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RESUMO

Staphylococcus aureus € um microrganismo que habita pele e mucosas dos seres
humanos de forma comensal, porém ele pode estar associado com infec¢cbes
hospitalares ou adquiridas na comunidade. A imunidade inata é o primeiro sistema
de defesa de um organismo, tanto animal quanto humano. Tal microrganismo esta
envolvido na producdo de diversos fatores de viruléncia que tem como objetivo a
evasdo do sistema imune inato, como fatores que impedem o reconhecimento e a
ligagdo do patdgeno pelos neutrdfilos; fatores que fornecem protecdo contra
substancias microbicidas de fagocitos, entre outros. Em adi¢cdo, o microrganismo é
capaz de secretar varias moléculas citotéxicas que tém a habilidade de causar
injuria as células imunes. Assim, diante a relevancia do tema propds-se realizar uma
revisdo de literatura sobre as estratégias de evasdo de S. aureus a imunidade inata
com o objetivo de relatar os avancos da ciéncia neste tema especifico, o status da
arte, além de enfocar, paralelamente, os mecanismos de evasao celular.

PALAVRAS-CHAVE: Fatores de viruléncia, patégeno, sistema imune.

EVASION ESTRATEGIES OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS TO INN ATE
IMMUNITY

ABSTRACT
Staphylococcus aureus is a microorganism that inhabits skin and mucous
membranes of humans in a commensal form, but it can be associated with hospital
and community acquired infections. Innate immunity is the first defense system of an
organism, both animal and human. This microorganism is involved in the production
of several virulence factors that aims to evasion innate immune system, as factors
preventing the recognition and binding of pathogens by neutrophils, factors that
provide protection against microbicidal substances of phagocytes. In addition, the
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microorganism is capable of secreting various cytotoxic molecules that have the
ability to cause injury to the immune cells. Thus, on the relevance of the theme
proposed to conduct a review of literature on the strategies of evasion of S. aureus to
innate immunity in order to report the advances of science in this specific subject, the
status of art, besides focusing on parallel, the cell evasion mechanisms.
KEYWORDS: Immune system, pathogen, virulence factors.

INTRODUCAO

Staphylococcus aureus € uma bactéria que vive como comensal da pele e
outros sitios anatdmicos de humanos e animais. Pode estar associado a infecces
em hospedeiros de forma localizada ou sistémica, sendo considerado um
importante patdgeno tanto para a medicina humana, quanto para a veterinaria, ja
que infec¢des recorrentes sdo comuns, e também devido a alta resisténcia a
antimicrobianos.

O microrganismo pode existir como um comensal do organismo humano,
integrando a microbiota da pele, de membranas mucosas e de outros sitios
anatomicos (ROOIJAKKERS et al., 2005; SANTOS et al., 2007). Também pode ser
encontrado nas fossas nasais de pessoas saudaveis. Segundo KIM et al., (2012), 20
a 30% da populacdo humana alberga o micro-organismo na pele e vias aéreas. Para
FOSTER (2009), os hospedeiros colonizados pelo S. aureus nas vias respiratorias
de forma assintomatica sao os principais reservatorios do patégeno.

De acordo com RIVAS et al., (2007), isolados de S. aureus de animais
sintomaticos e de animais que nao apresentam sintomatologia clinica sé&o
indistinguiveis, evidenciando que o desencadeamento da doenca causada pelo
microrganismo depende do sistema imunologico do portador.

Na medicina veterinaria a mastite bovina, ou inflamacdo da glandula
mamadria, € considerada a doenca de maior ocorréncia e importancia econémica na
atividade leiteira, acarretando graves prejuizos decorrentes principalmente da
diminuicdo da producédo lactea, comprometimento na qualidade do leite e até da
perda total da capacidade secretora da glandula mamaria (NADER FILHO et al.,
2007; KOSKINEN, 2009). Pode ser causada por iniUmeros microrganismos, sendo o
patdgeno S. aureus 0 agente de maior importancia, pois € descrito como o
microrganismo de maior ocorréncia nos rebanhos mundiais e também por ser
frequentemente isolado em amostras de leite cru. (NADER FILHO et al., 2007). Este
patogeno é causador de mastite do tipo contagiosa, pois é comumente disseminado
de vacas infectadas para vacas sadias durante a ordenha (MICHEL et al., 2011).

O sistema imunologico do hospedeiro € a principal defesa do organismo.
O sistema imunolégico inato € a primeira defesa contra patégenos e substancias nao
préprias ao organismo. Estes induzem a ativacao do sistema imunolégico adquirido,
que tem acédo especifica a determinado tipo de antigeno, além de induzir a producao
de células e mecanismos que promovem a memoria imunologica.

Entretanto, o conhecimento sobre os mecanismos de invasao celular e de
evasao ao sistema imunolégico do organismo hospedeiro pelo S. aureus faz-se
necessario uma vez que este € o primeiro contato de células de defesa contra o
microrganismo, sendo importante para impedir o desenvolvimento da doenca.

Diante do exposto e considerando a relevancia do tema prop6s-se realizar
uma revisao de literatura sobre as estratégias de evasao de S. aureus a imunidade
inata com o objetivo de relatar os avancos da ciéncia neste tema especifico, o status
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da arte, além de enfocar, paralelamente, os mecanismos de evaséao celular.

REVISAO DE LITERATURA
Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus spp., “cocos semelhantes a cachos de uvas”, é
formado por bactéria esféricas, medindo aproximadamente 0,5 a 1,5 um de
diametro. Ocorre aos pares, sozinhas ou em tétrades. E Gram positivo e ndo movel.
A parede celular € composta por peptidoglicano e acido teicéico. As populacdes sao
associadas principalmente com a pele, glandulas da pele e membranas mucosas de
animais de sangue quente. Algumas espécies sdo patdgenos oportunistas de
humanos e animais. Alguns microrganismos podem ser isolados de varios produtos
de origem animal, tais como carne, leite e derivados, e fontes ambientais, como ar,
poeira e agua. (SNEATH et al., 1986).

A identificacdo da espécie pode ser feita com base na variedade das
caracteristicas fenotipicas, incluindo composicao da parede celular, morfologia da
colénia, atividade e propriedades moleculares de enzimas, producdo de acido de
carboidratos, produtos do metabolismo da glicose, resisténcia a certos antibioticos,
requerimentos nutricionais e gas oxigénio, composicdo dos acidos graxos
celulares, sistema de transporte de elétrons e susceptibilidade a certos fagos
(SNEATH et al., 1986).

Staphylococcus aureus, pertencente ao género Staphylococcus spp, €
uma bactéria esférica do grupo de cocos Gram positivos, imovel e ndo esporulado.
Pode ser aerdbio ou microaerdfilo, quando sobrevive em baixas concentracdes de
oxigénio. Produz a enzima catalase, que permite degradar o peroxido de hidrogénio,
composto téxico, em gas carbonico e agua (ROOIJAKKERS et al., 2005; SANTOS et
al., 2007; SILVA et al., 2007). Cresce em meios comuns, como agar e caldo simples,
em pH 7 e temperatura 6tima de 37C. Possui a capacidade de fermentar
lentamente muitos carboidratos, produzindo &cido lactico, mas ndo gas. O agar
manitol-sal é seletivo para a espécie, pois 0 S. aureus é capaz de fermentar manitol,
produzindo acido lactico em meio com altas concentracdes de sal, podendo suportar
até 7,5% de cloreto de sodio (NaCl) (SANTOS et al., 2007; SILVA et al., 2007).

S. aureus é associado em agente causador de envenenamento por
alimento. Muitas cepas produzem enterotoxinas, que quando ingeridas produz
sintomas de intoxicacdo alimentar por S. aureus. Quando identificado em alimentos
processados usualmente sugere-se sanitizacao deficiente.

A incubacdo da amostra de alimento em agar Baird Parker, que utiliza a
habilidade do patdgeno de retirar a gema, por meio de uma lipase fosfolipoproteica
gue quebra a matriz lipidica da lipovitelina; € um meio diagnostico para a espécie.
Para isolamento de S. aureus em amostras clinicas como sangue, pus, fluidos o
primeiro isolamento deve ser feito em agar sangue a 34-37<C por 18 a 24h em
condicOes aerobicas (Figura 1) (SNEATH et al., 1986).
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FIGURA 1 — Colbnias de S. aureus crescidas em agar
sangue (SANTOS et al., 2007)

E um patdgeno associado a infec¢bes adquiridas tanto no ambiente da
comunidade como no ambiente hospitalar, também chamado nosocomial (FOSTER,
2009; SINHA & FRAUNHOLZ, 2010). O microrganismo pode sobreviver em tecidos e
sangue, provocando infecgcbes de simples resolucdo até casos mais graves da
doenca (ROOIJAKKERS et al.,, 2005; SANTOS et al., 2007). Este patdégeno, na
medicina veterinaria também esta associado com casos de mastites bovinas, ele é
capaz de produzir um vasto numero de fatores de viruléncia, responsaveis por
infec¢des subclinicas e crbnicas. A investigacdo da distribuicdo e dos fatores de
viruléncia de S. aureus fornece informac¢des importantes para estabelecimento de
estratégias de controle de infec¢coes (HWANG et al., 2010).

