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RESUMO

Estudou-se a atividade da Mieloperoxidase em ceratite induzida em
modelo animal (cobaios). Constitui-se de trés grupos com cinco cobaios cada.
No primeiro inoculou-se a cepa de Staphylococcus aureus DUS723 isenta de
Proteina A e Delta-Toxina. O segundo grupo foi inoculado com Proteina A
purificada (SIGMA) e o terceiro, grupo controle, foi inoculado com soro
fisiolégico. Todos os grupos sofreram inoculagdes intra-estromais com volu-
me constante de 10pl.

Osniveis de atividade da Mieloperoxidase apés 25 horas foram mensurados
através de método espectrofotométrico, e as graduagdes de lesdes corneanas
foram determinadas por analise biomicroscépica a cada S horas pés-
inoculagdo, durante 25 horas. Os resultados obtidos demonstram que a
Proteina A purificada é um fator de viruléncia importante, e que a cepa de
Staphylococcus aureus isenta de Proteina A e Delta-toxina induz lesdo
corneana em niveis ainda mais elevados. Em ambos os grupos constatou-se

Ceratite.

Palavras-chave: Proteina A; Staphylococcus aureus; Ceratite infecciosa.

INTRODUCAO

Ceratite causada por Staphylococ-
cus aureus € problema comum, espe-
cialmente em cérneas comprometidas 2.
Staphylococcus sp sao habitantes co-
muns da face, narinas e conjuntivas,
como microbiota residente e do leito
peri-ungueal, como microbiota transi-
téria. Sendo assim, apresentam acesso
aos olhos, podendo colonizar o tecido
ocular danificado °©.

Estudos bacteriolégicos quantitati-
vos em coérnea infectadas com S.
aureus, demonstram crescimento loga-
ritmico em 4 a 5 vezes o nimero de
organismos vidveis 24 horas apds a
inoculagdo intra-estromal 7. As infec-
¢des bacterianas por S. aureus na
cérnea apresentam elevado risco em
fungdo do processo cicatricial residual
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pos-infec¢do, bem como as alteragdes
inflamatérias decorrentes dos fatores
de viruléncia da cepa infectante °. O
S. aureus apresenta como fatores de
viruléncia a enzima coagulase, protei-
na A, toxinas alfa, beta, gama, delta e
leucocidinas. Com excecdo a coagu-
lase, os demais fatores poderdo ocorrer
ou ndo em distintas cepas, propiciando
diferentes padrdes de viruléncia quan-
do estiverem relacionados em proces-
sos infecciosos °.

A proteina A € uma exoproteina
associada a parede celular bacteriana e
consiste em uma unica cadeia polipep-
tidica que pode ser dividida em duas
porg¢des: estrutural e funcional. A por-
¢do N terminal tem capacidade seletiva
de ligagdo as imunoglobulinas G hu-
manas. A porgdo C terminal fixa a Pro-
teina A a parede celular bacteriana.
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Uma molécula de Proteina A pode li-
gar-se a duas moléculas de IgG simul-
taneamente e entdo formar complexos
similares a antigenos e anticorpos.
Desta forma, como os imunocomple-
xos, a Proteina A - IgG, ativam as vias
classica e alternativa do Sistema Com-
plemento e consequentemente insta-
lam um processo inflamatério 2.

Entre os efeitos bioldgicos comu-
mente observados nareagdo inflamaté-
ria observa-se vasodilatagdo, aumento
da permeabilidade vascular, migracao
de leucdcitos e outras células para a
drea afetada®. No decurso da reag@o in-
flamatéria corneana verificam-se os
mesmos fendmenos, sendo ressaltado o
influxo de neutréfilos, como atributo
secunddrio da ativagdo do Sistema
Complemento e catabélitos do Acido
Araquido6nico *?. Os polimofonuclea-
res neutr6filos sdo células ricas em
enzimas proteoliticas, lipases e peroxi-
dases. O vactolo fagocitico formado,
na tentativa de destruir o agente infec-
cioso, torna-se ativador de anions
superéxidos que por sua vez, ativam a
enzima Mieloperoxidase (MPO). Para
estimar a extensdo da reagdo inflama-
téria da cérnea, diversos autores rela-
tam a quatificagdo espectrofotométrica
da atividade da Mieloperoxidase dos
polimorfonucleares neutréfilos 519,

O presente estudo tem por objetivo
verificar a reagdo inflamatéria corneana
induzida por uma cepa de Staphylococ-
cus aureus livre de Proteina A e Delta-
toxina, em comparagao aos efeitos indu-
zidos pela Proteina A purificada.

