado foi retirado e 

o meio DMEM completo foi adicionado. As células foram incubadas na estufa de CO2 

por 24h a 37oC até a sua utilização.  

 
 

2.15 Ensaio de interação com macrófagos obtidos do lavado bronqueoalveolar 
de animais infectados com amostra GBS90356 e controle 
 
 
O lavado bronqueoaveolar dos animais não diabéticos infectados e dos animais 

diabéticos infectados foi retirado e colocado em placas de 24 poços (500µL/poço, 4 

poços/grupo). Foram adicionados nos poços gentamicina (100µg) e penicilina (50µg) 
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para que somente as bactérias que invadiram os macrófagos durante a interação in 

vitro fossem contadas ao final do experimento. Após 2h na câmara de CO2, para 

adesão dos macrófagos à placa, os poços foram lavados com salina e os macrófagos 

foram lisados com adição de 100µL de tripsina + 0,02% de EDTA e 400µL de igepal. 

Após diluição seriada em salina, foi realizado o plaqueamento em ágar contendo 5% 

de sangue desfibrinado de carneiro para visualizar o número de bactérias viáveis 

(UFC/mL).  

Nos animais controle, o lavado bronqueoalveolar foi retirado para realizar 

interações in vitro com a amostra GBS90356. Os macrófagos foram contados na 

câmara de Neubauer e colocados em placas de 24 poços (~1x105/ poço). As placas 

foram mantidas na câmara de CO2 por 24h até a realização dos experimentos.  

Após a ativação da amostra GBS90356 em caldo BHI, a densidade óptica foi 

monitorada até 0,4 UDO (~108 UFC/mL). Posteriormente, a amostra foi lavada 2x com 

salina a 2500rpm por 10min e suspensa em 5mL de meio DMEM puro. Foi realizada 

a diluição da bactéria, visando deixar a MOI 1:10. 500µL da amostra foram colocados 

na placa de 24 poços contendo os macrófagos. A interação foi realizada em quatro 

tempos (0’, 30min, 1h e 2h) com e sem antibiótico. Nos tempos sem antibiótico, a cada 

respectivo tempo os poços foram lavados 2x com salina e adicionados 100µL de 

tripsina com EDTA + 400µL de igepal. Foi feita a diluição seriada (1:100) e 100µL 

foram plaqueados em meio ágar base para posterior contagem. Nos tempos com 

antibiótico, foram colocados gentamicina e penicilina nos poços, que foram tratados 

com 2h de antibiótico, acrescido o tempo da interação. Os demais procedimentos 

foram realizados de forma idêntica ao tempo sem antibiótico.  

 

 

2.16 Análise do perfil de expressão de citocinas pró-inflamatórias por ELISA 

 

Os órgãos macerados foram submetidos à análise do perfil de expressão de 

citocinas pró-inflamatórias (proteína KC, IL-1β, IL-17 IL-23) utilizando diferentes kits 

de preparação para ELISA (R&D Systems) e o protocolo geral proposto pelo 

fabricante. As citocinas analisadas foram quantificadas em experimentos onde cada 

amostra bacteriana (WT ou mutante) foi inoculada em um grupo de animais distinto e 

não em competição. Placas de 96 poços específicas para ELISA (Corning), foram 

previamente tratadas com seu respectivo anticorpo (100µL) de captura diluído em 
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tampão PBS. Após o período de 12h em temperatura ambiente, as placas foram 

lavadas com tampão de lavagem (0.05% Tween 20 diluído em PBS, pH 7.2-7.4) e 

realizado o bloqueio do anticorpo com 300µL de reagente diluente (1% BSA em PBS, 

pH 7.2-7.4) por 1h. Após uma segunda etapa de lavagem, as amostras dos órgãos 

homogeneizados foram diluídas em tampão reagente e adicionadas em duplicata por 

2h. Em seguida, uma nova etapa de lavagem foi realizada e as placas foram tratadas 

com anticorpo de detecção mais 2h.  

Após mais uma etapa de lavagem, 100µL de estreptavidina-HRP foram 

depositados nos poços por 20min, ainda em temperatura ambiente. Nessa etapa as 

placas foram reservadas em local escuro. Posteriormente, os poços foram tratados 

por 20min em solução substrato (1:1 do Color Reagent A (H2O2) e ColorReagent B 

(Tetrametilbenzidina)). A reação foi paralizada com solução de stop (2N H2SO4) e as 

placas submetidas à leitura em leitor de microplacas para ELISA (Tecan) em dois 

comprimentos de onda distintos (450nm e 540nm). A subtração entre as duas leituras 

correspondeu aos valores inseridos na tabela. A curva padrão gerada em todos os 

experimentos foi considerada apta para utilização, tendo o valor de R2 superior à 

0,9800 (Benthien et al., 2022; Famà et al., 2020). 

 

 

2.17 Dosagem de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

 

 

A dosagem das EROs intracelulares foi feita a partir das células do lavado 

bronqueoalveolar, utilizando a sonda 2’7’ diacetato de diclorodi-hidrofluoresceína 

(H2DCFDA), de acordo com as instruções do fabricante (Molecular Probes, Eugene, 

OR, USA). O lavado foi incubado com a sonda por 1h em placa escura de 96 poços 

(Corning, NY, USA).  

Após três lavagens com PBS a leitura da fluorescência foi realizada a partir do 

leitor de placas Envision Multilabel (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). A fluorescência 

foi monitorada por 90min de incubação a partir da excitação e emissão nos 

comprimentos de onda de 495nm e 530nm, comprimento de onda de excitação da 

sonda e comprimento de onda de emissão da sonda, respectivamente (El-Hassani, 

Dupuy, 2013). Foram dosados os tempos 0, 30min e 60min (Oliveira et al., 2018).  
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2.18 Obtenção de células imunes pulmonares por dissociação enzimática 

 

 

Após a retirada dos pulmões, o tecido foi adicionado em tubos Falcon contendo 

3mL de meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) e tratado com a enzima MTDK1 como 

recomendado pelo fabricante do dissociador enzimático de tecido gentleMACS 

(Miltenyi Biotec). Os tubos foram colocados em uma placa de agitação por 30min a 

125rpm (37ºC) e, posteriormente posicionados no equipamento de dissociação num 

programa de 15min de rotação. Esse processo foi repetido por 2 vezes e os tubos 

foram centrifugados rapidamente para separar o líquido do sedimento (300 x g). 

A suspensão foi filtrada para novos tubos Falcon visando remover qualquer 

debris. Os tubos foram novamente centrifugados a 300 x g para separar as células. O 

sobrenadante foi reservado. A presença de sangue no sedimento foi removida pelo 

tratamento com tampão de lise ACK por 1min para romper e degradar as hemácias. 

A reação foi interrompida com adição de 5mL de RPMI e após centrifugação o 

sedimento foi suspenso em 200uL de tampão MACS. O mesmo foi mantido em 4ºC 

até a próxima etapa de leitura por citometria de fluxo (Spencer et al., 2019).  

 

 

2.19 Análise do perfil de células imunes pulmonares por citometria de fluxo 

 

 

Após o processo de dissociação, as células foram colocadas em placas de 96 

poços com fundo cônico e centrifugadas a 300 x g por 5min. Os poços foram tratados 

com um corante de viabilidade celular (diluição de 1:800 em PBS), 50µL/poço por 

30min a temperatura ambiente e centrifugados por 5min a 300 x g. Logo após, as 

placas foram tratadas com um coquetel de anticorpos, contendo os marcadores das 

seguintes células: neutrófilos (CD11b, Ly6C, Ly6G), macrófagos (CD11b, F4/80), 

células dendríticas (CD11c, MHC Class II) e células T (CD3). Esse tratamento foi 

realizado durante 30min em temperatura ambiente e, posteriormente as placas foram 

lavadas com tampão MACS.   

As placas foram fixadas por 15min em temperatura ambiente, centrifugadas a 

1100 x g, lavadas novamente 1x com tampão MACS e reservadas em bancada até o 

dia seguinte. No dia em que as amostras foram submetidas à citometria, as placas 
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foram lavadas em tampão 2x, centrifugadas a 1100 x g e acrescidas de tampão MACS. 

As células foram então colocadas em tubos de vidro específicos para o citômetro de 

fluxo FACScalibur (BD Biosciences) e analisadas utilizando o software FlowJo (v10).  

 

  

2.20 Obtenção das células imunes cardíacas e extração de RNA 

 

 

A extração de RNA do coração murino foi realizada utilizando o kit de extração 

NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel) e o protocolo seguido conforme manual do 

fabricante. O tecido homogeneizado foi tratado com 350µL de tampão RA1 e 3,5µL 

de β-mercaptoetanol e submetido à agitação vigorosa em vortex. O lisado foi filtrado 

com filtros fornecidos pelo kit a partir da centrifugação a 11000 x g por 1min. Após 

etapas de filtração, tratamento com etanol e tampão MDB, a suspensão foi 

centrifugada novamente.  

Para a digestão do DNA foi preparada uma mistura de 10µL de rDNAse e 90µL 

de tampão de reação para rDNAse. Após aplicado, a suspensão foi incubada por 

15min a temperatura ambiente. Os tubos contendo o RNA foram submetidos a 

lavagens com diferentes tampões (RAW2 e RA3) fornecidos no kit, e, por fim, o RNA 

foi suspenso em 60µL de H2O livre de RNase para posterior utilização. O RNA foi 

quantificado utilizando o Nanodrop. 

 

 

2.21 Síntese de cDNA  

 

 

O processo foi realizado utilizando o kit Quant qScript cDNA Synthesis 

(Quantabio), de acordo com as instruções do fabricante. Uma reação contendo 1µL 

de transcriptase reversa, 4µL de tampão 5x, água e RNA (quantificado no nanodrop) 

foi preparada, totalizando 20µL por amostra. Para a síntese de cDNA foi utilizado o 

seguinte programa pré-estabelecido no termociclador: (1 ciclo: 22°C, 5min 1 ciclo: 

42°C, 30min 1 ciclo: 85°C, 5min 4°C final). O cDNA foi reservado à -20ºC.  
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2.22 Análise do perfil de células imunes cardíacas por qPCR 

 

 

O cDNA foi diluído na proporção 1:2 em H2O livre de RNase, sendo 3µL do 

cDNA utilizado por reação. Cada reação de qPCR conteve, além do cDNA, 8,5µL de 

água, 12,5µL de Sybr e 0,5µL de cada primer forward ou reverse. Os primers murinos 

utilizados foram os mesmos marcadores da citometria de fluxo, como descritos na 

Tabela 2 abaixo: 

 

 

Tabela 2 – Lista de primers utilizados para a reação de qPCR 

 

 

Marcador Primer FWD Primer VER 

Mouse CD11b ATGGACGCTGATGGCAATACC  TCCCCATTCACGTCTCCCA 

Mouse CD11c  CTGGATAGCCTTTCTTCTGCTG GCACACTGTGTCCGAACTCA 

Mouse MHCII  AGCCCCATCACTGTGGAGT GATGCCGCTCAACATCTTGC 

Mouse CD3  ATGCGGTGGAACACTTTCTGG 
 

GCACGTCAACTCTACACTGGT 

Mouse F4/80 CTTTGGCTATGGGCTTCCAGTC GCAAGGAGGACAGAGTTTATCGTG 
 

Mouse Ly6g (Gr-1)  
 

CTTCTCTGATGGATTTTGCGTTG 
 

AGTAGTGGGGCAGATGGGAAG 
 

 

A placa de 96 poços (Bio-Rad) contendo as reações foi vedada com um filme 

adesivo do mesmo fabricante e lida no termociclador Bio-Rad CFX96 para posterior 

obtenção das quantificações. 

 

 

 

2.23 Histologia do coração 

 

Após a eutanásia dos animais, os corações foram retirados com o auxílio de 

pinças e tesouras estéreis. Cada coração foi colocado separadamente em tubos 

cônicos (15mL) previamente identificados contendo 10mL de paraformaldeído 4%. Em 
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todos os tubos foi adicionada gaze estéril para que o órgão ficasse em contato direto 

com o paraformaldeído e armazenados a 4ºC até o processamento.  