Imunidade Inata
A invasédo do organismo hospedeiro pelo patdgeno € controlada tanto pela
imunidade inata, quanto pela adquirida, sendo que o reconhecimento do
microrganismo constitui o primeiro passo da defesa imunolégica do hospedeiro. O
sistema imune adquirido reconhece o0s patdégenos por meio de receptores de
antigenos expressos na superficie de linfécito T e B, porém, esse processo
direcionado para a erradicacdo do micro-organismo pode levar alguns dias, sendo
necessarios mecanismos iniciais de defesa promovidos pelo sistema imune inato
(FOURNIER & PHILPOTT, 2005).
O sistema imunologico inato ou natural (SIN), em decorréncia da ativacao
de seus componentes, impede a entrada de microrganismos e elimina ou limita a
multiplicacdo daqueles capazes de colonizar tecidos do hospedeiro. Sendo assim, a
imunidade inata aos microrganismos estimula as respostas imunoldgicas adquiridas,
influenciando na natureza destas para que se tornem eficazes contra os diferentes
tipos de patdgenos (ABBAS et al., 2008).
Componentes estruturais, celulares e moleculares constituem o SIN, que
através de mecanismos efetores podem levar a morte bacteriana de forma rapida e
eficiente. Os principais componentes do SIN sdo: as barreiras fisicas e quimicas,
exemplificadas pelo epitélio e substancias antimicrobianas epiteliais; células
fagocitarias, os neutrofilos e macrofagos, células dendriticas e natural killer (NK);
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proteinas do sangue, como por exemplo, as fracbes do sistema complemento e
mediadores da inflamacédo; citocinas e quimiocinas (ABBAS et al., 2008). Os
mecanismos efetores sdo: ativacdo de peptidios antimicrobianos (AMPs), como
defensinas, que reconhecem estruturas microbianas e promovem a lise da parede
bacteriana; o sistema complemento; e fagocitos, que sédo capazes de ingerir, matar e
digerir bactérias (ROOIJAKKERS et al., 2005).

O reconhecimento de patogeno pelo SIN é considerado a linha de defesa
inicial do hospedeiro. Consiste em mecanismos de defesa celulares e bioquimicos,
exemplificados pela producdo e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e
imunomoduladoras e ativagdo de macrofagos e mondcitos, que sdo programados
para responder rapidamente a infeccdes. O SIN possui mecanismos de
reconhecimento especificos a estruturas comuns a grupos de microrganismos.
Assim, discretas diferencas entre substancias estranhas ndo sao possiveis de
distincdo. (FOURNIER & PHILPOTT, 2005; ABBAS et al., 2008).

O reconhecimento de patégeno pelo SIN € projetado para discriminar o
préprio do ndo préprio com um numero limitado de moléculas de reconhecimento.
Deste modo, a acdo da imunidade natural ndo € limitada a patdogenos, sendo
possivel 0 reconhecimento de qualquer estrutura estranha ao organismo
(ROOIJAKKERS et al., 2005). Os patdégenos podem sofrer mutacéo e, assim, alterar
a expressao fenotipica de determinantes de viruléncia e de reconhecimento pelo
hospedeiro. Ndo obstante, o SIN possui a habilidade de detectar diferentes motivos
microbianos usualmente conservados pelas espécies (FOURNIER & PHILPOTT,
2005).

Substancias presentes na superficie de microrganismos, tais como
lipopolissacarideos (LPS), residuos de manose e acidos teicdicos, constituem
Padrdes Moleculares Associados a Patégenos (PAMPS). Estes estimulam e ativam a
resposta imunoldgica natural por interacio com receptores conhecidos como
Receptores de Reconhecimento de Padrdes (RRP), expressos na superficie de
varios tipos celulares, dentre os quais a familia dos receptores semelhantes a “Toll”
(“toll like receptors”, TLRs), e receptores para fracdbes do complemento, citocinas,
interleucinas e imunoglobulinas (Figura 2) (ABBAS et al.,, 2008, CRUVINEL et al.,
2010).

TLR Receptor para Receptor de Receptor do tipo
peptideos N-metil- Manose Scavenger
formilados

FIGURA 2 - Representagdo esquematica dos diferentes receptores de
reconhecimento de padrbes ancorados na membrana celular e
seus respectivos ligantes (CRUVINEL et al., 2010).
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As fungbes dos RRPs associados as células séo: traduzir sinais que
ativam funcdes antimicrobianas e proé-inflamatérias das células nas quais séo
expressas e facilitar a captacdo dos microrganismos para dentro das células
permitindo sua eliminacdo (ABBAS et al., 2008). Além disso, também estao
envolvidos em opsonizagéo, processo nos quais fatores no plasma imune estimulam
a fagocitose de bactérias cobrindo-as; e ativacdo do complemento e fagocitose
(CRUVINEL et al., 2010).

Embora os RRPs sejam importantes para a deteccdo de micro-
organismos por fagocitos, a eficiéncia de fagocitose (absorcdo ou ingestdo) €
aumentada pela opsonizacao de bactérias por proteinas séricas do hospedeiro, tais
como componentes do sistema complemento e anticorpos. Microrganismos
opsonizados por moléculas derivadas do sistema complemento estdo vinculados a
receptores de superficie de células polimorfonucleadas (PMN), incluindo C1gR,
CD35 (CR1), CD11b/CD18 (CR3) e CD11c/CD18 (CR4). Os microrganismos
revestidos com anticorpos sao reconhecidos pelas regides Fc de PMNSs, ou seja,
CD16 (FcyRIlIb, receptor de IgG), CD23 (FceRl, receptor de IgE), CD32 (FcyRlla,
receptor de 1gG), CD64 (FcyRI, receptor de IgG), e CD89 (FcaR, receptor de IgA)
(DELEO et al., 2009).

Os membros da familia TLR sao expressos nas membranas de células do
sistema imunoldgico inato (células dendriticas, macréfagos, células natural killers),
células do sistema imune adquirido (linfocitos T e B) e células ndo imunes (células
epiteliais e endoteliais). O reconhecimento de PAMPs por TLRs ocorre em diversos
compartimentos celulares. TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6 sdo expressos a
superficie da célula, ao passo que TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 sdo expressos em
vesiculas intracelulares tais como endossomas e no reticulo endoplasmatico
(PIETROCOLA et al., 2011).

O receptor TLR2 estd envolvido no reconhecimento de uma ampla
variedade de PAMPs derivados de bactérias, parasitas, fungos e virus. Esta
versatilidade elevada de reconhecimento de ligante por TLR2 &, possivelmente,
devido a capacidade de TLR2 formar heterodimeros com TLR1 ou TLR6. TLR2
também é capaz de agir em conjunto com outros co-receptores de superficie celular
que auxiliam no reconhecimento de PAMP. Estes incluem a classe de receptor
scavenger Il CD36, que atua em conjunto com o heterodimero TLR2-TLR6 para
mediar fagocitose e producdo de citocinas em resposta a S. aureus e 0S Seus
componentes da parede celular (PIETROCOLA et al., 2011).

Os receptores semelhantes a NOD (nod like receptors, NLRs) sdo RRPs
localizados no citoplasma da célula ao invés da membrana plasmatica. Estas
proteinas servem para detectar componentes microbianos intracelulares e responder
de forma semelhante a outros RRPs por inducdo as cascatas de sinalizacéo
envolvidas na mediacdo da resposta inflamatoria e funcao dos neutréfilos (RIGBY &
DELEO, 2012).

As colectinas, da familia de lectinas tipo-C segregadas e soluveis, como
as lectinas de ligagcdo a manose (MBL), outro tipo de RRPs, se ligam e reconhecem
porcBes de carboidratos sobre a superficie de microrganismos invasores. Tais
moléculas aumentam o reconhecimento por receptores de superficie de neutrofilos
(opsonizagéo através da via de ativacdo do complemento da lectina), ativam outros
RRPs e facilitam a fagocitose, promovendo a liberacdo de citocinas e producédo de
espécies de oxigénio reativo (ROS). A proteina de reconhecimento de
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peptidoglicanos (PGRP) é uma proteina secretada pelo hospedeiro que se liga ao
peptidoglicano de bactérias Gram positivas. O PGPR curto, produzido por
neutrofilos, contribui diretamente para a atividade bactericida ao invés de direcionar
a sinalizacao (RIGBY & DELEO, 2012).

Embora muitos RRPs aumentem a ligacdo e reconhecimento de micro-
organismo, ha pouca evidéncia demonstrando que estes receptores induzem
diretamente a fagocitose, o que sugere que RRPs podem atuar como co-receptores.
A acédo combinada de RRPs e receptores aos componentes do complemento e do
anticorpo maximiza o reconhecimento a fagocitose de microrganismos invasores
(RIGBY & DELEO, 2012).

Recrutamento neutrofilico e fagocitose

A primeira etapa para a eliminacdo de um microrganismo invasor é o
recrutamento de células PMNs para o sitio de infec¢cao por quimiotaxia. Este € um
processo com multiplas etapas que mobiliza os neutrdéfilos da corrente sanguinea ou
da medula éssea em resposta aos fatores de quimiotaxia, derivados da interacéo
hospedeiro-patégeno. Moléculas do hospedeiro, como interleucina 8 (IL-8), proteina
quimiotatica de granulécito 2 (GCP-2), componentes do complemento, C3a e Cbha,
bem como formil-peptideos secretados devido ao crescimento bacteriano recrutam
neutrofilos para o sitio de infeccdo (DELEO et al., 2009; FOSTER, 2009).

