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RESUMO 

Estudou-se a atividade da Mieloperoxidase em ceratite induzida em 
modelo animal (cobaios). Constitui-se de três grupos com cinco cobaios cada. 
No primeiro inoculou-se a cepa de Staphylococcus aureus DU5723 isenta de 
Proteína A e Delta-Toxina. O segundo grupo foi inoculado com Proteína A 
purificada (SIGMA) e o terceiro, grupo controle, foi inoculado com soro 
fisiológico. Todos os grupos sofreram inoculações intra-estromais com volu­
me constante de 10µ1. 

Os níveis de atividade da Mieloperoxidase após 25 horas foram mensurados 
através de método espectrofotométrico, e as graduações de lesões corneanas 
foram determinadas por análise biomicroscópica a cada 5 horas pós­
inoculação, durante 25 horas. Os resultados obtidos demonstram que a 
Proteína A purificada é um fator de virulência importante, e que a cepa de 
Staphylococcus aureus isenta de Proteína A e Delta-toxina induz lesão 
corneana em níveis ainda mais elevados. Em ambos os grupos constatou-se 
Ceratite. 

Palavras-chave: Proteína A;  Staphy/ococcus aureus; Ceratite infecciosa. 

INTRODUÇÃO 

Ceratite causada por Staphylococ­
cus aureus é problema comum, espe­
cialmente em córneas comprometidas 2 . 

Staphylococcus sp são habitantes co­
muns da face,  narinas e conjuntivas , 
como microbiota residente e do leito 
peri-ungueal , como microbiota transi­
tória. Sendo assim, apresentam acesso 
aos olhõs, podendo colonizar o tecido 
ocular danificado 6

. 

Estudos bacteriológicos quantitati­
vos  em córnea infectadas com S. 
aureus, demonstram crescimento loga­
rítmico em 4 a 5 vezes o número de 
organismos viáveis 24 horas após a 
inoculação intra-estromal 7

• As infec­
ções bacterianas por S. aureus na  
córnea apresentam elevado risco em 
função do processo cicatricial residual 

pós-infecção , bem como as alterações 
inflamatórias decorrentes dos fatores 
de virulência da cepa infectante 9 . O 
S. aureus apresenta como fatores de 
virulência a enzima coagulase , proteí­
na A ,  toxinas alfa, beta, gama, delta e 
Jeucocidinas . Com exceção à coagu­
lase,  os demais fatores poderão ocorrer 
ou não em distintas cepas , propiciando 
diferentes padrões de virulência quan­
do estiverem relacionados em proces­
sos infecciosos 6 . 

A proteína A é uma exoproteína 
associada à parede celular bacteriana e 
consiste em uma única cadeia polipep­
tídica que pode ser dividida em duas 
porções :  estrutural e funcional . A por­
ção N terminal tem capacidade seletiva 
de l igação às imunoglobulinas G hu­
manas . A porção C terminal fixa a Pro­
teína A à parede celular bacteriana. 
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Uma molécula de Proteína A pode li­
gar- se a duas moléculas de IgG simul­
taneamente e então formar complexos 
similares a antígenos e anticorpo s .  
Desta forma, como o s  imunocomple­
xos, a Proteína A - IgG, ativam as vias 
clássica e alternativa do S istema Com­
plemento e consequentemente ins ta­
lam um processo inflamatório 2 • 

Entre os efeitos biológicos comu­
mente observados na reação inflamató­
ria observa-se vasodilatação , aumento 
da permeabilidade vascular ,  migração 
de leucócitos e outras células para a 
área afetada 6 • No decurso da reação in­
flamatória corneana verificam-se  os 
mesmos fenômenos,  sendo ressal tado o 
influxo de neutrófi los ,  como atributo 
secundário da ativação do  S i stema 
Complemento e catabólitos do Ácido 
Araquidônico 3• 9 . Os polimofonuclea­
res neutrófi los são células ricas em 
enzimas proteolíticas,  l ipases e peroxi­
dases .  O vacúolo fagocítico formado, 
na tentativa de destruir o agente infec­
c ioso ,  torna- s e  ativador  de  ân ions  
superóxidos que  por  sua  vez, ativam a 
enzima Mieloperoxidase (MPO) .  Para 
estimar a extensão da reação inflama­
tória da córnea, diversos autores rela­
tam a quatificação espectrofotométrica 
da atividade da Mieloperoxidase dos 
polimorfonucleares neutrófilos 5 • 10• 

O presente estudo tem por objetivo 
verificar a reação inflamatória corneana 
induzida por uma cepa de Staphylococ­
cus aureus livre de Proteína A e Delta­
toxina, em comparação aos efeitos indu­
zidos pela Proteína A purificada. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Delineamento Experimental 