Para o processamento e microscopia, os corações foram cortados 

verticalmente e inseridos dentro de um cassete nomeado, lavados em água corrente 

por 10min, seguida de lavagens em álcool 80% por 5min, álcool 95% por 15min e 

álcool 100% por 15min. Em seguida, os cassetes foram submetidos a lavagem com 

xilol e álcool etílico absoluto (1:1) por 15min. Foram realizadas mais duas lavagens 

com xilol durante 15min/cada e dois banhos em parafina, igualmente por 15 min. Por 

último, foi realizada a inclusão definitiva em parafina e os cortes realizados com o 

auxílio de um micrótomo. Os cortes foram feitos com a espessura de 5µm e em 

seguida fixados em lâminas de vidro. 

As lâminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e Giemsa, 

visualizadas em microscópio óptico e analisadas utilizando o programa Image-

ProPlus. 

 

 

2.24 Histologia do cérebro 

 

 

Nos experimentos realizados nos EUA, os cérebros retirados foram 

seccionados no plano sagital, onde o lado direito foi homogeneizado para contagem 

de células viáveis e o lado esquerdo foi embebido em solução Tissue Tek OCT 

(Optimal Cutting Temperature, Sakura Finetek, USA) e armazenado à -80ºC até a 

utilização. 

Os blocos de OCT com o tecido cerebral foram submetidos a cortes de 7mm 

no criostato Leica CM1860 e aderidos à laminas de vidro alcalinas. As lâminas foram 

coradas com hematoxilina e eosina (HE), visualizadas em microscópio óptico e 

analisadas utilizando o programa próprio do microscópio. 

 

2.25 Coloração de Hematoxilina e Eosina no coração 

 

Para realizar a coloração hematoxilina e eosina, utilizamos as lâminas 

previamente preparadas do coração. As lâminas foram inicialmente colocadas na 

estufa de 58ºC durante 20min. A etapa seguinte foi de desparafinização e hidratação, 
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passando por etapas de lavagem com diferentes concentrações de xilol, álcool e água. 

As lâminas foram então coradas com hematoxilina (40min) e eosina (2min) e lavadas 

novamente com água e diferentes concentrações de álcool. A fixação da lamínula na 

lâmina foi feita com entellan.  

 Nas imagens obtidas pelo microscópio os núcleos celulares apresentaram tons 

de azul ou roxo enquanto o tecido conjuntivo, citoplasma e fibras extracelulares em 

tons de vermelho ou rosa. No cérebro, poderão ser observadas regiões em tons de 

roxo que corresponderão às meninges, bem como áreas com infiltração de células 

imunes.  

 

 

2.26 Coloração de Hematoxilina e Eosina (HE) no cérebro 

 

 

A coloração de HE padronizada no laboratório da Dra. Doran é similar, contudo 

não idêntica ao protocolo do LBMFE. Lâminas foram coradas com hematoxilina (1min) 

e eosina (4min) em diferentes concentrações de álcool e água. A fixação da lamínula 

na lâmina foi feita com entellan para observação do espessamento da meninge 

(camada mais externa das imagens) e a presença de infiltrados de células 

inflamatórias.  

 

 

2.27 Coloração de Giemsa  

 

 

Para a coloração de Giemsa, as lâminas do coração foram colocadas na estufa 

a 58ºC durante 20min para desparafinização. Após essa etapa, foram realizados 

banhos com xilol, álcool etílico 100%, água e corante Giemsa por 30min. Em seguida, 

as lâminas foram lavadas com ácido ácetico, álcool isopropílico e, por fim, a lâmina 

permanente foi fixada com entellan para visualização em microscópio onde, S. 

agalactiae ficou corado de azul escuro, o tecido em tons de lilás e as hemácias em 

vermelho.  
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2.28 Análise estatística  

 

 

A análise estatística foi realizada utilizando o software GraphPad Prism versão 

5.0.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, United States). Foram realizados testes t para 

análises entre dois grupos e one-way ANOVA para os demais experimentos, com pós-

teste Newman-Keuls. A significância foi definida a partir de *p ≤ 0,05.  Nos gráficos de 

UFC/mL dos experimentos realizados durante o doutorado sanduíche, os resultados 

são apresentados em log10, de acordo com o modelo proposto pela Dra. Doran, com 

o número de colônias normalizado com o peso do órgão analisado. 
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3 RESULTADOS 

 

 

3.1 Identificação do tipo capsular e detecção dos genes da sequência tipo 17 

da amostra D01 

 

 

A identificação do tipo capsular da amostra D01 através da técnica de PCR 

multiplex demonstrou que a mesma pertence ao tipo III, de acordo com seu 

polissacarídeo capsular.  

O resultado da análise do gene de virulência de S. agalactiae através da técnica 

de PCR convencional demonstrou que a amostra D01 apresenta o gene hvga que 

corresponde à sequência tipo 17 (ST-17), pertencendo ao clone CC17 das amostras 

hipervirulentas do tipo capsular III.  

 

 

3.2 Ensaios de biofilme das amostras de S. agalactiae em meios BHI ou TSB 

acrescidos ou não com 1% de glicose  

 

 

As diferentes condições visaram avaliar se há variação na produção de biofilme de 

acordo com o tipo de meio utilizado e com o acréscimo de 1% de glicose que mimetiza 

(de acordo com a literatura) um ambiente hiperglicêmico. Os ensaios foram realizados 

apenas no tempo de 24h. 
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Figura 7 – Biofilme das amostras de S. agalactiae COH1, GBS90356 e D01 em 24h e 

diferentes condições do meio  

 

Legenda: Formação de biofilme de S. agalactiae em quatro condições de meio distintas durante 24h. 
(A) formação de biofilme em meio BHI; (B) formação de biofilme em meio BHI acrescido com 
1% de glicose; (C) formação de biofilme em meio TSB; (D) formação de biofilme em meio 
TSB acrescido com 1% de glicose. Experimentos realizados em triplicata. *p≤0,05, **p≤0,005, 
***p≤0,001. 

  

Dentre as condições utilizadas, a única na qual não houve diferença na 

produção de biofilme entre as amostras e o controle foi em BH1 + 1% de glicose 

(Figura 7B). Em BHI, a amostra D01 demonstrou ser a maior produtora de biofilme 

entre as demais (Figura 7A; p≤0,001) e em TSB + 1% de glicose esse padrão se 

repetiu (Figura 7D; p≤0,001), sendo D01 a maior formadora, seguida da amostra 

COH1 e GBS90356. Em meio TSB o padrão foi distinto, tendo a amostra COH1 como 

maior produtora de biofilme entre as demais (Figura 7C; p≤0,001), seguida das 

amostras D01 e GBS90356 (p≤0,001).  

 Dados prévios do laboratório já haviam demonstrado que a amostra GBS90356 

é fraca produtora de biofilme de acordo com os parâmetros descritos na metodologia. 

Contudo, a amostra COH1 apresentou fraca produção de biofilme apenas nos meios 

BHI (DO492 = 0,15825) e BHI + 1% de glicose (DO492 = 0,173129), sendo considerada 

D 
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moderada produtora de biofilme em TSB (DO492 = 0,284113) e TSB + 1% de glicose 

(DO492 = 0,206825). Exceto em TSB, a amostra D01 foi considerada moderada 

produtora de biofilme em todas as condições BHI (DO492 = 0,271113), BHI + 1% 

glicose (DO492 = 0,208317) e TSB + 1% glicose (DO492 = 0,235463). 

Foi realizada também a avaliação do pH antes e depois da produção de biofilme 

no sobrenadante do biofilme, como demonstrado na Tabela 3.  

 

Tabela 3 – Alteração do pH dos meios após 24h em placas de biofilme 

Amostra 

pH do 

meio puro 

TSB 

pH do 

meio 

puro 

BHI 

pH do 

meio 

puro 

TSB + 

1% 

glicose  

pH do 

meio 

puro 

BHI + 

1% 

glicose 

pH após 

24h de 

biofilme 

TSB 

pH após 

24h de 

biofilme 

BHI 

pH após 

24h de 

biofilme 

BHI + 1% 

glicose 

pH após 

24h de 

biofilme 

TSB + 

1% 

glicose 

GBS90356 6 7 6 7 5 5 5 5 

COH1 6 7 6 7 5 5 5 5 

D01 6 7 6 7 5 5 5 5 

Legenda: Alteração do pH do meio (em diferentes condições) demonstrando a capacidade de S. 

agalactiae, independente da amostra, alterar condições químicas no biofilme.  

 

3.3  Glicemia, peso corporal e taxa de sobrevivência dos animais diabéticos ou 

não diabéticos infectados com as amostras de S. agalactiae  

 

A glicemia de todos os animais do estudo em ambos os modelos intranasal e 

intraperitoneal foi aferida: (i) antes dos experimentos; (ii) após a indução da diabetes 

e, (iii) no dia da eutanásia. Todas as aferições foram realizadas após 6h de jejum. A 

totalidade de animais (machos e fêmeas) utilizada no experimento foi considerada 

diabética, apresentando dosagem glicêmica acima de 200 mg/dL. Os animais 

resistentes à insulina foram descartados.  
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Figura 8 – Glicemia dos animais induzidos à diabetes por estreptozotocina 

 

Legenda: Animais da linhagem CD-1 induzidos à diabetes por estreptozotocina. (A) animais em modelo 
de infecção intranasal de cinco semanas com a amostra GBS90356; (B) animais em modelo 
de infecção intraperitoneal de cinco dias com a amostra COH1; (C) animais em modelo de 
infecção intraperitoneal de cinco dias com a amostra GBS90356. PN = pós natal.  

 

A aferição do peso dos animais utilizados no experimento demonstrou 

diferenças entre os diferentes modelos. Para os animais inoculados via intranasal, no 

modelo de cinco semanas, houve uma redução no peso corporal significativa nos 

grupos infectados, diabéticos ou não (Figura 9A). Nos animais inoculados via 

intraperitoneal, no modelo de cinco dias, não houve diferença estatística entre os 

grupos, como demonstrado na figura 9B e 9C.  

 

Figura 9 – Peso corporal dos animais ao final do experimento  

Legenda: Peso corporal dos animais utilizados ao final do experimento. (A) modelo de infecção 
intranasal, apresentando uma diferença significativa entre os animais infectados, diabéticos 
ou não, com a amostra GBS90356 em comparação aos animais não infectados, diabéticos 
ou não; (B) modelo de infecção intraperitoneal com a amostra GBS90356, onde não houve 
alteração no peso corporal estatisticamente relevante; (C) modelo de infecção 
intraperitoneal com a amostra COH1, onde não houve alteração no peso corporal 
estatisticamente relevante. *p≤0,05, **p≤0,01 

 

Os dados relacionados à taxa de sobrevivência correspondem apenas ao 

modelo de infecção intraperitoneal, pois na via intranasal não houveram perdas em 

decorrência da infecção.  
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Figura 10 – Percentual de sobrevivência dos animais inoculados com amostras 

hipervirulentas GBS90356 e COH1 

 

Legenda: Percentual de sobrevivência dos animais diabéticos ou não diabéticos com amostras 
hipervirulentas de S. agalactiae. (A) animais infectados com a amostra GBS90356; (B) 
animais infectados com a amostra COH1. 

 

3.4  Contagem de unidades formadoras de colônia nos órgãos alvo dos 

animais infectados por 5 semanas via intranasal 

 

A inoculação da amostra GBS90356 realizada por via intranasal obteve 

sucesso e em todos os animais infectados houve crescimento bacteriano em 

diferentes órgãos. As contagens de UFC/mL provenientes dos macerados do coração, 

cérebro, fígado, pulmão e sangue foram realizadas para determinar a efetividade da 

infecção intranasal e a capacidade de disseminação através da corrente sanguínea 

(Figura 11). 

Não houve crescimento bacteriano nos grupos controle e diabético não 

infectado. No cérebro (Figura 11A) não houve diferença significativa entre os dois 

grupos, não diabético infectado e diabético infectado. Contudo, no pulmão (Figura 

11B) foi observado um número de colônias significativamente maior em animais 

diabéticos (~9x104 UFC/mL, p≤0,05) quando comparamos com os animais não 

diabéticos infectados (~1x103 UFC/mL). Podemos observar o mesmo no sangue 

coletado (Figura 11C) com o grupo diabético infectado (~5x10³ UFC/mL, p≤0,05) 

apresentando crescimento superior ao grupo não diabético infectado (~1x10³ 

UFC/mL). 