MATERIAL E METODOS

Delineamento Experimental

Realizou-se inoculagdo intra-estro-
mal de cepa de Staphylococcus aureus
livre de Delta-toxina e Proteina A em
cinco cobaios. Em outros cinco ani-
mais inoculou-se a Proteina A isolada.
O grupo controle recebeu inje¢do intra-
estromal de soro fisiolégico a 0,9% em
5 cobaios.
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Este modelo experimental foi ava-
liado por observagdes biomicroscépi-
cas sequenciais a cada 5 horas apds
indug¢do, em estudo Duplo-cego, cons-
tituido por 3 observadores. Apds reti-
rada e homogeneizagao das corneas re-
alizou-se a determinacdo espectrofoto-
métrica da atividade da mieloperoxi-
dase corneana 25 horas apds a indugao.

Animais Utilizados

Utilizou-se 15 cobaios (Cavia po-
cella), albinos procedentes do Biotério
do Instituto de Tecnologia do Parani
(TECPAR), com idade média de 100
dias, pesando + 50g.

Staphylococcus aureus ndo portador
de Proteina A e Delta-toxina

Fez-se uso da cepa DUS5723, oriun-
da dacole¢do do Laboratério de Micro-
biologia e Imunologia da Faculdade
Evangélica de Medicina do Parana.

A amostra foi cultivada em Caldo
Caseina Soja (BIOBRAS), por 24 ho-
ras a 35°C. A seguir, foi repicada para
placas de Petri com Agar Caseina Soja
(BIOBRAS), e incubados por 18 horas
a 35°C. O inéculo foi preparado a par-
tir de coldnias isoladas, previamente
identificadas e ressuspendidas em so-
lugdo fisioldgica esterilizada. O inécu-
lo continha 107 Unidades Formadoras
de Coldnias, (UFC)ml, tendo sido ino-
culados 10ul (10° UFC) por via intra-
estromal no olho direito de todos os
cinco cobaios.

Proteina A

Utilizou-se o inéculo da Proteina A
a partir do extrato da cepa Cowen
(SIGMA P.8143), a 8ug/10ul, inocula-
dos no olho direito de cada um dos
cinco cobaios.

Soro fisiologico

Utilizou-se para grupo controle,
inoculacdo de 10ul de soro fisiol6gico
a 0,9% intraestromal.

Inoculagdo intra-estromal

Anestesiou-se os animais por inala-

¢do de éter sulfirico, e a inoculagdo foi
realizada sob microscépio (D.F.VAS-
CONCELOS) com objetiva de 40 au-
mentos. Todos os animais receberam
in6culos de 10ul, através de seringa de
0,25ml (BECTON-DICKINSON) e
agulhas 13x4,5mm. Durante a realiza-
¢do da inoculagdo, tencionou-se sem-
pre que o trajeto da agulha fosse o mais
longo possivel, desde a cérnea periféri-
ca trafegando através do estroma até a
drea central. A profundidade da inje-
¢do nao foi controlada com nenhum
instrumento especial, porém preten-
deu-se realizd-la a0 mesmo nivel no
meio do estroma. A retirada da agulha
foi sempre lenta para favorecer o co-
lapso do tecido ao redor, evitando o
vazamento retrégrado do liquido.

Avaliagao da atividade da
Mieloperoxidade (MPO)

Foi realizada determinagdo espec-
trofotométrica da atividade da MPO
corneana apdés 25 horas da inoculagéo.
Adotou-se o método descrito por WIL-
LIAMS !9 que consiste nas seguintes
etapas:

- Homogeneizagdo das cérneas em
2,9ml de tampao Brometo de hexade-
ciltrimetilaménio a 0,5% em tampao
fosfatos SOmM pH6.0, por 30 segundos.

- Ultra-sonificag¢do da emulsdo por 3
repeticdes de 10 segundos com um mi-
nuto de intervalo a temperatura de 2°C.

- Centrifugag¢do dos homogenatos
por 15 minutos a 40.000xg em centri-
fuga Sorval RC5B a 2°C.

- Retirou-se 100ul do sobrenadante
onde foram adicionados 2,9ml de tam-
pao fosfatos SOmM pH6,0 acrescido de
0,167mg/ml de 0-Dianisidina (SIGMA),
peréxido de hidrogénio (MERCK) a
0,0005%.

