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RESUMO

PALMITO, Denisar dos Santos. Camundongos C57BIl/6 e A/j apresentam
resposta inflamatoria diferenciada apds a imunizacdo com Staphylococcus aureus
e desafio em modelo de bolsdo de ar. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto
Multidisciplinar de Saude, Universidade Federal da Bahia, Vitoria da Conquista,
2015.

Introducé&o/Objetivo: Staphylococcus aureus € o principal agente etiolégico de
infeccbes bacterianas em humanos, sendo relatado como o agente causador de
patologias como endocardite e sepse. O presente trabalho teve por objetivo avaliar
quais os possiveis componentes do sistema imune poderiam atuar de maneira
protetora contra a infeccdo por S. aureus em camundongos imunizados
intradermicamente. Materiais e métodos: Camundongos C57BI/6 e A/j foram
imunizados intradermicamente com amostras de S. aureus inativadas por calor e,
posteriormente, foram desafiados com amostras viaveis em um modelo de bolsédo
de ar. Nos tempos de 6, 12 e 24 horas apds o desafio, a eutanasia ocorreu e 0
perfil celular do infiltrado inflamatério, bem como a carga bacteriana, foram
avaliados no lavado do bolsdo de ar. No soro e no lavado foram quantificados
anticorpos da classe IgG e a pele do bolsdo foi avaliada por técnicas
histopatoldgicas. Pela técnica de ELISA foram quantificadas citocinas presentes no
lavado do bolséo, baco e medula. Resultados: Animais imunizados e desafiados
com amostras resistentes no modelo de bolsé&o apresentaram recrutamento celular
inflamatério constituido predominantemente por neutrofilos. Além disso, foi
observada uma associacao entre uma producéo de anticorpos IgG e a reducao da
carga bacteriana em um modelo murino de imunizacéo intradérmica. Ademais,
animais imunizados apresentaram menor inflamacédo no sitio de infeccdo e uma
maior producéo local de IL-17A. Em relagcdo as outras citocinas, ndo foram
encontradas diferencas nos tecidos analisados. Discusséo: S. aureus € capaz de
induzir uma resposta sistémica, assim como, recrutar células inflamatérias para o
sitio de infec¢do. Porém, animais imunizados tendem a controlar melhor o processo
inflamatorio, aparentemente por uma correlacdo entre a producdo de anticorpos
IgG e a reducdo da carga bacteriana em um modelo murino de imunizagao

intradérmica. A menor carga bacteriana nos animais imunizados se correlacionou,



também, com uma menor inflamacéo no sitio de infeccdo e uma maior producao
local de IL-17A. Concluséo: A presenca de anticorpos IgG2a se correlaciona com
diminuicdo da carga bacteriana em animais imunizados intradermicamente com S.

aureus, juntamente com a elevacéao de IL-17A no modelo de bolséo de ar.

Palavras-chave: Imunizacdo; Staphylococcus aureus; Bolsédo de ar; Anticorpos; IL-
17A.



ABSTRACT

PALMITO, Denisar dos Santos. C57BI/6 and A/} mice presente diferente
inflamatory response patterns after immunization with Staphylococcus aureus and
challenge in air pouch model. Master Dissertation - Instituto Multidisciplinar de

Saude, Universidade Federal da Bahia, Vitéria da Conquista, 2015.

Introduction / Objective: Staphylococcus aureus is the major etiological agent of
bacterial infections in humans and is reported as the causative agent of diseases
such as sepsis and endocarditis. This study aimed to evaluate which components of
the immune system could act protectively against S. aureus infection in mice
immunized intradermally. Methods: C57Bl/6 and A/} mice were immunized
intradermally with S. aureus strains inactivated by heat and then were challenged
with viable strains in an air pouch model. At the times of 6, 12 and 24 hours after
challenge, the euthanasia was performed and the cellular profile of the inflammatory
infiltrate as well as the bacterial load were evaluated in the air pouch lavages.
Serum and lavages of air pouch were quantified for IgG antibodies and the skin was
evaluated by histopathological techniques. Cytokines present in air pouch, spleen
and bone marrow were quantified by ELISA . Results: Animals immunized and
challenged with strains resistant to the air pouch model presented an inflammatory
cell recruitment constituted predominantly by neutrophils. Furthermore, it was
observed an association between the production of IgG antibodies and reduced the
bacterial load in our model of intradermal immunization. In addition, immunized
animals showed lower inflammation at the site of infection and increased local
production of IL-17A. Regarding the other cytokines, no differences were found in
the tissues. Discussion: S. aureus is able to induce a systemic response as well as
recruiting inflammatory cells into the infection site. Immunized animals showed a
higher control the inflammatory process correlated with the production of 1gG
antibodies and a reduced bacterial burden in the inflammatory site. The lower
bacterial load in animals immunized correlated also with lower inflammation in the
site of infection and increased local production of IL-17A. Conclusion: The
presence of IgG2a antibodies correlates with a decreased bacterial load in animals