Realizou-se inoculação intra-estro­
mal de cepa de Staphylococcus aureus 
livre de Delta-toxina e Proteína A em 
cinco cobaios .  Em outros cinco ani­
mais inoculou-se a Proteína A isolada. 
O grupo controle recebeu injeção intra­
estromal de soro fisiológico a 0 ,9% em 
5 cobaios .  
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Este modelo experimental foi ava­
liado por observações biomicroscópi­
cas sequenciais a cada 5 horas após 
indução, em estudo Duplo-cego, cons­
tituído por 3 observadores .  Após reti­
rada e homogeneização das córneas re­
alizou-se a determinação espectrofoto­
métrica da atividade da mieloperoxi­
dase corneana 25 horas após a indução. 

Animais Utilizados 

Utilizou-se 1 5  cobaios ( Cavia po­
cella) ,  albinos procedentes do B iotério 
do Instituto de Tecnologia do Paraná 
(TECP AR) , com idade média de 1 00 
dias , pesando ± 50g. 

Staphylococcus aureus não portador 
de Proteína A e Delta-toxina 

Fez-se uso da cepa DU5723 ,  oriun­
da da coleção do Laboratório de Micro­
biologia e Imunologia da Faculdade 
Evangélica de Medicina do Paraná.  

A amostra foi cultivada em Caldo 
Caseína S oj a  (BIOBRÁS) ,  por 24 ho­
ras a 35 ºC.  A seguir, foi repicada para 
placas de Petri com Agar Caseína S oja  
(BIOBRÁS) ,  e incubados por  1 8  horas 
a 35 ºC.  O inóculo foi preparado a par­
tir de colônias isoladas , previamente 
identificadas e ressuspendidas em so­
lução fisiológica esteril izada. O inócu­
lo  continha 1 07 Unidades Formadoras 
de Colônias , (UFC)ml , tendo sido ino­
culados 1 0µ1 ( 1 05 UFC) por via intra­
estromal no olho direito de todos os  
c inco cobaios . 

Proteína A 

Utilizou-se o inóculo da Proteína A 
a partir do  extrato da cepa Cowen 
(SIGMA P. 8 1 43 ) ,  a 8µg/ 1 0µ1 , inocula­
dos no olho direito de cada um dos 
cinco cobaios .  

Soro fisiológico 

Uti l izou-se  para grupo contro le ,  
inoculação de 1 0µ1 de soro fi siológico 
a 0 ,9% intraestromal . 

Inoculação intra-estromal 

Anestesiou-se os animais por inala-

ção de éter sulfúrico,  e a inoculação foi 
realizada sob microscópio (D.F.V AS­
CONCELOS )  com objetiva de 40 au­
mentos .  Todos os animais receberam 
inóculos de 1 0µ1 ,  através de seringa de 
0 , 25ml  (B ECTON-DICKINSON) e 
agulhas 1 3 x4 ,5mm.  Durante a realiza­
ção da inoculação , tencionou-se sem­
pre que o traj eto da agulha fosse o mais 
longo possível ,  desde a córnea periféri­
ca trafegando através do estroma até a 
área central . A profundidade da inje­
ção não foi controlada com nenhum 
ins trumento especial , porém preten­
deu-se realizá-la ao mesmo nível no 
meio do estroma. A retirada da agulha 
foi sempre lenta para favorecer o co­
lapso do tecido ao redor, evitando o 
vazamento retrógrado do líquido. 

A valiação da atividade da 
Mieloperoxidade (MPO) 

Foi realizada determinação espec­
trofotométrica da atividade da MPO 
corneana após 25 horas da inoculação. 
Adotou-se o método descrito por WIL­
LIAMS IO, que consiste nas seguintes 
etapas : 

- Homogeneização das córneas em 
2,9ml de tampão Brometo de hexade­
ciltrimeti lamônio a 0 ,5% em tampão 
fosfatos 50mM pH6.0, por 30 segundos. 

- Ultra-sonificação da emulsão por 3 
repetições de 1 0  segundos com um mi­
nuto de intervalo à temperatura de 2ºC. 

- Centrifugação dos homogenatos 
por 1 5  minutos a 40.000xg em centrí­
fuga S orva! RC5B a 2ºC.  

- Retirou-se 1 00µ1 do  sobrenadante 
onde foram adicionados 2,9ml de tam­
pão fosfatos 50mM pH6,0 acrescido de 
O, l 67mg/ml de 0-Dianisidina (SIGMA), 
peróxido de hidrogênio (MERCK) a 
0,0005% .  