O mesmo ainda ocorreu no coração (Figura 11D), onde houve maior 

crescimento bacteriano no grupo diabético infectado (~1,5x10³ UFC/mL) quando 
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comparado ao grupo não diabético infectado (~5x10² UFC/mL) e no fígado (Figura 

11E) onde o grupo diabético infectado (~1,5x10³ UFC/mL) apresentou crescimento 

superior quando comparado ao grupo não diabético infectado (~1x10³ UFC/mL). Os 

dados confirmam que em cinco semanas de infecção os animais já apresentam 

disseminação em vários órgãos. Os experimentos descritos foram realizados em 

triplicata. 

 

Figura 11 – Contagem de unidades formadoras de colônia de órgãos-alvo em animais 

diabéticos ou não diabéticos infectados com amostra GBS90356 

  

Legenda: Unidades formadoras de colônia (UFC/mL) em animais diabéticos e não diabéticos infectados 
com amostra hipervirulenta de S. agalactiae GBS90356 por 5 semanas via intranasal. (A) 
contagem de UFC/mL no cérebro de camundongos CD-1, sem diferença estatística entre 
diabéticos e não-diabéticos; (B) contagem de UFC/mL no pulmão de camundongos CD-1, 
apresentando maior número de colônias em animais diabéticos; (C) contagem de UFC/mL no 
sangue de camundongos CD-1, apresentando maior número de colônias em animais 
diabéticos; (D) contagem de UFC/mL no coração de camundongos CD-1, apresentando maior 
número de colônias em animais diabéticos; (E) contagem de UFC/mL no fígado de 
camundongos CD-1, apresentando maior número de colônias em animais diabéticos. *p≤0,05 

 

3.5 Contagem de unidades formadoras de colônia nos órgãos alvo dos animais 

infectados por 5 dias via intraperitoneal 

  

A via de inoculação escolhida, intraperitoneal, apresentou o mesmo sucesso na 

infecção. Contudo, o tempo de infecção, a letalidade e o curso das doenças 

ocasionadas por S. agalactiae foi mais rápido, tornando o modelo mais próximo de 

uma infecção aguda.  
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As contagens de UFC/mL provenientes da infecção realizada com ambas as 

amostras COH1 e GBS90356 em órgãos-alvo (coração, cérebro, fígado, pulmão e 

sangue) foram realizadas para determinar a efetividade da infecção e a capacidade 

de disseminação através da corrente sanguínea (Figura 12). Não houve crescimento 

bacteriano nos grupos controle e diabético não infectado.  

 

 

Figura 12 – Contagem de unidades formadoras de colônias nos órgãos-alvo em 

animais diabéticos ou não diabéticos infectados com a amostra 

GBS90356 

 

Legenda: Unidades formadoras de colônia (UFC/mL) em animais diabéticos e não diabéticos infectados 
com amostra hipervirulenta de S. agalactiae GBS90356 por 5 dias via intraperitoneal. (A) 
contagem de UFC/mL no cérebro de camundongos CD-1 (B) contagem de UFC/mL no 
pulmão de camundongos CD-1; (C) contagem de UFC/mL no sangue de camundongos CD-
1; (D) contagem de UFC/mL no coração de camundongos CD-1; (E) contagem de UFC/mL 
no fígado de camundongos CD-1. Resultados apresentados em log10, de acordo com o 
modelo proposto pela Dra. Doran, com o número de colônias normalizado com o peso do 
órgão analisado.  

 

Apesar de uma tendência em órgãos como coração (Figura 12D) e no sangue 

(Figura 12C) de um número maior de colônias nos animais diabéticos, não houve 

diferença significativa (p≤0,05) quando comparados entre animais não diabéticos e 

animais diabéticos. Contudo, podemos comprovar a habilidade da amostra GBS90356 

em disseminar e ultrapassar a barreira hematoencefálica após cinco dias de infecção. 
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Figura 13 - Contagem de unidades formadoras de colônias nos órgãos-alvo em 

animais diabéticos ou não diabéticos infectados com a amostra COH1 

 

Legenda: Unidades formadoras de colônia (UFC/mL) em animais diabéticos e não diabéticos infectados 
com amostra hipervirulenta de S. agalactiae COH1 por 5 dias via intraperitoneal. (A) contagem 
de UFC/mL no cérebro de camundongos CD-1, apresentando maior número de colônias em 
diabéticos quando comparados aos não-diabéticos; (B) contagem de UFC/mL no pulmão de 
camundongos CD-1, apresentando maior número de colônias em diabéticos quando 
comparados aos não-diabéticos; (C) contagem de UFC/mL no sangue de camundongos CD-
1, apresentando maior número de colônias em diabéticos quando comparados aos não-
diabéticos; (D) contagem de UFC/mL no coração de camundongos CD-1, apresentando maior 
número de colônias em diabéticos quando comparados aos não-diabéticos; (E) contagem de 
UFC/mL no fígado de camundongos CD-1, apresentando maior número de colônias em 
diabéticos quando comparados aos não-diabéticos. Resultados apresentados em log10, de 
acordo com o modelo proposto pela Dra. Doran, com o número de colônias normalizado com 
o peso do órgão analisado. ***p≤0,001, *p≤0,05. 

 

 Em relação à infecção intraperitoneal com a amostra de S. agalactiae COH1, 

houve uma diferença estatística considerável em todos os órgãos analisados e no 

sangue dos animais diabéticos quando comparados aos animais não-diabéticos. Isso 

demonstra a maior susceptibilidade desse grupo a infecções agudas, desencadeando 

possíveis doenças associadas à condição crônica da diabetes e tornando o grupo 

ainda mais debilitado. Essa amostra foi, assim como a GBS90356, capaz de 

disseminar em todos os órgãos analisados após cinco dias de infecção.  
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3.6  Percentual de sobrevivência bacteriana e contagem de unidades 

formadoras de colônia nos swabs e em órgãos-alvo dos animais infectados 

em competição via vaginal 

 

No modelo de infecção vaginal, a inoculação foi realizada em modelo de 

competição, como mencionado na metodologia. Esse modelo visa demonstrar se em 

condições de competição entre a amostra WT e a amostra mutante existem diferenças 

na persistência bacteriana na vagina, além da capacidade de ascensão aos demais 

órgãos do trato vaginal. 

Na primeira interação realizada com as amostras NCTC 10/84 e NCTC 

10/84∆essC em animais CD1 o padrão esperado foi obtido, demonstrando que o gene 

essC é necessário para melhor persistência da amostra na vagina (Figura 14 A e B), 

além de estar correlacionado com a capacidade de ascensão aos demais órgãos do 

trato vaginal (cólo do útero e útero), sendo superior na amostra que possui o gene 

essC (Figura 14 C, D e E). 

 

 

Figura 14 - Persistência bacteriana e contagem de unidades formadoras de colônia 

em animais infectados com as amostras NCTC 10/84 e NCTC 

10/84∆essC  

 

Legenda: Persistência bacteriana e contagem de unidades formadoras de colônia (UFC/mL) em 
animais infectados via vaginal com as amostras NCTC 10/84 e NCTC 10/84∆essC em modelo 
de competição. (A) contagem de UFC/mL obtidos de swabs vaginais durante o período da 
infecção; (B) percentual de sobrevivência bacteriana durante o experimento, demonstrando 
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que a amostra NCTC 10/84∆essC teve menor capacidade de se manter viável na vagina dos 
animais; (C) contagem de UFC/mL na vagina de animais CD-1; (D) contagem de UFC/mL no 
útero de animais CD-1, apresentando diferença significativa entre a amostra mutante e a 
amostra WT; (E) contagem de UFC/mL no útero de animais CD-1, apresentando diferença 
significativa entre a amostra mutante e a amostra WT. *p≤0,05. 

 

 Ao realizar a interação utilizando o mesmo modelo com a amostra 

CJBIII/CJBIII∆essC em animais C57BL/6 fomos surpreendidos com uma colonização 

que persistiu por mais de 138 dias (Figura 15 A e B). Essa foi a primeira amostra em 

modelo de colonização vaginal apresentando esses resultados. Os intervalos não 

foram fielmente apresentados nos gráficos para facilitar a leitura dos mesmos. Dessa 

forma, esses animais continuaram sendo submetidos aos swabs vaginais para 

contagem de colônias viáveis pelo grupo da Dra. Doran. Mesmo após mais de 200 

dias de infecção, houveram células bacterianas viáveis nos órgãos do trato vaginal 

(dados não apresentados). 

 

Figura 15 - Persistência bacteriana e contagem de unidades formadoras de colônia 

em animais infectados com as amostras CJB III e CJB III∆essC 

 

Legenda: Persistência bacteriana e contagem de unidades formadoras de colônia (UFC/mL) em 
animais infectados via vaginal com as amostras CJBIII e CJBIII∆essC em modelo de 
competição. (A) contagem de UFC/mL obtidos de swabs vaginais durante o período da 
infecção; (B) percentual de sobrevivência bacteriana durante o experimento, que não foi 
finalizado no meu período de doutorado sanduíche.  

 

3.7  Contagem de unidades formadoras de colônia em órgãos alvo dos animais 

infectados por 72h via caudal 

 

Em paralelo aos experimentos realizados com a via de infecção vaginal, foram 

realizados experimentos visando estudar o desenvolvimento de meningite causada 

por S. agalactiae em camundongos machos CD1. Contudo, apenas parte dos dados 
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serão apresentados em minha tese, porém estão disponíveis de forma mais completa 

no paper publicado em colaboração com o nosso laboratório (Spencer et al., 2021). 

Nos tecidos coletados, não houve diferença significativa entre CJBIII e CJBIII∆essC 

no pulmão, sugerindo que a via utilizada causou unicamente meningite nos animais e 

não infecções generalizadas.  

A amostra CJBIII foi capaz de causar doença após 72h de infecção e 

apresentou elevado número de colônias viáveis no cérebro, indicando o 

desenvolvimento de meningite causado por S. agalactiae. A terceira confirmação a 

partir desses dados foi um número reduzido da bactéria no sangue dos animais 

infectados com CJBIII quando comparados aos infectados com a mutante, 

comprovando a necessidade da presença do gene essC para que a bactéria atravesse 

a barreira hematoencefálica.  

 

Figura 16 – Contagem de unidades formadoras de colônia dos órgãos-alvo em 

animais infectados via caudal com as amostras CJBIII ou CJBIIIΔessC 

 

Legenda: Camundongos CD-1 machos infectados com as amostras CJBIII ou CJBIIIΔessC via caudal 
por até 72h. (A) contagem de UFC/mL no pulmão; (B) contagem de UFC/mL no cérebro, 
apresentando maior número de células bacterianas viáveis nos animais infectados com a 
amostra WT; (C) contagem de UFC/mL no sangue, apresentando maior número de células 
bacterianas viáveis nos animais infectados com a amostra mutante. ***p≤0,001. 
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3.8 Ensaios de interação com macrófagos obtidos do lavado bronqueoalveolar 

de animais diabéticos ou não diabéticos, infectados ou não com amostra de 

S. agalactiae  

 

O ensaio experimental de interação da amostra de S. agalactiae GBS90356 foi 

realizado em modelo murino, visando quantificar a capacidade de invasão e 

viabilidade da bactéria em macrófagos pulmonares após cinco semanas de infecção. 

Macrófagos obtidos do lavado bronqueoalveolar dos animais diabéticos infectados 

apresentaram um número estatisticamente maior de bactérias (~1,5x105 UFC/mL) 

quando comparados ao grupo não diabético infectado (~3x104 UFC/mL) (Figura 17). 

 

Figura 17 - Interação in vivo em modelo animal diabético com amostra de S. agalactiae 

GBS90356 
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Legenda: Ensaio de viabilidade de S. agalactiae em macrófagos bronqueoalveolares após cinco 

semanas de infecção em modelo murino diabético. *P<0,05. 

 

Foi realizado também ensaio de interação com os macrófagos obtidos dos animais 

controle (Figura 18). Os dados mostraram a capacidade do patógeno de se manter 

viável dentro dos macrófagos, mesmo após 1h e 2h de interação.  
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Figura 18 - Ensaio de interação da amostra GBS90356 com macrófagos obtidos do 

lavado bronqueoalveolar de animais controle  
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Legenda: Ensaio de interação in vitro de macrófagos obtidos do lavado bronqueoalveolar de 
camundongos CD1 com a amostra de S. agalactiae GBS90356. Nos tempos 0 e 30 min não 
houve crescimento bacteriano.  