Em resposta ao dano ou a presenca de agentes patogénicos invasores,
uma série de células hospedeiras, tais como mondcitos, macrofagos, mastoécitos,
fibroblastos, queratinécitos, células endoteliais e epiteliais, produzem e secretam
potentes mediadores inflamatérios e proteinas quimioatrativas para neutrofilos.
Estes mediadores incluem IL-8, GCP-2 e leucotrieno B4 (LTB4), entre outros, que se
ligam e envolvem receptores especificos de superficie de neutrofilos. Estes sinais
direcionam o recrutamento quimiotatico de neutréfilos para fora da circulacéo
intravascular em direcdo aos sitios de leséo ou infec¢do dentro dos tecidos, o que
resulta em um afluxo rapido e acumulo dessas células (RIGBY & DELEO, 2012).

Em locais de infeccdo, os macrofagos que encontraram microrganismos
produzem citocinas, como o fator de necrose tumoral (TNF), e interleucinal (IL-1),
gue ativam as células endoteliais de vénulas vizinhas a produzirem selectinas,
ligantes de integrinas e quimiocinas. As selectinas medeiam a adesao fraca e
rolagem dos leucdcitos sanguineos, neutrofilos, sobre o endotélio; as integrinas
medeiam a adesao firme dos neutrdfilos; as quimiocinas aumentam a afinidade das
integrinas aos neutrdfilos e estimulam a migracdo das células através do endotélio
para o local da infeccdo. Os neutrofilos, mondcitos e linfocitos T sanguineos ativados
utilizam essencialmente 0s mesmos mecanismos para migrar para os locais de
infeccdo (ABBAS et al., 2008).

As células endoteliais ativadas expressam altos niveis de moléculas de
adesdo da familia das selectinas, molécula de adesao intercelularl (ICAM-1) e
molécula de adesdo da célula vascular 1 (VCAM-1). A ativacdo endotelial é
ocasionada por subprodutos de microrganismos, citocinas (IL-1, TNF-a),
componentes ativados do sistema complemento, fatores da coagulagéo, histamina e
leucotrieno B4 (FOSTER, 2009; CRUVINEL et al., 2010).

As selectinas sdo glicoproteinas presentes em leucdcitos (L-selectina),
endotélio (E-selectina e P-selectina) e plaquetas (P-selectina), que se ligam a
moléculas glicosiladas presentes na superficie de outras células e, em geral,
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medeiam adesdo de baixa afinidade entre leucocitos e endotélio. Apesar da baixa
afinidade, essa interacdo € suficiente para atrair os leucécitos para a periferia e
promover contato com o endotélio(FOSTER, 2009; CRUVINEL et al., 2010).

Neutrodfilos circulantes rolam pelas paredes de vénulas, por interagdes
com as células endoteliais ativadas, a procura de sinais, quimioatraentes derivados
do hospedeiro ou patdégeno; de dano tecidual, inflamacdo ou microrganismos
invasores (Figura 3). Esses sinais direcionam 0 movimento quimiotatico de
neutrodfilos para fora da circulacdo intravascular, para os sitios de dano ou infec¢céo
em tecidos, resultando em um rapido influxo e acumulacao de neutréfilos (RIGBY &
DELEO, 2012).

Fagocitose é um processo em que neutréfilos se ligam e ingerem
microrganismos invasores (Figura 3). E um passo critico na remogéo de bactérias
durante a infeccdo. PMN reconhecem muitas moléculas de superficie ligadas ou
livremente secretadas por bactérias, incluindo peptidoglicano (PGN), lipoproteinas,
acido lipoteicocio (LTA), lipopolissacarideo (LPS). Estas moléculas conservadas, os
PAMPs, interagem com 0s RRPs expressos na superficie de células de neutrdfilos,
incluindo TLRs, colectinas entre outros. As vias de transducéo de sinal ativadas por
TLRs de neutréfilos que prolongam a sobrevivéncia celular promovem e melhoram a
adesao, fagocitose, liberacdo de citocinas, quimiocinas e producao de ROS, além de
desencadear a exocitose de granulos, contribuindo assim para a atividade
microbicida (DELEO et al., 2009; RIGBY & DELEO, 2012).

O fagossoma, oriundo do processo de fagocitose, serve para restringir
fontes de nutrientes e fornecer aos neutréfilos um compartimento isolado repleto de
agentes microbicida téxicos. A maturacdo fagossomal € um processo gradual que
envolve fusdo de vesiculas secretoras, denominados lisossomas, de neutrofilos e
granulos com o fagossoma, dando origem ao fagolisossomo, 0 que serve para
modificar a composi¢cdo da membrana fagosomal, e conteddo e o meio ambiente do
[limen. Este processo também enriquece o fagossoma com componentes
transmembrana de NADPH oxidase(RIGBY & DELEO, 2012).

Neutrofilos empregam inUmeras estratégias a fim de destruir
microrganismos invasores. A ativagdo de neutrdfilos estéa intimamente relacionada
com a producéao de superéxidos e outros derivados de ROS através de um processo
conhecido por queima oxidativa ou respiratéria, dependente da enzima NADPH-
oxidase. Esta enzima transfere elétrons do NADPH citosoélico para a molécula de
oxigénio, produzindo superoxido, utilizado para gerar derivados de ROS, tais como
acido hipocloroso, cloraminas, radical hidroxilo, entre outros. Esses produtos
gerados secundariamente sao microbicidas eficazes. Assim, a produgdo de ROS
derivado de NADPH-oxidase € fundamental para a defesa do hospedeiro contra
micro-organismos invasores (DELEO et al., 2009; RIGBY & DELEO, 2012).
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Concomitante com a producdo de ROS ocorre a fusdo de granulos
antimicrobianos citoplasmaticos a fagossomas contendo o microrganismo. Granulos
azurofilos degranulados no limen do fagossoma enriguecem este vacuolo com
peptideos antimicrobianos (AMPS) e proteinas antimicrobianas, como a-defensinas,
catepsinas, elastase. A degranulacdo também enriquece os fagossomas com
componentes especificos, como a lactoferrina, aumentando assim, o potencial
antimicrobiano. A degranulacdo de AMPs no fagossoma, em combinacdo com ROS,
cria um ambiente pouco propicio para a sobrevivéncia do patdégeno ingerido (DELEO
et al., 2009; RIGBY & DELEO, 2012).

As armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETS), compostas por
granulos azurdfilos e componentes nucleares, como cromatina e histonas, sao
capazes de induzir a morte bacteriana, além de anular fatores de viruléncia de
bactérias extracelulares. Atuam diretamente sobre 0s microrganismos e servem
como barreira fisica para impedir sua disseminacdo (DELEO et al., 2009; CRUVINEL
et al., 2010). Nao se sabe ainda se esses produtos sdo produzidos por células vivas
ou se sdo subprodutos de lise neutrofilica (DELEO et al., 2009).

O processo de fagocitose de neutrofilos provoca a sintese de uma série
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de fatores imunomoduladores, favorecendo o recrutamento de neutréfilos adicionais
e modulando a subsequente resposta de neutrdfilos, além de coordenar respostas
iniciais de outros tipos celulares, tais como mondcitos, macrofagos, células
dendriticas e linfocitos. Adicionalmente, o processo de fagocitose acelera a morte
celular programada (apoptose) de neutrofilos, um processo conhecido como morte
celular induzida por fagocitose (PICD). O fendbmeno de PICD é considerado um
estagio final de diferenciacdo de neutrofilos para as células ativadas e é crucial para
a resolucéo da resposta inflamatoria (RIGBY & DELEO, 2012).

Os mondcitos e macrofagos sao fagocitos eficientes de patdégenos e
debris celulares. Ao contrario dos neutroéfilos, os macrofagos podem permanecer no
tecido por meses ou anos. Além de seu papel na imunidade inata, atuam como
células apresentadoras de antigeno (APCs), processando e apresentando antigenos
via moléculas do complexo maior de histocompatibilidade (MHC), potencializando a
resposta mediada por linfécitos T e B, e também pela liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a e quimiocinas. Também produzem ROS,
como anion superoéxido, radical hidroxila e perdoxido de hidrogénio (H.0,), e
intermediarios reativos do nitrogénio cujo principal representante € o 6xido nitrico
(NO). O NO é produzido pela sintetase do oxido nitrico induzivel, INOS, ausente em
macrofagos em repouso, mas induzida por ativacdo de TLRs em resposta a PAMPs
(ABBAS et al., 2008, CRUVINEL et al., 2010).

Sistema Complemento

O Sistema Complemento (SC) é constituido por uma familia de proteinas
plasmaticas que possuem importante papel nas imunidades natural e adquirida. Sao
proteinas que, na presenca do microrganismo, adquirem atividade proteolitica,
ativando os elementos em cascatas, para que ocorra a destruicdo do patdégeno pela
producdo de mediadores que irdo alterar a permeabilidade vascular contribuindo
para o desenvolvimento da resposta inflamatéria (FOSTER, 2009; CRUVINEL et al.,
2010). Um dos principais propésitos da fixagdo do complemento € a opsonizacao,
importante para promover fagocitose pelo neutréfilo e macréfago (ABBAS et al.,
2008).