immunized intradermally with S. aureus along with the elevation of IL-17A



Keywords: Immunization; Staphylococcus aureus; Air pouch; Antibodies; IL-17A.
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Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram
desafiados no bolsdo de ar com a quantidade de 10" UFC de amostras MRSA
vivas. Apos o desafio, os animais foram eutanasiados nos tempos de 6, 12 e 24
horas. Os animais tiveram o lavado do bolsdo, baco e medula coletados e

avaliados pela técnica de ELISA quanto a presenca das citocinas IL-13 e TNF-a



(n=6); (MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; HK = Heat
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Figura 19: Quantificacdo de citocinas em diferentes sitios corpdreos no
camundongo C57BI/6 (pg/ml) — Camundongos C57BI/6 previamente imunizados
com 10° de amostras de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA)
inativadas por calor, foram desafiados no bolsdo de ar com a quantidade de 10
UFC de amostras MRSA vivas. Apos o desafio, os animais foram eutanasiados nos
tempos de 6, 12 e 24 horas. Os animais tiveram o lavado do bolsdo, baco e medula
coletados e avaliados pela técnica de ELISA quanto a presenca das citocinas IFN-
Y e IL-4 (n=6); (MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; HK = Heat
11 T=Te ) N Gl o O 01 PSPPSR 36
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1. INTRODUCAO

Infeccdes bacterianas ocorrem em todo mundo e s&o um importante
problema de saude publica. Em meados do século passado, essas infeccdes
levavam a morte um grande numero de pacientes (ALVAREZ; LABARCA; SALLES,
2010). Com a introducéo dos antimicrobianos, a sobrevida de pessoas infectadas
aumentou, porém com o passar dos anos algumas amostras apresentaram
resisténcia a principal classe de antimicrobiano utilizada: as penicilinas (WENZEL;
EDMOND, 1998; GOMES; WESTH; DE LENCASTRE, 2006).

Dentre os patdgenos, Staphylococcus aureus € o principal agente causador
de doencas bacterianas no mundo. Essa bactéria leva a morte de milhdes de
pessoas anualmente, sobretudo por mecanismos de resisténcia cada vez mais
aprimorados de resisténcia.

Os isolados de S. aureus que apresentam resisténcia a meticilina sao
denominados MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus)(LOWY, 1998). A
meticilina foi o segundo antimicrobiano utilizado para tratamento das patologias
causadas por este microrganismo ap0s 0 surgimento da resisténcia a penicilina.
Assim, surtos de infec¢cbes comunitarias por amostras resistentes apresentam
ampla distribuicdo no globo terrestre e 0 aumento destas ressalta na necessidade
de se desenvolver novas estratégias para prevenir infeccbes invasivas por S.
aureus (LOWY, 1998; GELATTI et al., 2009).

Assim sendo, entender 0s mecanismos com 0S quais este patdégeno causa
infecgbes se torna importante para o desenvolvimento de maneiras profilaticas e de
tratamento. Dentre essas medidas, a imunizacdo toma grandes perspectivas
mundialmente e aponta para o desenvolvimento racional de novas medidas
imunoprofilaticas (ADHIKARI et al., 2012; POZZI et al., 2012).

Portanto, para desenvolver uma vacina ou imunizacdo, € necessario,
sobretudo, entender as vias de resposta imune do hospedeiro na infeccdo pelo
patdogeno. Nessa dualidade, Brad Spelllberg e Robert Daum, 2012, questionaram
qual deveria ser a resposta imune estimulada por uma vacina ou imuniza¢cdo na
infeccéo por S. aureus para levar a prevengéao.

Até o presente momento, esta descrito que geralmente, a capacidade das
bactérias de causar a doenca em seres humanos € devido a evasdo dos
mecanismos da resposta imune inata o que inclui a resisténcia aos peptideos
antimicrobianos (AMPs) e morte por fagocitose (FINLAY; MCFADDEN, 2006).



Porém, ainda existem barreiras importantes que inviabilizam o
desenvolvimento de uma vacina. Dentre elas, o fato desta bactéria fazer parte da
microbiota humana, a grande capacidade desta bactéria em adquirir fatores de
viruléncia e o grande numero de doencas causadas por estas cepas
(BESTEBROER; DE HAAS; VAN STRIJP, 2010; PROCTOR, 2012).

A dificuldade de compreender qual a resposta imune gera protecdo contra a
infeccdo por S. aureus €, talvez, o maior obstaculo para o desenvolvimento de uma
vacinagdo (DELEO; DIEP; OTTO, 2009). A grande maioria do que € sabido hoje, se
deu gracas a utilizacdo de modelos animais que proporcionaram o estudo e a
compreensao sobre alguns mecanismos imunes envolvidos em uma imunidade
protetora (PROCTOR, 2012).