 

 

3.9  Perfil de expressão de citocinas pró-inflamatórias pulmonares e 

cardíacas de animais diabéticos ou não diabéticos, infectados ou não com 

amostras de S. agalactiae  

 

Para avaliar o perfil imunológico dos animais diabéticos ou não infectados com 

as amostras de S. agalactiae COH1 e GBS90356 durante cinco dias de infecção, 

foram realizados ensaios de ELISA para citocinas pró inflamatórias KC/CXCL-1 e IL-

1β. Ambas as citocinas foram escolhidas por serem importantes marcadores do 

desenvolvimento de doenças invasivas causadas por S. agalactiae como a meningite, 

por estarem relacionadas com o recrutamento e presença de células imunes 

importantes na inflamação, como neutrófilos e macrófagos. 

Com a dose escolhida para inoculação desses animais, podemos observar nos 

gráficos a seguir que tanto nos pulmões quanto no coração de animais diabéticos 

infectados por COH1, os níveis da proteína KC foram superiores aos animais não-

diabéticos. Em relação a IL-1β, a diferença foi vista apenas no pulmão dos animais 

diabéticos (Figura 19 A, B, C e D). 
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Figura 19 – Perfil de expressão das citocinas pró-inflamatórias KC/CXCL-1 e IL-1β no 

coração e pulmão dos animais diabéticos e não diabéticos infectados com 

a amostra COH1 

 

Legenda: Níveis de citocinas pró-inflamatórias KC/CXCL-1 e IL-1β nos animais diabéticos e não 
diabéticos infectados via IP ou não com a amostra de S.agalactiae COH1 por 5 dias. (A) 
Expressão da citocina KC/CXCL-1 no coração de animais CD-1 em quatro diferentes grupos 
experimentais, onde o grupo diabético infectado apresentou maior expressão quando 
comparado aos demais; (B) Expressão da citocina KC/CXCL-1 no pulmão de animais CD-1 
em quatro diferentes grupos experimentais, onde o grupo diabético infectado apresentou 
maior expressão quando comparado aos demais; (C)  Expressão da citocina IL-1β no coração 
de animais CD-1 em quatro diferentes grupos experimentais, onde o grupo diabético infectado 
apresentou maior expressão quando comparado aos demais; (D) Expressão da citocina IL-
1β no pulmão de animais CD-1 em quatro diferentes grupos experimentais, onde não houve 
diferença significativa entre eles. *p≤0,05, ***p≤0,001. 

 

Contudo, para a amostra GBS90356 não houve diferença na expressão da 

proteína KC/CXCL-1 nos pulmões e também nos corações entre animais diabéticos e 

não diabéticos infectados com a bactéria. Os níveis foram maiores apenas quando 

comparados aos grupos não infectados. Da mesma forma, não foi significativa a 

diferença da citocina IL-1β entre os grupos infectados. Apesar de não ser significativa, 

houve uma tendência de expressão que, com um número maior de amostras (n), 

poderia tornar o grupo diabético significativo estatisticamente. Novos experimentos 

serão realizados a partir do recebimento de mais animais, visando aumentar o n 

experimental e verificar se a partir disso, os resultados serão mais expressivos.   
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Figura 20 - Perfil de expressão das citocinas pró-inflamatórias KC/CXCL-1 e IL-1β no 

coração e pulmão dos animais diabéticos e não diabéticos infectados com 

a amostra GBS90356 

 

Legenda: Níveis de citocinas pró-inflamatórias KC/CXCL-1 e IL-1β nos animais diabéticos e não 
diabéticos infectados via IP ou não com a amostra de S.agalactiae GBS90356 por 5 dias. (A) 
Expressão da citocina KC/CXCL-1 no coração de animais CD-1 em quatro diferentes grupos 
experimentais, onde os grupos infectados apresentaram maior expressão quando comparado 
aos não-infectados; (B) Expressão da citocina KC/CXCL-1 no pulmão de animais CD-1 em 
quatro diferentes grupos experimentais, onde os grupos infectados apresentaram maior 
expressão quando comparado aos não-infectados; (C)  Expressão da citocina IL-1β no 
coração de animais CD-1 em quatro diferentes grupos experimentais, não houve diferença 
significativa entre os grupos; (D) Expressão da citocina IL-1β no pulmão de animais CD-1 em 
quatro diferentes grupos experimentais, onde não houve diferença significativa entre eles. 
***p≤0,001. 

 

 

3.10 Perfil de expressão de citocinas pró-inflamatórias IL-17 e IL-23 no trato 

vaginal de animais CD-1 infectados com as amostras CJB III e CJB III∆essC 

 

 

Para analisar o perfil inflamatório foram escolhidas duas citocinas pró-

inflamatórias que possuem relevância em infecções bacterianas: IL-17 e IL-23.  

*** 

*** 

*** 

*** 
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Ambas as citocinas foram quantificadas através de ensaios com kits de ELISA 

específicos para cada uma como descritos na metodologia. Não foram observadas 

diferenças significativas entre IL-17 ou IL-23 na amostra CJBIII ou CJBIII∆essC em 

nenhum dos tecidos analisados (Figura 23).  

 

Figura 21 - Perfil de expressão da citocina pró-inflamatória IL-17 em animais CD-1 

infectados com as amostras CJBIII e CJBIII∆essC 

 

Legenda: Expressão da citocina IL-17 nos tecidos do trato vaginal de animais CD-1 infectados com a 
amostra de S. agalactiae CJBIII e CJBIIIΔessC. (A) quantificação de IL-17 na vagina; (B) 
quantificação de IL-17 no cólo do útero; (C) quantificação de IL-17 no útero. p<0,0805 
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Figura 22 - Perfil de expressão da citocina pró-inflamatória IL-23 em animais CD-1 

infectados com as amostras CJBIII e CJBIII∆essC 

 

Legenda: Expressão da citocina IL-23 nos tecidos do trato vaginal de animais CD-1 infectados com a 
amostra de S. agalactiae CJBIII e CJBIIIΔessC. (A) quantificação de IL-23 na vagina; (B) 
quantificação de IL-23 no cólo do útero; (C) quantificação de IL-23 no útero. *p≤0,05 

 

 Em animais CD-1 infectados com as amostras de NCTC 10/84 e NCTC 

10/84ΔessC a dosagem de citocinas foi realizada somente para IL-17 por falta de 

tecido reservado para realizar as demais (Figura 24). Contudo, as análises para as 

demais citocinas encontram-se em andamento. 
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Figura 23 - Perfil de expressão da citocina pró-inflamatória IL-17 em animais CD-1 

infectados com as amostras NCTC 10/84 e NCTC 10/84ΔessC 

 

Legenda: Expressão da citocina IL-17 nos tecidos do trato vaginal de animais CD-1 infectados com a 
amostra de S. agalactiae NCTC 10/84 e NCTC 10/84ΔessC. (A) quantificação de IL-17 na 
vagina; (B) quantificação de IL-17 no cólo do útero. p<0,1850. 

 
 

3.11 Perfil de expressão de citocinas pró-inflamatórias IL-1β e KC/CXCL-1 no 

cérebro de animais CD-1 infectados com as amostras CJB III e CJB III∆essC 

 

A proteína KC, em humanos conhecida como CXCL-1, é uma quimiocina 

responsável por atrair neutrófilos para o sítio de infecção. Também atua na regulação 

imune e nas respostas inflamatórias. A IL-1β é uma citocina pró-infamatória que 

modula tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa.  

Após a quantificação por ELISA, a proteína KC foi detectada em maior 

concentração nos animais infectados com a amostra WT em comparação à mutante 

∆essC (p≤0,05). Contudo, não houve diferença significativa nos níveis de IL-1β entre 

os grupos. 
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Figura 24 – Perfil de expressão das citocinas pró-inflamatórias KC/CXCL-1 e IL-1β em 

animais CD-1 infectados com as amostras CJBIII e CJBIII∆essC 

 

Legenda: Expressão de citocinas pró-inflamatórias no tecido cerebral de animais CD-1 infectados com 
a amostra de S. agalactiae CJBIII e CJBIIIΔessC. (A) quantificação de proteína KC/CXCL-1 no cérebro, 
apresentando um aumento significativo na amostra WT comparado com a amostra mutante para gene 
essC; (B) quantificação de IL-1β no cérebro, sem diferença significativa entre os grupos. *p≤0,05. 

 

3.12 Quantificação de espécies reativas de oxigênio (EROs) expressas no 

lavado bronqueoalveolar  

 

Após a eutanásia e obtenção do lavado bronqueoalveolar dos animais, foi 

realizada a quantificação da produção de espécies reativas de oxigênio em três 

diferentes tempos (0, 30 e 60min). Os grupos apresentaram maior produção de EROs 

comparados ao controle (não diabético não infectado), sendo o grupo diabético 

infectado com maior produção de EROs em relação aos demais grupos (Figura 25). 
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Figura 25 – Produção de espécies reativas de oxigênio nos animais diabéticos e não 

diabéticos infectados com amostra hipervirulenta de S. agalactiae  

  

 

Legenda: Dosagem de espécies reativas de oxigênio (EROs)  em células pulmonares dos animais 
controle, infectados, diabéticos e diabéticos infectados com a amostra de S. agalactiae 
GBS90356. A EROs intracelular foi mensurada a partir de amostras obtidas do lavado 
bronqueoalveolar de camundongos CD1, utilizando a sonda fluorescente H2DCFDA. (a) 
Detecção do EROs intracelular no tempo 0; (b) Detecção do ROS intracelular após 30 min; 
(c) Detecção do ROS intracelular após 1h. * indica aumento de EROs quando comparado ao 
grupo controle; # indica aumento de ROS quando comparado ao grupo diabético. *p vs 
controle ≤0,05; # p vs DI ≤0,05. 

 

 

3.13 Perfil de células imunes pulmonares por citometria de fluxo 

 

 

A citometria de fluxo foi utilizada para análise de células imunes pulmonares e o 

RT-qPCR para análise das células imunes cardíacas, pois não foi encontrado um kit 

de dissociação química compatível com esse tecido. Como mencionado na 

metodologia, o painel de marcadores das células imunes utilizado foi o mesmo para 

ambas as técnicas.  

Numa análise geral, englobando todos os grupos celulares analisados, não 

houveram diferenças significativas entre as populações de células T, células 

dendríticas e neutrófilos. Contudo, houveram algumas diferenças na população de 

macrófagos entre os grupos. Observando os números absolutos de macrófagos no 
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pulmão foi verificado que os grupos diabéticos apresentaram um maior número de 

células do que os grupos não diabéticos em geral (p≤0,0171). Numa segunda análise, 

os grupos apresentando o maior número de macrófagos foram os diabéticos 

infectados com a amostra COH1 e com a amostra GBS90356 geral (p≤ 0,0394).  

 

Figura 26 – Presença de macrófagos no pulmão de animais diabéticos ou não 

diabéticos infectados com as amostras de S. agalactiae GBS90356 e 

COH1 

 

Legenda: Número de macrófagos viáveis encontrados no pulmão de animais diabéticos ou não 
diabéticos infectados com as amostras de S. agalactiae GBS90356 e COH1 no modelo de 
cinco dias. Cada ponto no gráfico representa um animal. *p≤0,05 

 

3.14 Perfil de células imunes cardíacas por RT-qPCR 

 

Como mencionado anteriormente, as populações de células imunes no coração 

foram analisadas utilizando marcadores para macrófagos, neutrófilos, células T e 

células dendríticas a partir da técnica de RT-qPCR. 

Nos animais infectados com a amostra GBS90356, os genes marcadores de 

células T (CD3, p≤0,05), macrófagos (CD11b, p≤0,001; F4/80, p≤0,001) e neutrófilos 

(CD11b, p≤0,001; Ly6G, p≤0,001) foram altamente expressos nos animais diabéticos. 

Apesar de não infectado, o grupo diabético não-infectado (DNI) também apresentou 

níveis considerados dos marcadores, porém em níveis abaixo dos animais DI (Figura 

27).  
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Figura 27 – Marcadores de células imunes encontrados nos animais diabéticos ou não 

diabéticos infectados com a amostra de S. agalactiae GBS90356 

 

Legenda: Quantificação dos genes marcadores de células imunes caracterizando a população de 
células encontrada no coração de animais diabéticos ou não diabéticos infectados com a 
amostra GBS90356 durante 5 dias. Neutrófilos (CD11b, Ly6G), macrófagos (CD11b, F4/80), 
células dendríticas (CD11c, MHC Class II) e células T (CD3). *p≤0,05; **p≤0,01; ***p≤0,001. 