- Transferiu-se 150pul da solugdo an-
terior para um orificio da placa de Tera-
zaki em duplicatas para cada amostra e
leu-se a Densidade Optica a 450mM de
comprimento de onda frente ao branco,
que foi preparado conforme as etapas
anteriores, sendo substituidos os 100ul
da amostra homogeneizada por 100ul
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de solugdo fisioldgica.

- Utilizou-se leitor de microplacas
BIOTEK-BT100 para obter as Densi-
dades Opticas.

Andlise Biomicroscopica

A andlise foi realizada por 3 obser-
vadores em estudo Duplo-cego a cada 5
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por sua vez estdo intrinsicamente rela-
cionadas a peculiaridades da célula
bacteriana como: adesdo as células do
hospedeiro, opsonizagdo, ativagdo do
Sistema Complemento e liberagdo de
toxinas, elementos esses que em con-
junto denominam-se fatores de viru-
léncia. Algumas cepas de S. aureus

possuem em seus revestimentos a Pro-
teina A, que tem sido descrita como um
fator de viruléncia importante quando
o local de colonizagdo bacteriana é a
cérnea.

CALLEGAN et al. demonstraram a
capacidade virulenta de cepas mutan-
tes que continham ou ndo a Proteina A,

horas por 25 horas a partir da inocu-

lagdo. Adotou-se os critérios de avalia-
¢ao de irritagdo ocular segundo a esca- T
la McDONALD-SHADDUCK *, onde e
os seguintes itens foram observados:
congestdo conjuntival, edema conjun- 3
tival, secre¢@o conjuntival, efeito Tyn- 2.5 -
dall, envolvimento da iris, nebulosida-
de da cérnea, superficie da cérnea atin- 2
gida, pano e fluoresceina, graduados 15
em niveis crescentes de 0 a 4 de acordo ;
com a intensidade.
0.5
DISCUSSAO ° Congestdo Edema Secregdo  Tyndall  Envolvi- Nebulosi-  Superf. Pannus  Fluores-
conj. conj. conj. mentoda dade da atingida da ceina
O género Staphylococcus sp con- L CELEY G

tém espécies habilitadas ou ndo a
indugdo de processos patolégicos, que

Avaliagado biomicroscépica da irritagdo ocular conforme escala de McDonald-Shadduck durante o
periodo de 25 horas pés-inoculagao intra-estromal de suspengao de S. aureus em cobaios.

TABELA 1

Avaliagao Biomicroscopica da irritagao ocular conforme escala de McDONALD-SHADDUK® durante o periodo de 25 horas pés-inoculagao intra-estromal de
Proteina A purificada, suspensao de Staphylococcus aureus e solugao fisioldgica em cobaios:

Avaliagao por grupo de animais a cada 5 horas

Critério para ProteinaA Staphyloccocusaureus Controle

Avaliagoes 5 10 15 20 25 5 10 15 20 25 5 10 15 20 25

Congestao conjuntival 1,25 1,25 1,50 1,50 1,00 2,20 2,60 2,20 2,40 2,80 0 0 0 0 0
+0,50 0,50 1,00 057 0 +0,83 054 1044 089 044

Edemaconjuntival 1,25 1,25 1,25 1,75 1,00 2,00 2,60 2,40 340 320 0 0 0 0 0
+1,25 050 050 10,50 0 +0,70 054 +054 054 10,83

Secregdo conjuntival 1,00 1,25 1,00 0,75 0,75 0,75 1,20 1,80 1,80 1,20 0 0 0 0 0
+0,81 050 1,41 +095 050 044 1,09 109 164 0,89

Tyndall 0,50 0,50 0 0 0 2,00 * * * * 0 0 0 0 0
+1,00 £0,57 +1,00

Envolvimentode iris 0 0 0 0 0 0 * * * * 0 0 0 0 0

Nebulosidade dacérnea 1,25 0,50 0,50 0,50 0,50 3,60 4 4 4 4 0 0 0
+125 057 057 057 1057 054 0 0 0 0

Superficie atingida da cérnea 1,50 0,25 025 050 0,75 4 4 4 4 4 0 0 0 0 0
+100 050 050 057 0,57 0 0 0 0 0

Pannus 075 1,00 075 075 0,75 0,75 1,40 2 2 2 0 0 0 0 0
+0,50 +0,81 050 0,50 +050 +050 +0,54 0 0 0

Fluoresceina 1,60 1,40 1,40 0,20 0,20 2,20 340 4 4 4 1 0,60 0 0 0
+0,89 0,89 089 044 1044 0,83 1054 0 0 0 0 +0,89

* Leucomaimpossibilitando a avaliagao.
Os valores estao expressos pela média do grupo e o respectivo desvio padrao.
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TABELA 2
Determinagéo espectrofotométrica da atividade da Mieloperoxidase em Cérnea de cobaios,
25horas apds aindugao de processoinflamatério.