A ativacdo do SC envolve a protedlise sequencial de proteinas para gerar
complexos recém-agrupados com atividade proteolitica, ou seja, uma cascata
enzimética proteolitica, capaz de produzir uma grande amplificacdo de moléculas de
enzimas ativadas. Na fase fluida, as proteinas do complemento encontram-se
inativadas, sendo que a ativagdo de forma estavel ocorre apos a ligacdo das
proteinas do complemento a superficie do microrganismo ou aos anticorpos,
dependendo da via de ativacdo. A agdo do SC é inibida por proteinas reguladoras
presentes nas células do hospedeiro, e consiste de uma adaptacdo das células
normais que minimiza o dano mediado por complemento as células do hospedeiro
(ABBAS et al., 2008).

Existem trés vias de ativagdo do complemento, a via classica,
componente da imunidade humoral adquirida; via alternativa e via da lectina, ambos
0S mecanismos efetores da imunidade natural (ABBAS et al., 2008; FOSTER, 2009).
A via classica é ativada por isotopos de anticorpos ligados aos antigenos, 0s
imunocomplexos, a via alternativa é ativada pela presenca do microrganismo, a qual
as proteinas do SC, proteina C reativa e outras, se ligam as superficies das células
microbianas na auséncia de anticorpos; e a via da lectina é ativada por uma lectina
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plasmatica que se liga aos residuos de manose presentes nos microrganismos
(Figura 4) (FOSTER, 2009; CRUVINEL et al., 2010). As trés vias diferem entre si
pelo modo de reconhecimento, mas todas convergem para uma mesma etapa
central: a clivagem da proteina C3, a proteina mais abundante do SC
(ROOIJAKKERS et al., 2005).

a Vija Classica b Via da Lectina

Imunoglobulina 1

Antigeno

bacteriano .
Carboidrato

Superficie bacteriana Superficie bacteriana

Superficie bacteriana

FIGURA 4 — Vias de ativacdo do complemento. A. Via classica. B. Via da lectina. C.
Via alternativa e amplificacao
Fonte: FOSTER, 2005

A via alternativa do SC se inicia com a quebra espontanea do
complemento C3, gerando dois produtos, C3b e C3a. O produto C3b se liga de
forma estavel as superficies microbianas, jA o C3a é liberado e atua como
quimiocina para o recrutamento de neutrofilos. A proteina C3 contém uma ponte
tioéster reativa. Assim, quando a C3 é clivada, a proteina C3b sofre uma alteragédo
conformacional e o dominio tioéster se abre, expondo a ponte tioéster reativa
previamente oculta, permitindo sua ligacdo covalente com a superficie dos
microrganismos invasores. A alteracdo conformacional poés-clivagem, causa a
expulsdo do dominio tioester, um local de ligacdo para uma proteina plasmatica
chamada fator B. Este fator € também exposto na proteina C3b, agora
covalentemente presa a superficie de uma célula microbiana ou hospedeira. O fator
B é clivado por protease sérica plasmatica denominada fator D liberando os
fragmento Ba e Bb, e Bb permanece ligado ao C3b (ABBAS et al., 2008, CRUVINEL
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et al., 2010).

O complexo C3bBb é a C3 convertase da via alternativa, e tem a funcéo
de clivar mais moléculas de C3, montando assim uma sequéncia de amplificacao.
Mesmo quando o C3b é gerado pela via classica, ele pode formar um complexo com
Bb e este complexo é capaz de clivar mais C3. Algumas moléculas de C3b geradas
podem se ligar a C3 convertase da via alternativa e formar um complexo que
contenha uma molécula Bb e duas moléculas de C3b. Assim, a C3 convertase da via
alternativa atua para amplificar a ativagdo do complemento quando ela é iniciada
pelas vias alternativa, classica ou da lectina (ABBAS et al., 2008). O resultado dessa
ligacdo funciona como a C5 convertase da via alternativa, importante para clivar o
componente C5 e iniciar as etapas tardias da ativacdo do complemento (ABBAS et
al., 2008, CRUVINEL et al., 2010).

A ativacdo estavel da via alternativa ocorre apenas na superficie de
células microbianas. Se o complexo C3bBb for formado em células de mamiferos,
este é degradado e a reacado é terminada pela acdo de proteinas reguladoras. A
properdina, proteina da via alternativa € um regulador positivo do complemento,
pois, pode se ligar e estabilizar o complexo C3bBb na superficie das células
microbianas (ABBAS et al., 2008, CRUVINEL et al., 2010).

A via classica de ativacdo do SC € iniciada pela ligacao da proteina C1 do
complemento, complexo proteico multimérico composto de subunidades C1q, Cls e
C1r; as moléculas 1gG ou IgM complexadas ao antigeno-alvo. A subunidade Clq
tem uma estrutura hexamérica e tem como funcao o reconhecimento da molécula de
anticorpo e a ligacdo as regibes Fc das cadeias pesadas. Cada regido Fc da
Imunoglobulina (lg) possui um unico local de ligacdo a Cl1q, e cada molécula C1q
deve se ligar a duas cadeias pesadas de Ig para ser ativada (ABBAS et al., 2008).

A ligacdo de Clq as regifes Fc dos anticorpos dos imunocomplexos ativa
C1r, a qual cliva e ativa Cls. Apés esta ativacdo, C1s cliva a proteina C4, que gera
C4b. Assim como C3b, o C4b possui uma ponte interna de tioéster que forma
ligagcbes covalentes com o complexo antigeno-anticorpo e com a superficie
adjacente de uma célula a qual o anticorpo esta ligado. A molécula Cls, apés a
clivagem de C4 e formacdo de seus subprodutos, promove a clivagem da proteina
C2 que esta complexada com C4b, gerando os fragmentos C2b, soluvel, e C2a, que
permanece fisicamente associado ao C4b na superficie celular (ABBAS et al., 2008,
CRUVINEL et al., 2010).

O complexo C4bC2a resultante é a protease C3 convertase da via
classica, que tem como funcéo a clivagem de C3 e a geracao dos fragmentos C3a e
C3b, este capaz de formar pontes covalentes com as superficies celulares ou com
0s anticorpos nos quais a ativacdo do complemento foi iniciada. As moléculas de
C3b podem se ligar a C3 convertase da via classica, formando um complexo
C4bC2aC3b, dando origem a C5 convertase da via classica, que cliva C5 e da inicio
as ultimas etapas da ativagdo do complemento; ou apds sua deposi¢cédo na superficie
celular, pode se ligar ao fator B e formar a C3 convertase da via alternativa (ABBAS
et al., 2008, CRUVINEL et al., 2010).

A via da lectina € ativada na auséncia de anticorpo, tendo inicio pelo
reconhecimento de manose na superficie de microrganismos, pela ligacdo de
polissacarideos microbianos a lectinas circulante, tais como a lectina de ligacdo a
manose plasmatica (MBL), ou a lectinas que reconhecem N-acetilglicosamina, as
ficolinas. Essas lectinas se ligam a serinas proteases associadas a MBL (MASPSs),
como MASP-1, MASP-2 e MASP-3, mas apenas as duas Ultimas se associam a
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MBL. A ativacdo dessas proteases resulta na quebra dos componentes C2 e C4 do
SC, semelhante ao que ocorre na via classica pela ativacdo das proteases C1r e
Cls. Ocorre entdo a formacao de C3 convertase (C4bC2a), semelhante a formada
na via classica. A C3 convertase cliva C3 em C3a soluvel e C3b, que, por sua vez,
se liga a C4bC2a na superficie do microrganismo e forma a C5 convertase, que cliva
a proteina C5, dando sequéncia a ativacdo do complemento (ABBAS et al., 2008,
CRUVINEL et al., 2010).

A C5 convertase, gerada por uma das trés vias de ativacdo do
complemento, quebra a proteina C5 em dois fragmentos, o C5a, que € liberado e
possui efeitos bioldégicos em varias células, e o C5b, que permanece ligado as
proteinas do complemento depositadas na superficie celular. A ligacdo do
componente C5b a superficie do patégeno d& inicio & formagédo do complexo de
ataque a membrana (MAC) pela ligacdo sucessiva dos componentes da cascata do
complemento C6, C7, C8 e C9. O componente C7 do componente C5bC6C7 é
hidrofobico e se insere na bicamada lipidica das membranas celulares, tornando-se
um receptor de alta afinidade para uma molécula de C8. A formacdo de um MAC
ativo ocorre com a polimerizacdo do C9 atravessando a bicamada lipidica formando
poros nas membranas plasmaticas. Esses poros permitem o livre movimento de
agua e ions, promovendo lise osmoética do agente infeccioso (ABBAS et al., 2008;
CRUVINEL et al., 2010).