- Transferiu-se 1 50µ1 d a  solução an­
terior para um orifício da placa de Tera­
zaki em duplicatas para cada amostra e 
leu-se a Densidade Óptica a 450mM de 
comprimento de onda frente ao branco, 
que foi preparado conforme as etapas 
anteriores ,  sendo substituídos os 1 00µ1 
da amostra homogeneizada por 1 00µ1 
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de solução fisiológica. 
- Util izou-se leitor de microplacas 

BIOTEK-BT l OO para obter as Densi­
dades Ópticas . 

Análise Biomicroscópica 
A análise foi realizada por 3 obser­

vadores em estudo Duplo-cego a cada 5 
horas por 25 horas a partir da inocu­
lação .  Adotou-se os critérios  de avalia­
ção de irritação ocular segundo a esca­
la McDONALD-SHADDUCK 8 , onde 
os seguintes ítens foram observados :  
congestão conjuntiva) ,  edema conj un­
tiva) ,  secreção conjuntiva) ,  efeito Tyn­
dal l ,  envolvimento da íris ,  nebulosida­
de da córnea, superfície  da córnea atin­
gida, pano e fluoresceína,  graduados 
em níveis crescentes de O a 4 de acordo 
com a intensidade . 

DISCUSSÃO 

O gênero Staphylococcus sp con­
tém espécies  hab i l i tadas ou  não à 
indução de processos  patológicos ,  que 
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por sua vez estão intrinsicamente rela­
c ionadas a pecul iaridades da célula 
bacteriana como: adesão às células do 
hospedeiro , opsonização , ativação do 
S istema Complemento e l iberação de 
toxinas , elementos esses que em con­
j unto denominam-se fatores de viru­
lência. Algumas cepas de S. aureus 
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possuem em seus revestimentos a Pro­
teína A, que tem sido descrita como um 
fator de virulência importante quando 
o local de colonização bacteriana é a 
córnea. 

CALLEGAN et ai . demonstraram a 
capacidade virulenta de cepas mutan­
tes que continham ou não a Proteína A, 

Congestão Edema Secreção Tyndall Envolvi· Nebulosi- Super!. Pannus Fluores-
conj. conj. conj. manto da dade da atingida da ceina 

iris córnea córnea 

Aval iação biomicroscópica da i rritação ocular conforme escala de McDonald-Shadduck durante o 
período de 25 horas pós-inoculação intra-estromal de suspenção de S. aureus em cobaios. 

TABELA 1 
Avaliação Biomicroscópica da i rritação ocular conforme escala de McDONALD-SHADDUK' durante o período de 25 horas pós- inoculação intra-estromal de 

Proteína A purificada, suspensão de Staphylococcus aureus e solução fisiológica em cobaios: 

Aval iação por grupo de animais a cada 5 horas 

Critério para Proteína A Staphyloccocus aureus Controle 

Avaliações 5 10 15 20 25 5 10 15 20 25 5 10 15 20 25 

Congestão conjuntiva! 1 ,25 1 ,25 1 ,50 1 ,50 1 ,00 2,20 2,60 2,20 2,40 2,80 o o o o o 
± 0,50 ± 0,50 ± 1 ,00 ± 0,57 o ± 0,83 ± 0,54 ± 0,44 ± 0,89 ± 0,44 

Edema conjuntiva! 1 ,25 1 ,25 1 ,25 1 ,75 1 ,00 2,00 2,60 2,40 3,40 3,20 o o o o o 
± 1 ,25 ± 0,50 ± 0,50 ± 0,50 o ± 0,70 ± 0,54 ± 0,54 ± 0,54 ± 0,83 

Secreção conjuntiva! 1 ,00 1 ,25 1 ,00 0,75 0,75 0,75 1 ,20 1 ,80 1 ,80 1 ,20 o o o o o 
± 0,81 ± 0,50 ±1 ,41 ± 0,95 ± 0,50 ± 0,44 ± 1 ,09 ± 1 ,09 ± 1 ,64 ± 0,89 

Tyndall 0,50 0,50 o o o 2,00 * * * * o o o o o 
± 1 ,00 ± 0,57 ± 1 ,00 

Envolvimento de íris o o o o o o * * * * o o o o o 
Nebulosidade da córnea 1 ,25 0,50 0,50 0,50 0,50 3,60 4 4 4 4 o o o o o 

± 1 ,25 ± 0,57 ± 0,57 ± 0,57 ± 0,57 ± 0,54 o o o o 
Superfície atingida da córnea 1 ,50 0,25 0,25 0,50 0,75 4 4 4 4 4 o o o o o 

± 1 .00 ± 0,50 ± 0,50 ± 0,57 ± 0,57 o o o o o 
Pannus 0,75 1 ,00 0,75 0,75 0,75 0,75 1 ,40 2 2 2 o o o o o 

± 0,50 ± 0,81 ± 0,50 ± 0,50 ± 0,50 ± 0,50 ± 0,54 o o o 
Fluoresceína 1 ,60 1 ,40 1 ,40 0,20 0,20 2,20 3,40 4 4 4 0,60 o o o 

± 0,89 ± 0,89 ± 0,89 ± 0,44 ± 0,44 ± 0,83 ± 0,54 o o o o ± 0,89 

* Leucoma impossibi l itando a aval iação. 
Os valores estão expressos pela média do grupo e o respectivo desvio padrão. 
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Grupo 

Controle 
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TAB ELA 2 
Determinação espectrofotométrica da atividade da Mieloperoxidase em Córnea de cobaios, 

25 horas após a indução de processo inflamatório. 