 

 Nos animais infectados com a amostra COH1 o padrão foi similar com a 

presença mais evidente de marcadores para macrófagos (CD11b, p≤0,001; F4/80, 

p≤0,001) e neutrófilos (CD11b, p≤0,001; Ly6G, p≤0,001) em animais diabéticos 

infectados. Os animais não diabéticos infectados (NDI) apresentaram elevado número 

de marcadores de células dendríticas (CD11c, p≤0,01; MHC Class II, p≤0,01) e células 

T (CD3, p≤0,01) quando comparados aos animais diabéticos infectados (Figura 28). 
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Figura 28 - Marcadores de células imunes encontradas nos animais diabéticos ou não 

diabéticos infectados com a amostra de S. agalactiae COH1 

 

Legenda: Quantificação dos genes marcadores de células imunes caracterizando a população de 
células encontrada no coração de animais diabéticos ou não diabéticos infectados com a 
amostra COH1 durante 5 dias. Neutrófilos (CD11b, Ly6G), macrófagos (CD11b, F4/80), 
células dendríticas (CD11c, MHC Class II) e células T (CD3). *p≤0,05; **p≤0,01; ***p≤0,001. 

 

 

3.15 Imagens histológicas cardíacas coradas com hematoxolina e eosina e 

Giemsa 

 

A coloração por hematoxilina e eosina (HE) permite a obtenção de uma visão 

geral do órgão estudado, ressaltando estruturas como a disposição das fibras 

musculares cardíacas (miocárdio), organização da serosa (pericárdio), revestimento 

interno das câmaras (endocárdio), ventrículos, veias, artérias e válvulas.  

Nas imagens obtidas após coloração por HE, a válvula cardíaca do grupo 

controle (não diabético e não infectado) não apresentou nenhum tipo de obstrução, 

havendo apenas um baixo número de hemácias junto às extremidades. No grupo 

diabético infectado foi verificado um grande extravasamento de hemácias com a 

presença de infiltrados de células imunes, indicando uma região de alta inflamação. 

As imagens dos grupos diabético não infectado (DNI) e diabético infectado (NDI) 

apresentaram problemas, e por isso não foram inseridas.  
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Figura 29 – Lâminas histológicas cardíacas e lesões teciduais causadas por amostra 

de S. agalactiae GBS90356 coradas com hematoxilina e eosina 

 

Legenda: (A) Válvula do ventrículo direito do grupo controle, sem obstrução e com baixa quantidade 
de células sanguíneas próximas às suas extremidades (seta); (B) Válvula do ventrículo 
direito do grupo diabético infectado com número elevado de hemácias extravasadas 
(marcação vermelho escura com asteristico) e infiltrados de células inflamatórias ao redor 
(seta). Aumento de 10x; (C) Aumento de uma das regiões de infiltração de células 
inflamatórias do grupo diabético infectado (círculo). Aumento de 100x.  

 
Na busca de indícios de endocardite nos animais estudados, nosso foco foi 

analisar a presença de infecção bacteriana na superfície endotelial valvular, além de 

extravasamento de hemácias e infiltrado de células imunes. A coloração de Giemsa é 

altamente utilizada para diagnóstico histopatológico de parasitas e bactérias, como S. 

agalactiae.  

Nas imagens histológicas coradas com Giemsa, foi possível observar 

novamente a válvula do animal não-diabético não-infectado (NDNI) completamente 

desobstruída. Contudo, sinais inflamatórios moderados foram verificados nos animais 

não diabéticos infectados (NDI, Figura 30B) e um leve extravasamento de hemácias 

nos animais diabéticos não infectados (DNI, Figura 30C). Os animais diabéticos 

infectados (DI) com a amostra GBS90356 houve um infiltrado de células imunes, além 

de extravasamento de hemácias causando obstrução valvular (Figura 30D e E). 
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Figura 30 - Lâminas histológicas cardíacas e lesões teciduais causadas por amostra 

de S. agalactiae GBS90356 coradas com Giemsa 

 

Legenda: (A) Válvula do ventrículo direito do grupo controle (NDNI), sem apresentar obstrução; (B) 
Válvula do ventrículo direito do grupo não diabético infectado (NDI) com a amostra 
GBS90356, apresentando leve obstrução por hemácias e sem danos teciduais aparentes; 
(C) Válvula do ventrículo direito do grupo diabético não infectado (DNI), apresentando 
baixo número de hemácias; (D) Válvula do ventrículo direito do grupo diabético infectado, 
com número elevado de hemácias extravasadas e infiltrados de células inflamatórias ao 
redor (seta), além de células disformes. Figuras A, B e D: 50µm, Figura C: 20µm. 

 

3.16 Imagens histológicas cerebrais coradas com Hematoxolina e Eosina 

 

Com a segunda parte do cérebro dos animais, foram realizadas colorações 

histológicas com hematoxilina e eosina (HE) visando quantificar a espessura da 

meninge. Infiltrados inflamatórios em resposta a infecções na meninge aumentam a 

espessura dessa região. 

Como podemos observar na imagem, houve diferença significativa 

(quantificação realizada utilizando o software Image J) entre os dois grupos. Os 

animais infectados com a amostra CJBIII apresentaram aumento na espessura da 

meninge e pontos claros de infiltrados de células imunes quando comparados às 

amostras infectadas com a mutante CJBIII∆essC (Figura 26). 
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Figura 31 – Lâminas histológicas cerebrais e espessamento da meninge causada pela 

amostra de S. agalactiae CJBIII coradas com HE 

 

Legenda: Imagens histológicas obtidas do cérebro de animais CD-1 submetidos à infecção caudal com 
as amostras CJBIII ou CJBIIIΔessC e quantificação do espessamento da meninge. 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

 Doenças invasivas causadas por S. agalactiae são responsáveis por levar não 

só neonatos e mulheres grávidas ao desenvolvimento de doenças graves e a óbito, 

como também elevar a taxa de morbidade e mortalidade em adultos 

imunocomprometidos (Schrag et al., 2000; Skoff et al., 2009). A necessidade de uma 

maior compreensão dos mecanismos de virulência, principalmente em grupos mais 

susceptíveis como pacientes diabéticos, vem sendo cada vez mais discutida (Batista, 

Ferreira, 2015; Vasikasin, Changpradu, 2021; Nguyen et al., 2021). São escassos os 

estudos que correlacionem a infecção por S. agalactiae em pacientes diabéticos, 

apesar de ser a doença mais comum associada à presença desse patógeno (Arias et 

al., 2022). Por isso, esse estudo buscou caracterizar um sistema de secreção até 

então inédito em S. agalactiae, e utilizar amostras hipervirulentas do patógeno para 

compreender o desenvolvimento de doenças infecciosas como endocardite e 

pneumonia em condições hiperglicêmicas in vivo e in vitro, mimetizando a diabetes.   

 Amostras de S. agalactiae pertencentes a diferentes tipos capsulares 

previamente caracterizadas e estabelecidas em estudos prévios e uma amostra obtida 

de um paciente diabético com infecção no trato urinário (ITU) causada por esse 

microrganismo, a D01, foram utilizadas neste trabalho. A amostra D01 levou a 

paciente a um quadro de ITU grave, necessitando de longo período de internação. Ao 

realizar a tipagem capsular, a amostra D01 foi identificada como pertencente ao tipo 

III e apresentando o gene hvgA, indicando o potencial hipervirulento da amostra 

bacteriana. 

A amostra GBS90356, de uso padrão em nosso laboratório, foi utilizada como 

um dos comparativos para a caracterização da D01. Estudos publicados pelo nosso 

grupo foram responsáveis pelo sequenciamento genômico dessa amostra, sendo a 

primeira descrita no Brasil como pertencente ao tipo capsular III e ST-17 (Lannes-

Costa, 2020). De acordo com Hsu e colaboradores (2021), a ST-17 caracteriza 

amostras mais virulentas da espécie, associadas a elevados quadros de meningite 

neonatal com alta morbidade e mortalidade, além de ser reconhecida como ST de 

rápida disseminação mundial.  

Como mencionado anteriormente, a formação de comunidades de biofilmes 

facilita a sobrevivência e proliferação microbiana, aumentando a resistência às 
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defesas do hospedeiro e à privação de nutrientes. A colonização e infecção de S. 

agalactiae em tecidos-alvo requer a capacidade dessas bactérias de aderir e persistir 

na mucosa e em superfícies epiteliais (Rosini e Margarit, 2015). Os resultados dos 

ensaios de biofilme no presente trabalho, demonstrou que as três amostras de tipo 

capsular III (ST-17) apresentaram capacidade de produção de biofilme de forma 

heterogênea. Dentre todas as condições testadas, a amostra D01 foi a única média 

produtora de biofilme nos meios de cultura BHI, BHI +1% de glicose e TSB +1% de 

glicose. A amostra COH1 foi considerada média produtora apenas nos meios TSB e 

TSB + 1% de glicose e a amostra GBS90356, baixa formadora de biofilme em todas 

as condições como verificado anteriormente pelos estudos do nosso grupo (Sanches, 

2018).  

Estudos publicados anteriormente com a amostra COH1, o acréscimo de 1% 

de glicose ao meio tornou a produção de biofilme 2 a 4 vezes maior do que em meio 

TSB puro (Rinaldo et al., 2010; D’Urzo et al., 2014). Em nosso estudo, o acréscimo de 

glicose não foi capaz de aumentar a produção de biofilme quando comparado ao meio 

puro para as amostras GBS90356 e COH1 em nenhum dos meios de cultivo testados. 

Para a amostra D01, houve diferença no crescimento entre o meio TSB e TSB 

acrescido de glicose, sendo esse mais favorável para a formação do biofilme.  

O aumento de pH pode beneficiar ou ser deletério para os microrganismos 

durante a produção de biofilme. De acordo com Ratzke e Gore (2018), bactérias 

testadas em meios com 1% de glicose promoveram maior redução do pH do meio. As 

espécies Lactobacillus plantarum e Pseudomonas veronii tornaram o pH mais ácido, 

aumentando o crescimento bacteriano. Em todas as condições testadas, no presente 

trabalho, as amostras COH1, GBS90356 e D01 reduziram o pH do meio e isso pode 

contribuído, em parte, para a produção do biofilme como mencionado em outros 

trabalhos (Borges et al., 2012; Yang et al., 2012; D'Urzo et al., 2014; Dilrukshi et al., 

2021). Trabalhos utilizando amostras de Streptococcus pyogenes mostraram o efeito 

do aumento do biofilme com acréscimo de glicose, promovenso resultado direto da 

acidificação devido à produção metabólica de ácidos orgânicos (Manetti et al., 2010). 

Contudo, a alteração no pH e a relação com a maior formação de biofilme pode variar 

de acordo com o meio de cultivo testado. Ho et al. (2013) demonstraram que o baixo 

pH induziu a produção de biofilme em meio quimicamente definido limitado por 

nutrientes (M9YE), porém não em meios ricos como THB. 



88 

 

Diabetes mellitus (DM) é provavelmente uma das doenças mais antigas 

conhecidas pelo ser humano (Olokoba, Olusegun, Olokoba, 2012). Estima-se que 366 

milhões de pessoas tiveram DM em 2011; e que até 2030 esse número pode evoluir 

para 552 milhões (International Diabetes Federation, 2011). Dados preocupantes 

apontam que 80% dos pacientes com DM vivem em países de baixa e média renda 

(Olokoba, Olusegun, Olokoba, 2012). A resistência à insulina, uma das características 

principais em condições de diabetes, está associada com o aumento da 

susceptibilidade a infecções bacterianas invasivas (Lin et al., 2011; Mook et al., 2011; 

Thomsen et al., 2011, Kenzel et al., 2012). Contudo, poucos são os trabalhos de 

interações entre S. agalactiae e modelos diabéticos. Além disso, boa parte das 

publicações utiliza exclusivamente o modelo de úlcera na epiderme, o que restringe 

os estudos a apenas uma via de infecção. Edwards e Fusilier, em 1982, publicaram o 

primeiro trabalho utilizando animais induzidos à diabetes utilizando a droga 

estreptozotocina (STZ) e infecção por S. agalactiae, levando os animais a uma 

infecção generalizada. Os experimentos iniciais realizados por eles demonstraram 

que amostras do tipo capsular II tiveram a virulência aumentada em animais 

diabéticos, o que também já havia sido visualizado no mesmo modelo com 

Pseudomonas aeruginosa (Itahara et al., 1980).  