Atividadeda Mieloperoxidase

Grupo Nimero de Animais (Média + Desvio padrao da densidade Gptica a 450mm)
Controle 5 0,32+0,04
ProteinaA 5 0,78+0,02
Staphylococcus aureus 5 1,36+0,08
4,00
3,50 + [ 5h
10h
3,00 + B 15h
H 20h
2,50 H 25h
2,00 +
1,50 A
1,00
0,50
0,00 ]
Congestdo Edema Secregdao  Tyndall Envolvi- Nebulosi-  Superf. Pannus Fluores-
conj. conj. conj. mento da dade da atingida da ceina
iris cérnea cérnea

Avaliagao biomicroscopica da irritagdo ocular conforme escala de McDonald-Shadduck durante o
periodo de 25 horas pos-inoculagéo intra-estromal de Proteina A purificados em cobaios.

4,00
3,50 - [@5h
10h
3,00 + B 15h
H 20h
2,50 H 25h
2,00 -
1,50 -+
1,00 -+
0,50
0,00 + # — # + # ¥ Lt
Congestdo Edema  Secregdao  Tyndall Envolvi-  Nebulosi-  Superf. Pannus Fluores-
conj. con;j. conj. mentoda dade da atingida da ceina
iris cérnea cérnea

Avaliagao biomicroscopica da irritagdo ocular conforme escala de McDonald-Shadduck durante o
periodo de 25 horas pos-inoculagao intra-estromal de Solugao Fisiolégica em cobaios.

em cérnea de coelhos, e concluiram ser em quadros de mastites *.

a Proteina A o fator desencadeante de
alteragdes importantes no tecido cor-
neano 2. Da mesma forma o fizeram
BRAMLEY et al. com relagdo a toxina
estafilocécica' e HARALDSSON et al.
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Na reac¢do inflamatéria aguda cor-
neana o primeiro evento ¢é a infiltracio
de leucécitos polimorfonucleares *. As
fontes dos polimorfonucleares envolvi-
dos sdo os capilares limbares e o filme

lacrimal °.

O grupo de animais onde foi inocu-
lado 10° UFC de S. aureus/10ul de-
monstrou alteragdes mais graves em
relac@o ao grupo da proteina A. Dentre
as alteragdes mais significativas des-
tacaram-se a nebulosidade e superficie
da cérnea atingida, além da fluoresceina.

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

Em nosso estudo, a a¢@o inflama-
téria da Proteina A demonstrada pela
atividade da Mieloperoxidase foi 2,43
vezes superior ao grupo controle
(p<0,005), porém 1,74 vezes inferior ao
grupo do S. aureus (p<0,01). Este fato
pode ser associado a sobreposicdo dos
efeitos infecciosos sobre os inflamaté-
rios, culminando com reagdes teciduais
intensas. Podemos observar também
que a atividade da MPO no grupo do
S. aureus em relagdo ao grupo controle,
foi 4,25 vezes superior (p<0,001).

Ficou evidente a participa¢do da
Proteina A na patogénese corneana,
através da reagdo inflamatéria mensu-
rada pela atividade da mieloperoxidase.

O grupo que recebeu somente S.
aureus isento de Proteina A e Delta-
toxina demonstrou efeito invasivo com
danos significativos para o tecido
corneano, evidenciando sua capacida-
de virulenta residual.

Entre os fatores de viruléncia do
S. aureus, a Proteina A destaca-se por
evocar reagdes inflamatdrias compara-
veis as reagdes inerentes da infec¢do
por S. aureus.

SUMMARY

Myeloperoxidade activity in
experimental keratitis

(Guinea Pigs) was studied.
Staphylococcus aureus strain

DU 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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B M
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Prot. A

LS = Limite superior M = Média

S. aureus

S. fisiol.

LI = Limite inferior

Determinagao espectrofotométrica da atividade da Mieloperoxidase em cérnea de cobaios, 25 horas

ap6s a indugao do processo inflamatdrio.

volume of 10ul. Levels 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 levels of
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tissue damage and both inocula may

b

e mediators of keratitis.
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