Atividade da Mieloperoxidase 
(Média ± Desvio padrão da densidade óptica a 450mm) Número de Animais 

Proteína A 
Staphylococcus aureus 

5 
5 
5 

0,32 ± 0,04 
0,78 ± 0,02 
1 ,36 ± 0,08 
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Aval iação bíomicroscópíca da i rritação ocular conforme escala de McDonald-Shadduck durante o 
período de 25 horas pós- i noculação intra-estremai de Prote ína A purificados em cobaios. 
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Congestão Edema Secreção Tyndall Envolvi- Nebulosi- Super!. Pannus Fluores-
conj. conj. conj. mento da dade da atingida da ceina 

iris córnea córnea 

Avaliação biomicroscópica da i rritação ocular conforme escala de McDonald-Shadduck durante o 
período de 25 horas pós-inoculação i ntra-estremai de Solução Fisiológica em cobaios. 

em córnea de coelhos ,  e concluíram ser 
a Proteína A o fator desencadeante de 
alterações importantes no tecido cor­
neano 2 . Da mesma forma o fizeram 
BRAMLEY et ai . com relação à toxina 
estafilocócica I e HARALDSS ON et ai . 
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em quadros de mastites 4
• 

Na reação inflamatória aguda cor­
neana o primeiro evento é a infi l tração 
de leucócitos polimorfonucleares 3 . As 
fontes dos polimorfonucleares envolvi­
dos são os capilares limbares e o filme 

lacrimal 9 . 

O grupo de animai s onde foi inocu­
l ado 1 05 UFC de S. aureus/ 1 0µ1 de­
monstrou alterações mais graves em 
relação ao grupo da proteína A. Dentre 
as alterações mais significativas des­
tacaram-se a nebulosidade e superfície 
da córnea atingida, além da fluoresceína. 

Observou-se no grupo S. aureus a 
graduação máxima da escala utilizada 
(Tabela 1 ) ,  de acordo com os resultados 
de CALLEGAN et ai e CHUSID et ai . 

Em nosso estudo, a ação inflama­
tória da Proteína A demonstrada pela 
atividade da Mieloperoxidase foi 2 ,43 
veze s  s uper ior  ao  grupo con tro le  
(p<0,005), porém 1 ,74 vezes inferior ao 
grupo do S. aureus (p<0,0 1 ) .  Este fato 
pode ser associado à sobreposição dos 
efeitos infecciosos sobre os inflamató­
rios ,  culminando com reações teciduais 
intensas . Podemos observar também 
que a atividade da MPO no grupo do 
S. aureus em relação ao grupo controle, 
foi 4 ,25 vezes superior (p<0,00 1 ) .  

Ficou evidente a participação da 
Proteína A na patogênese corneana, 
através da reação inflamatória mensu­
rada pela atividade da mieloperoxidase. 

O grupo que recebeu somente S. 
aureus i sento de Proteína A e Delta­
toxina demonstrou efeito invasivo com 
danos  s ign i fica t ivos  p ara o tecido 
corneano,  evidenciando sua capacida­
de virulenta residual . 

Entre os fatores de virulência do 
S. aureus, a Proteína A destaca-se por 
evocar reações inflamatórias compará­
veis as reações inerentes da infecção 
por S. aureus. 

SUMMARY 

Myeloperoxidade activity in 
experimental ke ratitis 
(Guinea Pigs) was studied. 
S taphylococcus aureus strain 
D U  5723 without Protein A 
nor Delta-toxin (Group A), purified 
Protein A (SIGMA) (Group B), and 
vehicle were injected within 
corneal stroma, with a final 
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Determinação espectrofotométrica da atividade da Mieloperoxidase em córnea de cobaios, 25 horas 
após a indução do processo inflamatório. 

volume of JOµl. Leveis of 
myeloperoxidase activity 
after 25 hours were measured 
by spectrophotometric method 
and the tissue damage was 
determined by biomicroscopic 
analysis. These results suggest 
that purified Protein A and 
S. aureus without Protein A nor 
Delta-toxin induces high leveis of 
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tissue damage and both inocula may 
be mediators of keratitis. 
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