Trabalhos mais recentes, como o levantamento epidemiológico e de 

susceptibilidade aos antimicrobianos realizado com pacientes diabéticos infectados 

com S. agalactiae no Egito (Abd-ElAleem et al., 2021), ou como o estudo de caso em 

paciente com meningite e associação com de otite causada pelo patógeno (Villareal, 

Goslin, Bajracharya, 2021) trazem dados importantes para a melhor compreensão da 

associação entre diabetes e infecções bacterianas. Contudo, essas publicações não 

explicam o desenvolvimento das doenças associadas como pneumonia, sepse, 

endocardite, entre outras. Além disso, não caracterizaram as condições inflamatórias 

exacerbadas pela presença do microrganismo e quais os reflexos clínicos em um 

modelo murino de diabetes. 

Os animais utilizados em nosso modelo de diabetes induzido por STZ foram 

submetidos a pesagem corporal e dosagem glicêmica durante os experimentos, 

visando confirmar o fenótipo esperado em condições hiperglicêmicas. A diabetes foi 

confirmada em todos os modelos, mesmo em diferentes tempos de infecção. Uma 

perda dramática de peso pode ser indício e sinalizar o surgimento da diabetes 

(Diabetes & Endocrinology, 2022). Em diabéticos a perda de massa corporal é bem 
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estabelecida, decorrente da insuficiência de insulina. As células do corpo tornam-se 

incapazes de obter glicose e utilizam outros substratos como proteínas e gordura 

como fontes de energia (American Diabetes Association, 2011). Os rins passam a 

trabalhar em excesso visando eliminar o açúcar no sangue, podendo danificar esse 

órgão tão importante. A associação entre infecções bacterianas e diabetes é capaz 

de exacerbar essa perda de peso através da alteração do equilíbrio metabólico-

endócrino do hospedeiro (Rayfield et al., 1982).   

Nossos resultados apresentaram algumas divergências em relação a esses 

parâmetros. No modelo de cinco semanas de infecção, o fenótipo de redução no peso 

corporal dos animais diabéticos que era esperado foi atingido. Por outro lado, não 

houve diferença em períodos mais curtos de infecção, com cinco dias, para ambos os 

grupos infectados com a amostra GBS90356 ou COH1. Esse resultado pode ser 

explicado devido a um menor tempo para a ação da droga (STZ) nesses animais. De 

acordo com Furman (2015) e Deeds et al. (2011), por mais que a deleção das ilhotas 

β-pancreáticas seja mais imediata em modelos de indução à diabetes com uma alta 

dose única de STZ, o estado de hiperglicemia grave, com níveis de glicose no sangue 

atingindo de 300 a 600mg/dL se desenvolve apenas após 3 semanas de indução. Em 

modelos utilizando múltiplas doses da droga, o tempo para alcançar esse estado 

grave pode ser de até 7 semanas.  

A partir das taxas de sobrevivência dos animais infectados durante cinco dias, 

podemos observar a elevada letalidade das amostras bacterianas, principalmente em 

animais diabéticos, como já descrito por Phoompoung e colaboradores (2021). Eles 

demonstraram que em 30 dias de infecção a taxa de mortalidade dos pacientes 

diabéticos com pneumonia causada por S. agalactiae na Tailândia foi de 24,96% e de 

11% em casos de ITU, problemas renais e sepse causada pelo patógeno. Kessel e 

colaboradores (2021) também afirmam que amostras pertencentes ao CC-17 levaram 

a óbito 8% dos pacientes recém-nascidos com meningite e 21% dos pacientes com 

mais de 3 meses de idade.  

A infecção intranasal, com o tempo de cinco semanas, não levou nenhum 

animal a óbito. Apesar disso, o aparecimento de abcessos na pele dos animais foi 

descrito anteriormente pelo nosso grupo, durante minha dissertação de mestrado. Os 

tempos distintos indicaram as fases aguda (5 dias) e crônica (5 semanas) de infecção, 

de acordo com Veridiano (2017). A diferença na mortalidade entre as duas vias de 

infecção pode ser explicada, entre outras razões, pela dose mais baixa utilizada nos 
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animais infectados via intranasal (1x105UFC/mL) e também por ser uma via de 

inoculação mais lenta. 

O modelo de infecção intranasal é utilizado para mimetizar uma via muito 

importante para S. agalactiae. Esse patógeno é capaz de ascender o trato vaginal e 

ultrapassar a barreira placentária, entrando em contato com o bebê ainda no útero, 

contudo a via até então mais compreendida e estudada é a infecção a partir da 

inalação do líquido amniótico pelo recém-nascido durante o parto normal (Berner, 

2004; Six et al., 2014). Apesar de ser obrigatório em países como os Estados Unidos 

(American Society for Microbiology, 2020), o teste do cotonete (como é conhecido no 

Brasil), não é uma prática obrigatória na rotina de exames ao final da gravidez (do 

Nascimento et al., 2019). 

Nossos resultados demonstraram que a infecção intranasal foi bem-sucedida, 

onde o S. agalactiae foi capaz de disseminar por diversos órgãos, caracterizando 

infecção generalizada, podendo causar disfunção ou falência de múltiplos órgãos. A 

diferença no número de colônias entre os órgãos após cinco semanas de infecção foi 

variável. No cérebro, não houve diferença significativa entre diabéticos e não-

diabéticos. O processo de penetração na barreira hemato-encefálica (BHE) realizado 

por S. agalactiae ainda vem sendo estudado para melhor compreensão. Dados 

publicados demonstram que a presença de uma proteína de superfície denominada 

bspC é importante no rompimento da BHE (Deng et al., 2019). Ambas as amostras 

utilizadas neste estudo em modelo animal apresentam a proteína bspC, de acordo 

com o trabalho da mesma autora. Desta forma, podemos sugerir que a hiperglicemia 

desses animais não interferiu na ação dessa proteína, pois ambos os grupos foram 

capazes de ultrapassar e atingir a meninge na mesma proporção. Além disso, em 

períodos mais longos de infecção, como em cinco semanas, o S. agalactiae foi capaz 

de ultrapassar a BHE tanto em animais saudáveis quanto em condições de diabetes. 

Assim, estudos com tempos de infecção menores estão em andamento no 

LBMFE/UERJ para avaliar se S. agalactiae é capaz de ultrapassar a BHE nos animais 

diabéticos. É importante continuar esses ensaios em tempos menores e em 

backgrounds murinos distintos, o que infelizmente não pôde ser realizado durante 

esse trabalho devido a algumas limitações como acesso a esses animais no Brasil, e 

o tempo curto pós retorno ao laboratório nos Estados Unidos.  

Nos demais órgãos analisados (pulmão, coração, fígado) e no sangue, a 

diferença no número de UFC/mL foi significativa, demonstrando que mesmo após 
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cinco semanas, o S. agalactiae persistiu de maneira mais efetiva nos animais 

diabéticos. De acordo com Hodgson et al. (2015) e Berbudi et al. (2020), são diversos 

os problemas acarretados pela presença da diabetes que podem auxiliar na evasão 

imune de patógenos como S. agalactiae: aumento do estresse oxidativo exacerbando 

os processos inflamatórios crônicos; redução na atividade fagocítica e antibacteriana 

de neutrófilos e macrófagos, acarretados pelo metabolismo alterado da glicose e 

estresse oxidativo; ativação prejudicada de células natural killer, contribuindo para a 

diminuição dos níveis de interferon-γ, necessário para promover mecanismos 

antibacterianos de macrófagos e, função de células dendríticas prejudicada.  

No modelo de infecção aguda, onde utilizamos a via intraperitoneal, obtivemos 

resultados expressivos mais rapidamente. Esse modelo é bem estabelecido para 

induzir a infecção aguda com diversos patógenos, tais como Acinetobacter baumannii 

(Harris et al., 2019) e Klebsiella pneumoniae (Franklin et al., 2003). Apesar de 

comprovarmos a dispersão bacteriana em todos os órgãos analisados, os resultados 

foram distintos, de maneira amostra-dependente. Para amostra GBS90356, todos os 

animais, diabéticos ou não, apresentaram colônias viáveis, porém sem diferença 

significativa entre os grupos. Nesses experimentos foi possível verificar uma 

tendência, onde a contagem de S. agalactiae (UFC/mL) foi maior nos órgãos de 

animais diabéticos, contudo sem significância estatística. De maneira contrária, 

observamos o mesmo padrão do modelo de cinco semanas com a amostra COH1, 

onde a contagem de UFC/mL uma diferença significativa em todos os órgãos 

analisados, incluindo o cérebro de animais diabéticos. Nossos resultados demonstram 

que amostras pertencentes ao mesmo tipo capsular e ST-17 (Lannes-Costa, 2020), 

podem apresentar comportamentos diferentes relacionados a expressão de fatores 

de virulência, vias de transdução de sinais e sistemas regulatórios dois componentes 

(Lannes-Costa, de Oliveira, da Silva Santos, Nagao, 2021). A amostra GBS90356 

pode ser mais eficiente, levando menos tempo para se dispersar e invadir os órgãos 

e, desta forma, não houve diferença significativa entre os animais diabéticos e não 

diabéticos. Experimentos com menores tempos (a partir de 24h) encontram-se em 

andamento para verificar uma possível diferença em animais diabéticos e não-

diabéticos.  

 Modelos de infecção vaginal são importantes, principalmente quando falamos 

de S. agalactiae, por ser um microrganismo presente no trato urovaginal de cerca de 

20-30% das mulheres saudáveis (Russell et al., 2017; Shabayek, Spellerberg, 2018; 
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Baldan et al., 2021). Patras e Doran (2016) propuseram um modelo de colonização 

vaginal murina, onde é avaliar a persistência de S. agalactiae no trato vaginal, além 

da capacidade de ascensão bacteriana até o útero. Ao verificar a existência e os 

mecanismos de ação de um sistema de secreção nunca descrito na literatura para S. 

agalactiae, dois alvos iniciais foram pré-estabelecidos: compreender a importância do 

SST7 no trato vaginal, onde é iniciada a infecção de neonatos e mulheres grávidas; e 

no cérebro que ao ser atingido por S. agalactiae pode desenvolver casos severos e 

até fatais de meningite em neonatos, adultos e idosos imunocomprometidos.  

No modelo vaginal, foi realizada a coinfecção com amostras de S. agalactiae 

WT e que sofreram mutação no gene essC, importante na maquinaria do operon 

responsável pela ativação do SST7 nesse patógeno. Os experimentos foram 

realizados em backgrounds de camundongos distintos, pois diferenças poderiam ser 

encontradas em cada espécie murina inbred (C57Bl/6) ou outbred (CD-1). Nos 

animais CD-1, utilizamos as amostras NCTC 10/84 e NCTC 10/84∆essC que após 14 

dias foram eutanasiados. Os resultados do presente trabalho indicaram a persistência 

das amostras bacterianas, verificada a cada dois dias, comprovando a importância da 

presença do gene essC e consequente ativação do SST7 para a sobrevivência do 

microrganismo no ambiente vaginal. Até a presente data, existe apenas um trabalho 

publicado, por Alhajjar e colaboradores (2020), identificando fatores para explicar a 

aderência e persistência de E. faecalis no trato vaginal. De acordo com os autores, a 

presença do SST7 foi necessária para a ascensão do patógeno no trato reprodutivo 

feminino. Nossos resultados demonstraram que a amostra NCTC 10/84 WT persistiu 

por mais tempo quando comparada à mutante, corroborando que para S. agalactiae 

a presença de essC influencia na ascensão aos órgãos do trato vaginal como o cólo 

do útero e o útero.  