A ativacdo da cascata do complemento resulta na liberacdo de
fragmentos com efeitos bioldgicos importantes. Os componentes C3b e C4b atuam
como opsoninas intensificando o processo de fagocitose. A clivagem de C5 e C3
promove a liberacdo das anafilotoxinas C3a e Cbha, que recrutam e ativam fagocitos
para o sitio de infeccao, além de estimular a motilidade e adesao dos neutrofilos ao
foco inflamatério. Os componentes C2a e C4a estdo relacionados a ativagdo a
mudanc¢as na permeabilidade vascular (ROOIJAKKERS et al.,, 2005; BLOM et al.,
2009; CRUVINEL et al., 2010).

A cascata de ativagdo do complemento e a estabilidade de suas proteinas
ativas sdo reguladas por proteinas solUveis circulantes ou acopladas a membrana
celular. Esse mecanismo evita a ativacdo do complemento em células normais do
préprio organismo, impede que, nos momentos de intensa ativacdo, ocorra
deposicdo dos complexos gerados sobre as células autdlogas e limita a duracéo da
ativacdo do complemento mesmo em células microbianas e em complexos antigeno-
anticorpo (ABBAS et al., 2008, CRUVINEL et al., 2010).

A atividade proteolitica de Clr e Cls € inibida por uma proteina
plasmatica, o inibidor de C1 (C1 INH), que se liga aos componentes Clr e Cls
ocasionando a dissociacao destas proteases a C1q, paralisando assim a ativacao da
via classica. O fator I, na presenca de proteinas reguladoras, tais como fator H,
proteina ligadora de C4 (C4BP), proteina cofator de membrana (MCP CDA46), ou
receptor do complemento tipo 1 (CR1) , atua como uma protease plasmatica que
degrada o componente C3b associado a célula gerando fragmentos denominados
IC3b, C3d e C3g, os quais ndo participam da ativagdo do complemento, mas podem
ser reconhecidos por receptores nos fagocitos e linfocitos B (ABBAS et al., 2008).

O Fator acelerador da degradacdo (DAF), juntamente com CR1 e a
C4BP, séo responsaveis pela dissociacdo da C3 convertase, através da ligacédo a
C3b ou C4b, essas proteinas inibem competitivamente a ligacdo de outros
componentes da C3 convertase, como Bb ou C2a, bloqueando assim a progressao
adicional da cascata do complemento. O fator H € um inibidor especifico para a via
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alternativa, pois impede a ligacdo de Bb a C3b. Tais reguladores sao produzidos
apenas por células de mamiferos, desse modo, inibem seletivamente a cascata de
ativacdo do complemento nas células do hospedeiro, permitindo que a ativacao do
complemento prossiga nas células microbianas (ABBAS et al., 2008).

A formacdo do MAC é inibida por uma proteina de membrana chamada
CD59, que atua incorporando a si mesma dentro de MACs agrupadas apoés a
insercdo de C5b-8 na membrana, impedindo a adicdo subsequente de C9. Assim
como as outras proteinas reguladoras, a CD59 esta presente nas células normais do
hospedeiro (ABBAS et al., 2008).

Mecanismos de evasdo de S. aureus

Leucdcitos polimorfonucleares (PMN ou neutrofilos) sdo fundamentais
para a defesa do hospedeiro contra a invasdo de bactérias. A resposta inflamatoria
aguda a infeccdo é caracterizada pelo rapido recrutamento de neutrofilos apos a
ingestdo de microrganismos. PMNs geram espécies reativas de oxigénio (ROS) e
fagossomas enriqguecidos com proteinas microbicidas. Coletivamente, estes
processos antimicrobianos sédo altamente eficazes em eliminar a maioria das
bactérias invasoras. Por outro lado, agentes patogénicos, tais como S. aureus
moderam e/ou contornam esses processos causando doenca (KOBAYASHI et al.,
2012).

Os mecanismos utilizados por patégenos bacterianos para evadir a
defesa do sistema imune inato estdo relacionados a resisténcia a peptideos
antimicrobianos (AMPs) e a morte fagocitaria por leucdcitos (DELEO et al., 2009).
Na medida em que os neutrofilos sédo a principal defesa celular contra infec¢des por
S. aureus, o aumento da sobrevivéncia de isolados multirresistentes a antibioticos
apos a absorcao por PMNs pode estar ligada a capacidade destas cepas em causar
uma lise celular apos a fagocitose. Assim, a lise de neutrofilos apds a fagocitose €
um processo potencialmente importante na patogénese da infec¢cdo por S. aureus
multirresistentes (KOBAYASHI et al., 2012).

Embora o S. aureus seja geralmente classificado como um patégeno
extracelular, dados revelaram a sua capacidade de infectar varios tipos de células
hospedeiras, tanto fagocitos profissionais quanto células ndo fagociticas, como as
células endoteliais, fibroblastos e outros. Apds a fagocitose, S. aureus pode induzir a
apoptose da célula hospedeira e sobreviver durante varios dias, intracelularmente,
no citoplasma, o que se sugere ser um ambiente desprovido de mecanismos
efetores anti-Staphylococcus. Com efeito, 0os agentes sdo equipados com uma
grande variedade de fatores de viruléncia para neutralizar os mecanismos de defesa
do hospedeiro (DAS & BISHAYI, 2009).

A infecgdo intracelular persistente de S. aureus pode estar relacionada
com a internalizacdo do patdgeno pelas células hospedeiras, criando assim um
ambiente favoravel, onde as bactérias sédo protegidas contra as defesas do
hospedeiro e da terapia antimicrobiana (DAS & BISHAYI, 2009). S. aureus produz
numerosas moléculas de superficie e toxinas secretadas que tém potencial para
alterar ou inibir a funcao de células da imunidade inata (GRAVES et al., 2010). S.
aureus € exclusivamente programado para comprometer a eficacia dos
componentes de defesa inata pela secrecdo de proteinas que inibem a deposicao ou
ativacdo do complemento, bem como a quimiotaxia de leucécitos PMNs (neutrofilos).
Outros polipeptidios excretados exibem atividades liticas para neutrofilos, a principal
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linha de defesa contra infec¢des por S. aureus (KIM et al., 2012).

Além do grande repertdrio de supostos fatores de evasdo do sistema
imunologico, a significativa similaridade de funcdo entre muitos desses fatores
sugere que nenhuma molécula pode exclusivamente explicar a capacidade do S.
aureus de causar a doenca humana. Por exemplo, o S. aureus tem capacidade de
sequestrar anticorpos do hospedeiro, promover a resisténcia a peptideos
antimicrobianos ou espécies reativas de oxigénio (ROS) e causar lise da célula
hospedeira (GRAVES et al., 2010).

Recrutamento neutrofilico, fagocitose e células da imunidade inata

S. aureus é envolvido na producado de diversos fatores com o objetivo de
evasao do sistema imune inato, incluindo estratégias de defesa do hospedeiro
utilizadas por neutréfilos. Fatores de S. aureus caracterizados até o momento
incluem aqueles que impedem o reconhecimento e ligacdo do patdégeno por
neutrofilos, assim como aquelas que fornecem protecdo contra substancias
microbicidas de fagocitos. Em adicdo aos mecanismos de defesa passivos, S.
aureus secreta varias moléculas citotoxicas que tém a habilidade de causar injuria
as células imunes. O patdgeno tenta minimizar ou inibir 0 reconhecimento do
hospedeiro pela ocultacdo e/ou modificacdo da superficie bacteriana, possivel a
partir da producdo de exopolimeros como polissacarideo capsular, formando a
capsula bacteriana, e/ou adesdo intracelular de polissacarideo, um componente
anico de biofilme de matriz extracelular que serve para modificar a tipica carga
negativa da superficie bacteriana (RIGBY & DELEO, 2012).

A migracdo de leucécitos € um evento chave na defesa do hospedeiro
contra patogenos invasores (ROOIJAKKERS et al., 2005). Diversas proteinas
produzidas pelo S. aureus interferem com este aspecto no sistema imunologico
inato. A proteina semelhante ao super antigeno de Staphylococcus 5 (SSL5) é
expressa por um gene da familia SSL localizado na ilha patogénica 2. SSL5,
especificamente, se liga a prostaglandina 1 (PSGL-1) e inibe a ligacdo a P-selectina
in vitro, prevenindo o rolamento neutrofilico em células endoteliais ativadas. SSL 5 e
SSL 11 tem alta afinidade a cadeia que € importante determinante do ligamento de
PSGL-1 a P-selectina (Figura 5). SSL5 tem potencial para parar o 1° passo do
recrutamento neutrofilico in vivo (FOSTER, 2009).

A proteina A estafilocécica (SpA), se liga as regides Fc de IgG e adquire a
habilidade de cobrir a superficie bacteriana com anticorpos nao-especificos (na
orientacdo errada), fornecendo disfarce imunolégico e potencialmente interrompendo
a opsonizacao e a captacao fagocitaria (RIGBY & DELEO, 2012).

A proteina estafilocdcica inibidora de quimiotaxia (CHIPS), secretada por
60% das cepas de S. aureus, bloqueia o reconhecimento mediado pelo receptor de
N-formil peptideos, produzidos pela bactéria. Bloqueia também a captacdo mediada
pelo complemento, pela capacidade de se ligar aos receptores neutrofilicos de
formil-peptideo (FPR) e da fracdo C5a do complemento (C5aR), respectivamente,
impedindo, assim, a ligacdo das moléculas agonistas a esses receptores (Figura 5)
(FOSTER, 2005; RIGBY & DELEO, 2012). Apesar dos numerosos mecanismos
empregados por S. aureus para inibir a ligacdo e fagocitose por neutroéfilos, esses
fagocitos rapidamente capturam o patégeno (RIGBY & DELEO, 2012).