Ao utilizar o mesmo modelo de interação com as amostras CJBIII e 

CJBIII∆essC em animais C57Bl/6 observamos um fenótipo curioso, onde por mais de 

150 dias os animais continuaram apresentando colônias de ambas as amostras, não 

havendo diferença significativa entre elas e sendo capazes de se manterem viáveis 

por um tempo de infecção vaginal nunca visto antes em nossos experimentos. O grupo 

americano deu prosseguimento ao experimento, onde os animais permaneceram 

viáveis por mais de 250 dias de infecção. Os dados serão publicados demonstrando 

a capacidade inédita dessa amostra se manter viável nos órgãos mesmo depois de 

tanto tempo de inoculação.  
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De acordo com estudos utilizando diferentes amostras de S. aureus, a presença 

do SST7 promoveu modularidade e heterogeneidade na expressão específica para 

cada amostra (Warne et al., 2016; Tchoupa et al., 2020). Sendo assim, o mecanismo 

de ação e até mesmo a presença ou ausência do SST7 pode variar entre amostras 

da mesma espécie. Ainda não se sabe se há um padrão dependente do tipo capsular 

em S. agalactiae ou algum outro fator que possa influenciar na expressão. 

Para o desenvolvimento de meningite em camundongos CD-1, foi escolhido o 

modelo hematogênico de injeção via caudal com as amostras de S. agalactiae CJBIII 

e CJBIII∆essC. O mesmo modelo havia sido proposto anteriormente para esse 

patógeno em trabalhos publicados recentemente (Deng et al.,2019; Zhu et al., 2021). 

Os resultados apresentados a seguir foram inseridos no trabalho publicado ano 

passado, em colaboração com o nosso grupo de pesquisa (Spencer et al., 2021) e 

que está em anexo ao final desse trabalho (Anexo 1). Durante as 72h de 

monitoramento dos animais e a partir dos sinais previamente descritos na 

metodologia, podemos confirmar que o modelo de meningite foi estabelecido. A 

amostra WT CJBIII obteve sucesso em ultrapassar com maior rapidez a BHE quando 

comparado a mutante CJBIII∆essC. Trabalhos realizados previamente com M. 

tuberculosis destacaram a capacidade de amostras que possuem o SST7 ativado em 

desenvolver doenças como a meningite tubercular (Trunz, Fine, Dye, 2006; 

Kaufmann, Evans, Hanekom, 2015). Visamos no futuro a construção da mesma 

mutante ΔessC na amostra GBS90356. A amostra COH1ΔessC já foi construída pelo 

laboratório da Dra. Doran, contudo ainda não realizamos experimentos com a mesma. 

É importante ressaltar que deleções na proteína expressa pelo SST7 denominada 

EsxA, homóloga de outras espécies como S. aureus, já foram realizadas com a 

construção de mutantes em ambas as amostras CJBIII e NCTC 10/84, e experimentos 

iniciais foram realizados visando determinar se a atividade de EsxA é citotóxica em 

modelos in vitro/in vivo. Alguns desses resultados também são apresentados na 

publicação em anexo ao final desse trabalho.   

A capacidade de S. agalactiae sobreviver e se manter viável em macrófagos já 

havia sido estudada por nosso grupo (Monteiro et al., 2004). Ensaios de aderência e 

viabilidade intracelular mostraram que a amostra GBS90356 é capaz de sobreviver 

24h dentro de macrófagos murinos. Em macrófagos obtidos de animais controle, após 

os ensaios de invasão, observamos uma contagem de UFC/mL de forma expressiva 
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a partir de 60min de infecção, confirmando a capacidade do patógeno em sobreviver 

dentro desses fagócitos.   

Para verificar se colônias de S. agalactiae ainda eram encontradas em 

macrófagos obtidos do lavado bronqueoalveolar de camundongos após cinco 

semanas de infecção, a viabilidade intracelular foi analisada em ambos os grupos 

infectados, diabéticos ou não para avaliar se as condições hiperglicêmicas poderiam 

interferir/alterar o potencial de sobrevivência. Nossos resultados demonstraram que 

após cinco semanas ainda foram encontradas colônias viáveis dentro dos macrófagos 

e que as células obtidas dos animais diabéticos apresentaram um número 

significativamente superior de UFC/mL. Outros trabalhos abordaram a capacidade de 

S. agalactiae ou outras espécies do gênero Streptococcus em se manterem viáveis 

em macrófagos humanos em até 6h (O'Neill, Thurston, Holden, 2016) e murinos 

durante 3h (Rogers et al., 2018). Contudo, não foram encontrados trabalhos que 

demonstrassem essa viabilidade em tempos tão longos e em macrófagos obtidos de 

animais diabéticos, tornando nossos dados inéditos.  

 Macrófagos derivados de animais diabéticos apresentam uma série de 

modificações quando comparados a macrófagos obtidos de animais não diabéticos, 

tais como aumento das proteínas quinase B (PKB/Akt) (Ser-473 e Thr-308), quinases 

reguladas por sinal extracelular (ERK 1/2) e proteína quinase ativada por estresse 

(SAPK/JNK), secreção de níveis desregulados de TNF-α, IL-6 e IL-10, óxido nítrico, 

NLRP3 e iNOS (Tessaro et al., 2020, Davanso et al., 2021).  

 Pneumonia e endocardite são manifestações clínicas cada vez mais comuns 

em pacientes diabéticos infectados com S. agalactiae (Rajagopal, 2009). Ambas as 

doenças derivam de um estado de septicemia, onde a bactéria alcança diferentes 

órgãos a partir da corrente sanguínea. A presença de citocinas inflamatórias 

específicas pode caracterizar melhor o microambiente e a resposta imune 

desencadeada pelas células do hospedeiro, principalmente durante uma inflamação 

crônica devido às condições hiperglicêmicas. A proteína CXCL-1 (KC em 

camundongos) é um importante marcador do recrutamento de neutrófilos no sítio de 

infecção (Sawant et al., 2016; Deng et al., 2019). Em infecções agudas, incluindo as 

causadas por S. agalactiae, os neutrófilos fazem parte da primeira linha de células de 

defesa do hospedeiro (Kothary et al., 2017). Huang e colaboradores (2016) mostraram 

que os pacientes com diabetes tipo 1 apresentaram números de neutrófilos mais 

elevados do que os controles e o aumento da contagem de neutrófilos foi 
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correlacionado com um risco aumentado de doença vascular. No modelo de infecção 

IP com a amostra de S. agalactiae COH1, verificamos por ensaios de ELISA uma 

maior expressão da proteína KC nos animais diabéticos quando comparados com os 

demais grupos, em ambos os órgãos analisados.  

 Neutrófilos são importantes moduladores das respostas imunes inatas e 

adaptativas, principalmente através da liberação de citocinas e recrutamento de mais 

neutrófilos para as vias aéreas. Embora tipicamente essencial para combater a 

pneumonia grave, o influxo de neutrófilos nas vias aéreas pode trazer malefícios para 

o pulmão como a ativação excessiva de neutrófilos causando danos graves nos 

tecidos através da liberação de agentes tóxicos, incluindo proteases, polipeptídeos 

catiônicos, citocinas e espécies reativas de oxigênio. Em casos extremos, os danos 

causados por neutrófilos e outros mediadores imunes inatos se tornam a principal 

fonte de morbidade e mortalidade (Pechous et al., 2017). O mesmo acontece em 

casos de endocardite infecciosa (Bozbay et al., 2014).  

IL-1β é uma citocina com potencial altamente inflamatório, comumente 

associado à imunidade protetora do hospedeiro (LaRock and Nizet, 2015). IL-1β é 

crítico na defesa contra S. agalactiae e S. pneumoniae (Hsu et al., 2011; Costa et al., 

2012; Lemon et al., 2015). IL-1β é um dos principais quimioatrativos de neutrófilos 

(Chen et al., 2007) e o recrutamento de neutrófilos é amplamente mediado por IL-1β 

durante infecções por Estreptococos do Grupo A (Hsu et al., 2011) e S. agalactiae 

(Biondo et al., 2014). A IL-1β também induz a expressão de fibrinogênio e coagulação 

localizada que ajudam a limitar a disseminação de S. pneumoniae no pulmão (Yang 

et al., 2013). Ainda não está claro se essa expressão ocorre durante outras infecções 

estreptocócicas, cujos efeitos nem sempre beneficiam o hospedeiro, pois fatores de 

virulência expressos na superfície bacteriana podem se ligar ao fibrinogênio e interferir 

na ativação do complemento e na fagocitose (Nizet, Doran, 2013; Walker et al., 2014). 

 Nossos resultados demonstraram que os níveis de IL-1β foram superiores em 

animais diabéticos infectados com a amostra COH1 somente no pulmão. Contudo, há 

uma clara tendência na maior expressão de IL-1β no coração dos animais diabéticos. 

Nos animais infectados com a amostra GBS90356, tanto os animais diabéticos quanto 

os animais não diabéticos infectados com a amostra apresentaram elevados níveis de 

ambas as citocinas KC e IL-1β, sendo relevantes quando comparado aos demais 

grupos controle. Não houve diferença significativa no coração quando dosamos IL-1β. 

Isso está de acordo com os resultados da UFC/mL encontrada em ambos os órgãos.  
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 Da mesma forma, o perfil de citocinas no modelo vaginal foi analisado. Num 

modelo de infecção do trato genital murino com Neisseria gonorrhoeae realizado por 

Feinen and Russell (2012), a indução de IL-17 foi descrita, citocina essa que é 

importante tanto no recrutamento de neutrófilos quanto na eliminação imediata da 

infecção. A produção de IL-22 também foi observada pelos autores, em resposta à 

estimulação com N. gonorrhoeae nos explantes de tecido vaginal cultivados ex vivo. 

Ao construir camundongos knockouts deficientes de IL-22, os animais se tornaram 

resistentes às infecções no trato genital desses animais, porém não houveram 

diferenças no influxo de neutrófilos no sítio de infecção.  

 Em nossos modelos infectados com as amostras CJBIII, CJBIIIΔessC, NCTC 

10/84 e NCTC 10/84ΔessC os resultados diferem da literatura, não havendo 

diferenças nos níveis de ambas as citocinas em nenhum dos órgãos analisados. Chen 

et al. (2021) demonstraram que a diferenciação das células CD4+ em células Th17 

aumenta a expressão dos níveis de IL-17. Outro trabalho publicado por Yu et al. (2018) 

mostrou que numa coinfecção entre S. agalactiae e Candida albicans, os níveis de IL-

17 no lavado cervico-vaginal decaíram significativamente. A deficiência em IL-23 

tornou infecções cardíacas mais frequentes e animais mais susceptíves ao S. 

pneumoniae, influenciando também nas respostas de Th1 e Th17 (Kim et al., 2014). 

 A expressão das CXCL-1 (KC) e IL-1β, também foi quantificada no cérebro dos 

animais CD-1 infectados com as amostras CJBIII e CJBIIIΔessC através da via de 

inoculação caudal. Em um modelo de meninigite causada por Streptococcus 

pneumoniae, os níveis de KC, IL-1β, IL-6, MIP-2 e MCP-1 foram elevados nos animais 

infectados (Klein et al., 2006). Manzer, Villarreal e Doran (2022) também observaram 

altos níveis da proteína KC em amostras cerebrais de S. agalactiae.   

 Além da expressão de citocinas inflamatórias, outro indicador importante da 

inflamação é a expressão de espécies reativas de oxigênio (EROs). Um trabalho 

prévio publicado pelo nosso grupo, utilizando modelo de células endoteliais humanas 

(HUVEC) e a amostra de S. agalactiae GBS90356, demonstrou que a geração de 

EROs ocorreu através da via NADPH oxidase acompanhada da reorganização do 

citoesqueleto através da via PI3K/Akt (Oliveira et al., 2018). A produção de EROs 

possui um papel importante em complicações da diabetes, gerando além do estresse 

oxidativo a morte celular (Volpe et al., 2018). Apesar de ser uma estratégia para 

combater a presença de microrganismos, sua produção descontrolada tende ao efeito 

contrário, podendo ser tóxico ao tecido infectado. O excesso de neutrófilos e 
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macrófagos pode ser responsável pelos níveis excessivos de EROs (Nouvong et al., 

2016). A dosagem de EROs obtida do lavado bronqueoalveolar foi superior nos 

animais diabéticos infectados com a amostra GBS90356 quando comparados aos 

demais grupos, principalmente após 1h com a sonda fluorescente. Nossos dados 

demonstram mais um fator capaz de tornar o microambiente celular mais inflamado, 

levando ao dano das células e a possível morte celular.  