A proteina de aderéncia extracelular (Eap) de S. aureus, também
conhecida como proteina analoga ao complexo maior de histocompatibilidade classe
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II (MAP), inibe a quimiotaxia leucocitaria devido a sua interacdo com proteinas do
hospedeiro (FOSTER, 2005; ROOIJAKKERS et al., 2005). Eap se liga as moléculas
de adesao intercelular 1 (ICAM-1) na superficie das células endoteliais bloqueando a
ligacdo destas com os antigenos associados a linfécitos (LPA-1) na superficie de
neutrofilos, prevenindo, assim, a adesao leucocitaria, transmigracdo dos neutroéfilos
pelas células endoteliais, a diapedese, e extravasamento dos neutrofilos (Figura 5)
(FOSTER, 2005; FOSTER, 2009). A proteina Eap, em experimentos in vitro, provoca
o rompimento de mediadores da adesdo leucocitaria, como b(2) integrina e
uroquinase (ROOIJAKKERS et al., 2005).

A migracdo do neutrdfilo da corrente sanguinea para o local da infec¢ao,
por diapedese, envolve a ativacdo de varios receptores transmembranas acoplados
de proteina G (GPCRSs) pela ligacéo a quimiocinas. C5aR e FPR pertencem a familia
dos GPCRs. Embora os ligantes dos GPCRs sejam altamente especificos, S. aureus
sintetiza varias proteinas que bloqueiam estes receptores e inibem a ativacdo e
migracao leucocitaria (ROOIJAKKERS et al., 2005; FOSTER, 2009). A proteina Eap
atua em concordancia com CHIPS para inibir o recrutamento neutrofilico para o local
da infeccéo (Figura 5) (FOSTER, 2005).

Leucécitos polimorfonucleados Células endoteliais nas paredes dos vasos

A
MAP bloqueia a ligagao
de LFA-1aICAM-1e
,f inibe a diapedese

)

/ #.... CHIPS bloqueia os receptores

quimioatraentes de neutréfilos

@ FPR-1 e C5aR

SSL-5, SSL-11 se ligam a
PSGL-1 e bloqueia o
rolamento neutrofilico mediado
por P-selectina

Interfere com a fixagcdo do complemento

Inibicdo da fagocitose

FIGURA 5 — Inibicdo da migrag&o neutrofilica por S. aureus (FOSTER, 2009)

Sistema Complemento

A habilidade de evitar ou prevenir a morte pelo complemento, pela ligacao
de inibidores do sistema complemento em bactérias Gram-negativas, ou pela
inibicdo da opsonizacdo e morte fagocitaria em bactérias Gram-positivas, € um
importante determinante na patogenicidade de um microrganismo (BLOM et al.,
2009). E reconhecido que bactérias S. aureus expressam muitos mecanismos
distintos para interferir com a acdo do sistema complemento, como a inativacao ou
sequestro de elementos chaves, e isso € crucial para o sucesso desse patdégeno
(FOSTER, 2009).

Em bactérias patogénicas, como S. aureus, 0 papel do sistema
complemento é recrutar moléculas efetoras que marcam células e as tornam alvos
para destruicdo por células fagociticas do sistema imunoldgico, como neutréfilos
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(FOSTER, 2005). Sendo assim, a formacdo da enzima C3 convertase na superficie
da célula microbiana € um pré-requisito para o inicio da acdo do sistema
complemento. Esta enzima possui a funcéo de clivar o componente C3, liberando a
quimiocina C3a e promover a ligacdo da opsonina C3b na superficie da célula
bacteriana (FOSTER, 2009).

Em se tratando de inibir a via classica ou da lectina muitos
microrganismos desenvolveram a habilidade de se ligarem a proteina C4BP, que é a
chave de inibicdo da fase fluida dessas vias. A protecdo contra a via alternativa é
provida pela captura do maior inibidor desta via, o fator H (FH) e suas proteinas,
enquanto que o MAC pode ser inibido pela proteina vitronectina (BLOM et al., 2009).

S. aureus expressa e secreta varias proteinas que interferem no sistema
complemento e assim protegem a bactéria contra atagues mediados pelo
complemento (BLOM et al., 2009). Numerosas estratégias estafilocécicas de evaséo
do complemento vém sendo descritas. Na verdade, a maioria das estratégias
descritas recentemente sobre evasao estafilococica é direcionada a esse elemento
do sistema imune inato, principalmente a inativacdo do componente C3 e seus
derivados (ROOIJAKKERS et al., 2005).

A bactéria S. aureus € capaz de produzir a proteina estafilocécica
inibidora do complemento (SCIN), considerada o mais eficiente inibidor do
complemento (ROOIJAKKERS et al., 2005; BLOM et al.,, 2009; FOSTER et al.,
2009). SCIN € uma proteina excretada que bloqueia todas as vias do complemento,
a da lectina, classica e alternativa, através de sua acdo especifica na ligacdo de
superficie da C3 convertase. Assim, SCIN previne eficientemente a fagocitose, a
morte de S. aureus e a producdo da quimiocina C5a (ROOIJAKKERS et al., 2005).
Essa proteina estabiliza C4bC2a e C3bBb, C3 convertase das vias classica e da
lectina e da via alternativa, respectivamente, resultando na inibicdo da formacéao de
C3b (FOSTER, 2009).

As duas maiores consequéncias ocasionadas pela ligacdo do SCIN a
enzima C3 convertase sao: a estabilizacao tanto de C3bBb, bem como de C4bC2a
na superficie bacteriana prevenindo a geracdo de convertases adicionais. Estas
enzimas sdo normalmente instaveis e, quando ativadas, liberam os ligantes C4b e
C3b para agirem como cofatores de outras clivagens de C2 e B, possibilitando a
amplificacdo da fixacdo do complemento. A outra consequéncia é a ligacdo de SCIN
a C3Bb e C4bC2a impedindo a atividade enzimatica das convertases, 0 que previne
a formacéo de C3b, e inibe a formacéo da C5 convertase reduzindo a producéo de
C5a. Como resultado, o inibidor SCIN reduz a fagocitose e morte de S. aureus por
neutroéfilos humanos (ROOIJAKKERS et al., 2005; FOSTER, 2009).

A proteina extracelular de ligacdo ao fibrinogénio (Efb) também pode se
ligar ao dominio C3d do fator C3 do complemento, inibindo a deposi¢cdo de C3d na
superficie de S. aureus. A consequéncia derivada da ligagdo de Efb a molécula de
C3 (Efb-C) é a mudanca da conformacdo global de C3, impedindo a clivagem de
C3b e a participacdo com sucesso na cascata de ativacdo do complemento,
impedindo assim, a formacdo da C3 convertase da via alternativa ou da C5
convertase das vias alternativa (C3bBbC3b) e das vias classica e da lectina
(C4bC2aC3b) (ROOIJAKKERS et al., 2005; BLOM et al., 2009). Efb também é capaz
de se ligar ao fragmento ativado C3b com alta afinidade e induzir alteracdes
conformacionais (BLOM et al., 2009). A consequéncia é a reducdo da liberacdo do
quimioatraente C5a e reducao no recrutamento neutrofilico (ROOIJAKKERS et al.,
2005).
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Ehp, outra proteina secretada por S. aureus, que apresenta 44% de
identidade a Efb, também se liga ao fragmento C3d de C3 sendo capaz de inibir a
deposicdo de C3b em superficies sensibilizadas pela via alternativa (BLOM et al.,
2009).

Em adicéo, a Efb, a proteina extracelular ligadora de complemento (Ecb),
e a SCIN séo todas inibidoras de C3b contido na C3 e C5 convertasedas trés vias.
Isso sugere que a ligacdo dessas proteinas a C3b nas convertases muda a
conformacao deste complemento e provavelmente afeta a atividade do complexo de
protease (BLOM et al., 2009).

A proteina ligadora de imunoglobulina (Sbhi) € uma proteina extracelular
capaz de inibir a via alternativa do sistema complemento pela interacdo com o
componente C3. Essa proteina provoca o consumo inutil de C3 contribuindo com a
reducdo da eficiéncia da opsonizagao. Assim, S. aureus tem a habilidade de inativar
C3b e moléculas de IgG que estdo ligadas a superficie das células bacterianas
opsonizadas (BLOM et al., 2009; FOSTER, 2009).

Outra maneira pela qual S. aureus impede as fungdes efetoras de fixacao
do complemento se da pela ligacdo do plasminogénio (PLG) do hospedeiro a
superficie bacteriana. Isto € possivel devido a estafiloquinase (SAK), proteina
ativadora de PLG secretada por muitas cepas de S. aureus. Quando PLG se liga a
superficie bacteriana estafilocécica, € ativado e transformado em plasmina (PL) pela
SAK. Plasminas ligadas a superficie tém a habilidade de clivar IgG e C3b e reduzir a
fagocitose por neutrofilos (ROOIJAKKERS et al., 2005; FOSTER, 2009).

Em concentracdes fisiologicas, PL formada pela conversdo de PLG por
SAK, leva a remocédo de opsoninas necessarias para o reconhecimento de células
imunes. Em adicdo, PL leva a diminuicdo do numero de moléculas C3b e iC3b na
superficie bacteriana, contribuindo para a diminui¢cdo na formacgéo das enzimas C3 e
C5 convertases (ROOIJAKKERS et al., 2005).

Fatores do complemento | e H (FI e FH) sdo reguladores da fixacdo do
complemento que previnem a sua ativagdo descontrolada. FH se liga ao C3b
imobilizado (iC3b), com isso a acdo proteolitica de FI é ativada, o que promove a
clivagem de C3b em iC3b. Os componentes C3b e iC3b s&o reconhecidos por
neutréfilos, mas iC3b n&o ativa a via alternativa ou a cascata terminal, sendo
transformado em C3d. Células de S. aureus capturam e ativam o FlI sem o FH
resultando no aumento de iIC3b na superficie da célula, e na diminuicdo no total dos
fragmentos de C3 nas células e na reducdo da fagocitose (FOSTER, 2009).

Muitas bactérias sdo conhecidas por ligarem o fator H a sua superficie e,
dessa maneira, protegé-las contra o ataque do complemento. Essa atividade
também tem sido reportada para S. aureus (ROOIJAKKERS et al., 2005). O fator de
aglomeracdo A (CIfA), uma proteina de superficie, foi implicado na captura e
ativacdo do fator I, isso pode explicar o efeito antifagocitico de CIfA (FOSTER,
2009).

A proteina inibitéria de quimiotaxia de S. aureus (CHIPS) inibe
eficientemente o recrutamento neutrofilico in vitro, sendo que a ativacéo celular por
Cb5a é completamente bloqueada por CHIPS (ROOIJAKKERS et al., 2005).

SCIN e SAK possuem um elemento em comum: os dois sdo inibidores
excretados que atuam na superficie bacteriana. Na evasao do complemento, isso é
um evento crucial porque a ativacdo do complemento por si s6 € um fendbmeno de
superficie. Assim, para a bactéria interferir na ativacdo do complemento, as
moléculas produzidas tém que agir na superficie. A deplecdo local de fatores do
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complemento solavel ou inibicdo da ativacdo destes na fase fluida ndo ajuda na
evasao bacteriana ao ataque do complemento, sendo necessarias proteinas do
complemento ligadas a superficie bacteriana para que ocorra 0 aumento da
eficiéncia desses inibidores. Inibidores de C5a ou peptidases séo excecdes a essa
regra, pois sdo moléculas ativadas na fase fluida (ROOIJAKKERS et al., 2005).

Proteinas secretadas

S. aureus expressa varias proteinas anti-opsonicas, associadas a
superficie da bactéria, e uma capsula polissacaridica que tanto pode interferir com a
deposicdo de anticorpos e componentes do complemento por vias classica e
alternativa, quanto ao seu acesso aos receptores Fc e de complemento de
neutréfilos. Assim, a fagocitose eficiente por neutréfilos, que depende do
reconhecimento de componentes do complemento ou moléculas de anticorpos
ligados a bactéria, € comprometida (FOSTER, 2009).

Alfa-defensinas sédo peptideos secretados por neutrofilos, e fornecem
protecdo antimicrobiana mediada pela ruptura da integridade das membranas das
células bacterianas. Estafiloquinase (SAK), proteina secretada por S. aureus,
conhecida por ativar o plasminogénio humano (Figura 6). A ligacado de a-defensinas
com SAK inibe o efeito bactericida daquelas. Notavelmente, o sitio dentro da
estafiloquinase que se liga a defensinas é diferente do seu sitio de ligagdo para
plasminogénio. Portanto, a inibicdo de a-defensinas mediada por SAK é considerada
ser um importante mecanismo de defesa de S. aureus (ROOIJAKKERS et al., 2005).

A proteina catelicidina LL-37 é uma das proteinas bactericidas humanas
com atividade potente contra S. aureus. A proteinase aureolisina A, secretada por S.
aureus, inativa a catelicidina LL-37, a partir de sucessivas clivagens da estrutura da
proteina, destruindo, assim, a atividade antibacteriana. A produgéo de aureolisina A
por S. aureus contribui para a resisténcia do microrganismo ao sistema imunologico
inato mediado por LL-37. A proteinase V8, produzida por S. aureus, também possui
atividade de clivar LL-37, porém o fragmento resultante da clivagem, LL-17-37,
retém a atividade antibacteriana (ROOIJAKKERS et al., 2005).

A proteina A (SpA) é uma proteina ancorada na superficie bacteriana com
dominios que podem se ligar a regiao Fc de IgG (Figura 6). A interacdo entre SpA e
IgG resulta em revestimento da superficie celular bacteriana com moléculas de IgG
na orientacdo incorreta para ser reconhecido pelo receptor Fc de neutrdéfilos e,
também, para a ativacdo da via classica do complemento. Isso explica o efeito anti-
fagocitico da proteina A (FOSTER, 2009).

O fator de aglomeragdo A (CIfA) é a principal proteina de ligacdo ao
fibrinogénio na superficie das células (Figura 6). As células tornam-se revestidas
com fibrinogénio e, assim, ocasionam na deposi¢cdo ou reconhecimento deficiente de
opsoninas. In vitro, a expressao de CIfA reduz a opsonofagocitose por neutrofilos
humanos, em parte devido a capacidade da molécula se ligar ao fibrinogénio
(HIGGINS et al., 2006). Bactérias que expressam uma proteina mutante derivada de
CIfA ndo demonstraram capacidade para ligar ao fibrinogénio, (GARZONI &
KELLEY, 2009) porém, foram parcialmente protegidas da opsonofagocitose. Isto
pode ser devido a capacidade de CIfA em ativar o FI, resultando em destruicdo da
opsonina C3b (HAIR et al., 2008; FOSTER, 2009).

A maioria das cepas de S. aureus expressa uma microcapsula composta
por polissacarideos (Figura 6). A expressdao da capsula esta associada com o
aumento da viruléncia em modelos de infeccbes em animais. Em experimentos in
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vitro, a presenca de capsulas revela uma absorcéo reduzida de células de bactérias
por neutréfilos humanos, mesmo na presenca de quantidades normais de
opsoninas, indicando uma caracteristica anti-opsoninica da capsula. Fatores do
sistema complemento podem ser depositados sobre a superficie da parede da
célula, por baixo da capsula, ficando, assim, inacessiveis aos receptores do
complemento sobre a superficie de neutréfilos (FOSTER, 2009).

A bactéria S. aureus pode produzir varias toxinas que danificam as
membranas das células hospedeiras. Sao toxinas citoliticas que tem como células
alvo os leucécitos, chamadas de leucotoxinas. Sua agao esta direcionada a morte de
leucdcitos ativos, que estdo invadindo e provocando morte bacteriana. Existem
quatro tipos de leucotoxina: a c-toxina ou c-hemolisina, a Leucocidina Panton-
Valentine (PVL), Leucocidina E / D e Leucocidina M / F-PV-like. A c-toxina lisa
membranas de eritrocitos e leucdcitos, enquanto PLV € tOxica apenas para
leucdcitos. S. aureus expressa varios pequenos peptideos citoliticos que, em baixas
concentracbes, recrutam e ativam neutrofilos desencadeando uma resposta
inflamatoéria, enquanto que em concentragcbes mais elevadas causam lise de
neutrofilos (FOSTER, 2009).

A producdo de adenosina sintetase (AdsA) pela bactéria S. aureus, uma
molécula de sinalizacdo durante a infeccéo, € um fator de evasdo aos mecanismos
de defesa, tanto inato quanto adaptativo, essenciais para a destruicdo de bactérias
patogénicas pelo hospedeiro (KIM et al., 2012).

ApoOs a invasdo de S. aureus no sangue, a AdsA é responsavel pelo
aumento extracelular de adenosina. A adenosina extracelular interage com um ou
mais dos seus receptores de adenosina (Al, A2A, A2B e A3), membros da familia
dos receptores acoplados da proteina G (GPCRs). A interacdo do receptor com
adenosina ativa as cascatas de sinalizagdo anti-inflamatérias, causando a inibicdo
da agregacdo plaquetaria, da degranulacdo de neutréfilos e, ainda, aumento da
producao de interleucina 10 (IL-10), uma citocina anti-inflamatéria (KIM et al., 2012).