 Apesar de muito relevante, ainda é necessário realizar uma caracterização 

mais específica de quais espécies reativas de oxigênio estão sendo expressas nesse 

modelo de infecção com técnicas de espectrofotometria ou Ressonância de Spin 

Eletrônico (RSE) (Zhang, Dai, Yuan, 2018).  

 Para a caracterização mais completa da inflamação pulmonar e cardíaca, torna-

se importante visualizar quais os tipos celulares imunes recrutados durante a infecção. 

O recrutamento de neutrófilos é bem conhecido em infecções agudas por S. 

agalactiae (Kothary et al., 2017). Além desse grupo de células, Faherty e 

colaboradores (2019) demonstraram a importância dos macrófagos no contexto dos 

recém-nascidos, cujo sistema imunológico adaptativo ainda é imaturo, dependendo 

quase que unicamente do sistema imune inato para combater infecções bacterianas. 

Os macrófagos também estão presentes na interface materno-fetal, onde auxiliam na 

manutenção da tolerância materna ao feto em desenvolvimento e combatem 

patógenos que cruzam as membranas extra placentárias (Anders et al., 2017). 

 Neste trabalho foram utilizados marcadores celulares para identificar 

macrófagos, neutrófilos, células dendríticas e células T através das técnicas de 

citometria de fluxo para o pulmão e qPCR para o coração. A diferença nas técnicas 

se deu pela falta de um kit de dissociação enzimática que fosse compatível com os 

corações murinos, contudo os marcadores foram os mesmo para ambos os 

procedimentos. Os resultados da citometria de fluxo mostraram não haver diferenças 

estatísticas entre os grupos e o recrutamento de células imunes no pulmão. Contudo, 

em relação ao número absoluto de macrófagos, a presença dos mesmos foi maior nos 

animais diabéticos infectados com ambas as amostras de S. agalactiae GBS90356 e 

COH1 quando comparado aos animais diabéticos não infectados ou aos animais 

controle.  

 Diferenças na população de neutrófilos eram igualmente esperadas, levando 

em consideração os altos níveis da proteína KC encontrados nos ensaios de ELISA. 

Além disso, de acordo com a literatura, os neutrófilos são recrutados em grande escala 
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no sítio de infecção causadas por S. agalactiae. Contudo, nos dados obtidos pela 

citometria de fluxo, não houve diferença significativa entre os grupos diabéticos ou 

não infectados com ambas as amostras, assim como nos grupos não infectados. Por 

ser uma técnica mais complexa e pouco disponível, não foi realizada em duplicata. 

Desta forma, ensaios visando a repetição esses experimentos estão em andamento e 

serão realizados em colaboração. Além disso, uma explicação para os níveis de 

expressão de IL-1β observados pode ser a associação com os macrófagos, ao invés 

de neutrófilos, como previamente descrito em infecções por M. tuberculosis (Krishnan, 

Robertson, Thwaites, 2013).  

 O perfil de células imunes cardíacas por RT-qPCR foi similar, com elevada 

marcação para células T, macrófagos e neutrófilos na infecção com a amostra 

GBS90356. Em relação à infecção com a amostra COH1, o recrutamento mais 

expressivo foi de células imunes inatas, como macrófagos e neutrófilos, exibindo um 

padrão mais esperado. De acordo com Rubio et al. (2019), em infecções causadas 

por S. aureus, o recrutamento de leucócitos para as áreas de infecção e a expressão 

de citocinas como TNF-α e IL-1 é esperado em situações de endocardite. É importante 

descrever que apesar de não ter sido possível até a conclusão desse trabalho 

identificar e quantificar marcadores do modelo intrasanal, esse é um passo importante 

que visamos realizar para verificar se o recrutamento celular é distinto a partir de 

outras vias de infecção, e se o perfil de células é alterado em tempos maiores pós 

infecção por S. agalactiae.   

 Análises histológicas são extremamente relevantes para obter uma apreciação 

geral de diversos órgãos após infecções bacterianas, inclusive daqueles que não 

apresentam alterações macroscópicas. A partir do estudo histopatológico cardíaco é 

possível obter o detalhamento das modificações causadas por um patógeno dentro 

de determinado órgão, sendo capaz de diagnosticar doenças e auxiliar no tratamento 

com maior precisão. A fisiopatologia da endocardite infecciosa compreende pelo 

menos três elementos críticos: adaptação bacteriana para aderência na válvula 

cardíaca, a capacidade do patógeno em se manter aderido e a sobrevivência de 

bactérias circulantes na superfície valvar com propagação venosa (Sullam, Drake, 

Sande, 1985). Adicionalmente, as análises histológicas também são importantes na 

caracterização da meningite através do espessamento da meninge e infiltrado de 

leucócitos (Deng et al., 2019). As imagens histológicas foram analisadas segundo os 

critérios descritos por Dylan Ely et al. (2016), buscando infiltrados de células imunes, 



99 

 

extravasamento de hemácias, obstrução das válvulas cardíacas, células gigantes, 

depósito de fibrina e a presença de microrganismos.  

As imagens com a coloração de Giemsa e HE demonstraram válvulas 

cardíacas obstruídas em camundongos diabéticos infectados com a amostra 

GBS90356 quando comparados aos animais controle. Dano tecidual ao redor da 

válvula com elevado número de hemácias, presença de leucócitos e de células 

bacterianas também foram observadas através da coloração de Giemsa.  

Em relação às imagens histológicas cerebrais com HE observamos o 

espessamento da meninge em decorrência dos infiltrados de células imunes nos 

animais infectados com a amostra WT CJBIII. Além disso, a mutação do gene essC 

foi capaz de inibir o recrutamento de células imunes, demonstrando que as proteínas 

secretadas pelo SST7 podem estar relacionadas com a capacidade do S. agalactiae 

em ultrapassar a barreira hematoencefálica, exacerbar a inflamação e promover a 

meningite bacteriana.  

Apesar das limitações e da pausa em decorrência da COVID-19 nos anos de 

2020 durante o doutorado sanduíche, e 2021 após o retorno ao Brasil, foi possível 

realizar uma série de ensaios que corroboram a necessidade de se aprofundar cada 

vez mais nos estudos de S. agalactiae em adultos imunocomprometidos. Algumas 

publicações, realizadas em colaboração durante o meu período de doutorado, estão 

presentes nos anexos 1, 2 e 3 ao final desse trabalho. Além disso, parte dos resultados 

foram apresentados em congressos nacionais e internacionais.  

Desta forma, os resultados em conjunto contribuem para a melhor 

compreensão dos fatores utilizados por S. agalactiae para evadir a resposta imune, 

aumentar o potencial de virulência e utilizar estratégias de defesa a partir dos 

mecanismos imunes do próprio hospedeiro. Nesse trabalho, estudamos de forma mais 

profunda as vias de infecção, o desenvolvimento da sepse, a capacidade de dispersão 

em diferentes tecidos, a resposta do hospedeiro na tentativa de combater o patógeno 

e a capacidade do S. agalactiae em utilizar células imunes e estresse oxidativo em 

seu próprio favor. Além disso, comprovarmos a existência de um sistema secretor de 

proteínas nunca antes descrito em S. agalactiae como um potencializador da infecção 

no trato vaginal e nas meninges. Cabe ressaltar que este estudo foi o primeiro a 

contribuir com dados utilizando amostras hipervirulentas do tipo capsular III e ST-17 

de S. agalactiae em modelo de diabetes induzida, sendo de grande importância para 
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compreender o desenvolvimento de doenças como pneumonia, sepse e endocardite 

em pacientes diabéticos causadas pelo S. agalactiae.  
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CONCLUSÕES 

 

De acordo com os resultados apresentados podemos concluir que: 

 

a) Foi identificada uma nova amostra de S. agalactiae tipo capsular III e 

pertencente à ST-17, proveniente de uma paciente adulta diabética internada 

por infecção urinária causada por essa amostra; 

b) O acréscimo de glicose no meio de cultura BHI não influenciou na produção de 

biofilme das amostras de S. agalactiae quando comparado ao meio sem 

glicose; contudo no meio TSB a adição da glicose aumentou a produção de 

biofilme da amostra D01 após 24h quando comparado ao meio TSB comum; 

c) As amostras de S. agalactiae D01, GBS90356 e COH1 tornaram os meios de 

cultura mais ácidos após 24h, independentemente da adição ou não de glicose;  

d) Após cinco dias de infecção intraperitoneal, cerca de 55% dos animais 

diabéticos infectados com a amostra COH1 vieram a óbito, enquanto nenhum 

animal não-diabético morreu após infecção com a mesma amostra; após a 

infecção com a amostra GBS90356 cerca de 40% dos animais diabéticos 

infectados vieram a óbito no mesmo período, enquanto 60% dos animais não 

diabéticos infectados também morreram;  

e) Todas as amostras de S. agalactiae foram capazes de se dispersar em 

diferentes órgãos após infecção com todas as vias de inoculação testadas 

nesse trabalho;  

f) Após infecção intranasal com a amostra GBS90356, o número de UFC/mL no 

pulmão, coração, fígado e no sangue foi superior em animais diabéticos; 

g) Na via de infecção intraperitoneal com a amostra COH1 todos os grupos 

diabéticos apresentaram maior número de UFC/mL quando comparados aos 

não-diabéticos; enquanto após a infecção com a amosra GBS90356 não houve 

diferença significativa entre os órgãos em ambos os grupos diabéticos ou não 

diabéticos; 

h) A presença do gene essC foi importante para a amostra NCTC 10/84 se manter 

viável no trato vaginal por mais tempo, e ascender aos órgãos que compõem o 

trato vaginal (cólo do útero e útero); 
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i) As amostras CJBIII e CJBIII∆essC foram detectadas viáveis na vagina por mais 

de 150 dias consecutivos, e com isso não foi possível determinar se a presença 

do gene essC nessa amostra foi relevante até a conclusão desse estudo; 

j) S. agalactiae foi capaz de disseminar através da infecção via caudal, 

alcançando a corrente sanguínea e ultrapassando a barreira hematoencefálica; 

k) O gene essC demonstrou ser importante para S. agalactiae atravessar a 

barreira hematoencefálica e causar meningite em 72h de infecção; 

l) S. agalactiae demonstrou se manter viável dentro de macrófagos a partir de 1h 

de infecção; e em macrófagos obtidos dos animais diabéticos demonstrou estar 

viável por mais de cinco semanas; 

m) A expressão de citocinas pró-inflamatórias no pulmão, cérebro e coração foi 

superior nos animais diabéticos infectados com as amostras de S. agalactiae 

(especialmente a proteína KC), o que corrobora com o recrutamento de 

neutrófilos e macrófagos identificados no coração; 

n) O perfil de expressão de citocinas pró-inflamatórias pareceu ser dependente 

da amostra; 

o) No pulmão, as únicas células imunes que apresentaram aumento da população 

pós infecção por S. agalactiae em cinco dias foram os macrófagos, 

especialmente em animais diabéticos;  

p) No trato vaginal, apenas uma citocina analisada, IL-23, demonstrou ser 

relevante para a amostra CJBIIIΔessC; 

q) A expressão de espécies reativas de oxigênio foi superior em animais 

diabéticos após 1h, e mesmo após isso as amostras de S. agalactiae 

conseguem combater esse mecanismo de defesa e se manter viáveis em 

macrófagos;  

r) Os marcadores de células imunes identificaram uma população diversificada 

em ambos os órgãos, apontando um maior número de células T, macrófagos e 

neutrófilos no coração; macrófagos e neutrófilos no pulmão; 

s) Indícios de endocardite foram identificados nos animais diabéticos infectados, 

além da presença de colônias de S. agalactiae na válvula cardíaca; 

t) Da mesma maneira, sinais de meningite foram identificados nos animais 

infectados com a amostra de S. agalactiae wild-type, corroborando a 

importância do SST7 no processo de meningite bacteriana causada por esse 

patógeno.   
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ANEXO A – Artigo científico públicado durante o doutorado: A type VII secretion 

system in Group B Streptococcus mediates cytotoxicity and virulence 
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ANEXO B – Artigo científico públicado durante o doutorado: Identification of Zinc-

Dependent Mechanisms Used by Group B Streptococcus To Overcome 

Calprotectin-Mediated Stress 
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ANEXO C – Artigo científico públicado durante o doutorado: Identification of a novel 

cationic glycolipid in Streptococcus agalactiae that contributes to brain entry and 

meningitis 
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