A presenca da proteina AdsA na bactéria S. aureus é necessaria para
sobrevivéncia desta dentro de neutrofilos, possibilitando a bactéria escapar dos
atributos bactericidas dos leucécitos. A permanéncia da bactéria no neutréfilo
depende de sua capacidade de se esquivar de todas as repostas bactericidas
dessas células, incluindo ROS, enzimas hidroliticas e defensinas peptidicas. No
entanto, a localizacdo intracelular do patdgeno fornece protecéo contra o sistema
complemento, anticorpos e peptideos extracelulares de defesa do hospedeiro, bem
como protecdo a muitas outras células do sistema imunoldgico, principalmente os
fagdcitos, incluindo macrofagos e células dendriticas, que provocam a morte de
bactérias e apresentam antigeno para resposta imune adaptativa (GARZONI &
KELLEY, 2009; KIM et al., 2012).
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FIGURA 6 — Mecanismos de evasao a opsonofagocitose por S. aureus. A. capsula
polissacaridea. B. Estafiloquinase. C. Proteina estafilococica A. D.
Proteina ligadora de fibrinogénio. E. Fator de aglomeracdo A
(FOSTER, 2005)

CONSIDERACOES FINAIS

A primeira linha de defesa é a imunidade inata, ela prové o organismo de
mecanismos efetores para o combate rapido da infeccdo, impedindo assim, o
crescimento microbiano e o progresso da enfermidade. Assim, conhecer 0s
mecanismos de evasédo de S. aureus do sistema imunolégico inato é importante para
o controle de infec¢des causadas pelo patdgeno.

Estudos relacionados aos fatores de viruléncia estafilococicos estéao
direcionados a medicina humana, sendo encontrados poucos trabalhos relatados
sobre mecanismos de evasdo que levam a doenca causada por S. aureus em
animais. Autores sugerem que as estratégias de evasdo de S. aureus a imunidade
em organismos humanos sao semelhantes em organismos animais, devido
principalmente a similaridade nos processos fisio, pato e imunolégicos. Em se
tratando do microrganismo S. aureus, a doenga provocada por este em alguns
animais é diferente da doenca provocada em humanos, considerando principais
locais da infeccdo e eventos imunolégicos. Assim, 0 aprimoramento do
conhecimento dos fatores de viruléncia de S. aureus, principalmente aqueles
utilizados a evasdo do sistema imunologico inato, em infeccbes que causam
enfermidades em animais é de carater emergencial.

REFERENCIAS

ABBAS, AK., LICHTMAN, A. H., PILLAI, S. Imunidade Celular e Molecular . 6. ed.
Rio de Janeiro: Elsevier, 2008. 564p.

BLOM, A. M.; HALLSTROM, T.; RIESBECKB, K. Complement evasion strategies of

pathogens—Acquisition of inhibitors and beyond. Journal of Molecular
Immunology, v. 46, n.14, p. 2808-2817, 2009.

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.9, n.17; p. 1350 2013



CRUVINEL, W. M.; JUNIOR, D. M.; ARAUJO, J. A. P.; CATELAN, T. T. T.; SOUZA,
A. W. S.; SILVA, N. P.; ANDRADE, L. E. C. Sistema Imunitario — Parte |
Fundamentos da imunidade inata com énfase nos mecanismos moleculares e
celulares da resposta inflamatéria. Revista Brasileira de Reumatologia, v. 50, n. 4,
p. 434-461, 2010.

DELEO, F. R.; DIEP, B. A.; OTTO, M. Host Defense and Pathogenesis in
Staphylococcus aureus Infections. Journal of Infectious Disease Clinics of North
America, v. 23,n.1, p. 17-34, 2009.

FOSTER, T. J. Immune Evasion by Staphylococci. Nature Reviews Microbiology,
v. 3, n.12 p. 948-958, 2005.

FOSTER, T. J. Colonization and infection of the human host by staphylococci:
adhesion, survival and immune evasion. Journal of Veterinary Dermatology, V. 20,
n.5-6 p. 456-470, 2009.

FOURNIER, B.; PHILPOTT, D. J. Recognition of Staphylococcus aureus by the
Innate Immune System. CLINICAL MICROBIOLOGY REVIEWS, v. 18, n. 3, p. 521-
540, 2005.

GARZONI, C.; KELLEY, W. L. Staphylococcus aureus: new evidence for intracellular
persistence. Trends in Microbiology, v. 17, n. 2, p. 59-65, 2009.

GRAVES, S. F.; KOBAYASHI, D. S.; DELEO, F. R. Community-associated
methicillin-resistant Staphylococcus aureus immune evasion and virulence. Journal
of Molecular Medicine. 2010 February, v. 88, n. 2, p. 109-114, 2010.

HAIR, P. S., WARD, M. D., SEMMES, O. J.,, FOSTER, T. J., CUNNION, K. M.
Staphylococcus aureusClumping factor A binds to complement factor | and increases
factor | cleavage of C3b. Journal of Infectious Diseases ,v.198, n. 1, p.125-133,
2008.

HWANG, S. Y.; PARK, Y. K.; KOO, H. C.; PARK, Y. H. spa typing and enterotoxin
gene profile of Staphylococcus aureus isolated from bovine raw milk in Korea.
Journal of Veterinary Science ,v.11,n. 2, p. 125-131, 2010.

HIGGINS, J., LOUGHMAN, A., van KESSEL, K. P., van STRIJP, J. A., FOSTER, T.
J.Clumping factor A of Staphylococcus aureus inhibits phagocytosis by human
polymorphonuclear leucocytes.FMES Microbiology Letters , v. 258, n.2, p. 290-296,
2007.

KIM, H. K.; THAMMAVONGSA, V.; SCHNEEWIND, O.; MISSIAKAS, D. Recurrent
infections and immune evasion strategies of Staphylococcus aureus. Current
Opinion in Microbiology, v. 15, n. 1 p. 92-99, 2012.

KOBAYASHI, S. D.; BRAUGHTON, K. R.; PALAZZOLO-BALLANCE, A. M,
KENNEDY, A. D.; SAMPAIO, E.; KRISTOSTURYAN, E.; WHITNEY, A. R
STURDEVANT, D. E.; DORWARD, D. W.; HOLLAND, S. M.; KREISWIRTH, B. N.;

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.9, n.17; p. 1351 2013



MUSSER, J. M.; DELEO, F. R. Rapid Neutrophil Destruction following Phagocytosis
of Staphylococcus aureus. Journal of Innate Immunity, v. 2, n. 6 p. 560-575, 2012.

KOSKINEN, M. Analytical specificity and sensitivity of a real-time polymerase chain
reaction assay for identification of bovine mastitis pathogens. Journal of Dairy
Science, Champaign, v. 92, n. p. 952-959, 2009.

MICHEL, A.; SYRING, C.; STEINER, A.; GRABER, H. U. Intramammary infections
with the contagious Staphylococcus aureus genotype B in Swiss dairy cows are
associated with low prevalence of coagulase-negative staphylococci and
Streptococcus spp. The Veterinary Journal, Londres ,v. 188, n. p. 313-317, 2011.

NADER FILHO, A.; FERREIRA, L. M.; AMARAL, L. A.; ROSSI JUNIOR, O. D;
OLIVEIRA, R. P. Sensibilidade antimicrobiana dos Staphylococcus aureus isolados
no leite de vacas com mastite. Arquivos do Instituto Bioldgico, Séao Paulo, v. 74,
n. 1, p. 1-4, 2007.

PIETROCOLA, G.; ARCIOLA, C. R.; RINDI, S.; POTO, A. D.; MISSINEO, A,
MONTANARO, L.; SPEZIALE, P. Toll-like receptors (TLRS) in innate immune
defense against Staphylococcus aureus. The International Journal of Artificial
Organs, v.34,n.9, p. 799-810, 2011.

RIGBY, K. M.; DELEO, F. R. Neutrophils in innate host defense against
Staphylococcus aureus infections. Seminars in Immunopathology, v. 34, n. 2 p.
237-259, 2012.

RIVAS, A. L., SCHWAGER, S. J., GONZALEZ, R. N.,QUIMBY, F. W., ANDERSON,
K. L. Multifactorial relationships between intramammary invasionby Staphylococcus
aureus and bovine leukocyte markers. The Canadian Journal of Veterinary
Research, v, 71, n.2, p. 135-144, 2007.

ROOIJAKKERS, S. H. M.; VAN KESSEL, K. P. M.; VAN STRIJP, J. A. G.
Staphylococcal innate immune evasion. Trends in Microbiology, v. 13, n. 12, p.
596-601, 2005.

SANTOS, A. L.; SANTOS, D. O.; FREITAS, C. C.; FERREIRA, B. L. A.; AFONSO, I.
F.; RODRIGUES, C. R.; CASTRO, H. C. Staphylococcus aureus: visitando uma cepa
de importancia hospitalar. Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laborator ial,
Rio de Janeiro, v. 43, n. 6, p. 413-423, 2007.

SILVA, E. C. B. F.; MACIEL, M. A. V.; MELO, F. L.; ANTAS, M. G. C.; NETO, A. M.
B.; RABELO, M. A. Staphylococcus aureus: aspectos biolégicos e patogénicos.
Anais da Faculdade de Medicina da Universidade Fede ral de Pernambuco,
Recife,v. 52, n. 2, p. 168-172, 2007.

SINHA, B.; FRAUNHOLZ, M. Staphylococcus aureus host cell invasion and post-

invasion events. International Journal of Medical Microbiology, v. 300, n. p. 170-175,
2010.

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.9, n.17; p. 1352 2013



SNEATH, P. H. A., MAIR, N. S., SHARPL, M. E., HOLT, J. G. Gram positive cocos.
In: Bergey's Manual os Systematic Bacteriology , volume 2. 2 ed. Baltimore:
Williams & Wilkins, 1986. cap 12, p. 999-1103.

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.9, n.17; p. 1353 2013