Diante disto, este trabalho almejou avaliar a atuacdo de determinados
componentes imunolégicos em camundongos das linhagens C57Bl/6 e Alj
imunizados com amostra de MRSA inativadas por calor e posteriormente

desafiados com a mesma amostra de MRSA néo inativada.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Staphylococcus aureus

S. aureus sdo cocos gram positivos, de tamanho variavel entre 0,5 e 1,5 um
de didametro, imoveis, ndo esporulados e capsulados. Podem aparecer isolados,
aos pares, na forma de tétrades, cadeias curtas ou na forma de cachos irregulares
(KLOOS; WOLFSHOHL, 1982). Esses patégenos sdo anaerobios facultativos, com
metabolismo oxidativo, fermentativos e utilizam carboidratos juntamente com
aminoacidos como fonte de energia e carbono. Este coco também tem sido
descrito como habitante das vias aéreas, normalmente como comensal, sendo
assim, propaga-se facilmente, sendo transportado para inameros locais tanto
ambientais, como da propria superficie do hospedeiro. Por conta desta distribuicéo,
ele esta relacionado com patologias em diversos locais do organismo, levando em
alguns casos, a morte (LOWY, 1998; WERTHEIM et al., 2004; WERTHEIM et al.,
2008; SPELLBERG; DAUM, 2012).

S. aureus é o principal agente etiolégico de infec¢cdes bacterianas nos

humanos. Ele é relatado como agente causador de patologias como endocardite,



sepse, e diversas outras, representando um problema mundial para as instituicdes
de saude (FOWLER et al., 2005; CHAMBERS; DELEO, 2009). Pacientes podem
ser acometidos por infec¢des principalmente relacionadas a unidades hospitalares,
tais como: pneumonia associada a ventilagdo mecanica, infec¢bes pos-cirurgicas,
infeccbes relacionadas a insercdo de cateteres endovenosos, dentre outros
(JENSEN et al., 1993; FINELLI et al., 2005; AHOYO et al., 2012).

Essas infec¢Oes séo facilitadas por fatores de risco, dentre eles a internacao
em unidade de tratamento intensivo, hospitalizacdo prolongada, doenca de base
grave, procedimentos invasivos e exposicdo prolongada ou repetida a
antimicrobianos (SPELLBERG; DAUM, 2012). Desta forma, as manifestacfes
clinicas mais comuns de infec¢gdes nosocomiais, sdo as infec¢des da pele e tecidos
moles, embora estejam também descritas infeccdes invasivas graves
(SCHENNINGS et al., 2012).

2.2. Infeccdes por Staphylococcus aureus

InfeccBes por este microrganismo estdo aumentando em todo o mundo,
sendo que mais de 90% destas infec¢cdes ocorrem através da pele (FRIMODT-
MOLLER et al., 1997; HOEN et al., 2002). Neste contexto de infec¢do, as barreiras
fisicas e, sobretudo o sistema imune do hospedeiro estardo diretamente
relacionados com controle da infeccdo por este microrganismo. Entretanto, o S.
aureus consegue evadir-se das defesas imunoprotetoras, devido a expressédo dos
fatores de viruléncia, como adesinas e as proteinas destinadas a neutralizar tanto
componentes da imunidade inata bem como da adquirida (VELAZQUEZ-MEZA,
2005).

Ainda é relatado que pacientes geriatricos estdo cada vez mais expostos a
infeccbes por amostras ditas resistentes a antimicrobianos, tanto em hospitais
quanto em comunidades (MCGARRY et al.,, 2004; TACCONELLI; POP-VICAS;
D'AGATA, 2006). Uma vez que pacientes hospitalizados com idade mais avancada
sao mais propensos a ter comorbidades associadas como obesidade, diabetes
mellitus, doenca cardiaca e/ou pulmonar que necessitam de tratamento cirdrgico ou
tratamento intensivo, ficando mais vulneraveis a infeccbes (OCHOA et al., 2005;
MENNE et al., 2012; PROCTOR, 2012; WELLS et al., 2013). Contudo, também sé&o



acometidos por infeccdes pacientes pediatricos e adultos, ndo estando
relacionados apenas a pacientes geriatricos.

Além destes fatores citados, os individuos também podem ser
imunologicamente comprometidos por configuragdes de saude associadas, como
infeccdo por HIV, pacientes com patologias renais em fase terminal e tratamento
com imunossupressores (JENSEN et al., 1993). Tais condi¢cdes sdo conhecidas por
aumentarem o risco de infeccdo por S. aureus (SENTHILKUMAR; KUMAR;
SHEAGREN, 2001; OCHOA et al., 2005; HIDRON et al., 2010).

Na América latina, como demonstrado por Alvarez et al, 2010, que relataram
0 estudo observacional realizado pela International Network Study Prevention of
Emerging Antimicrobial Resistance (INSPEAR), em 30 hospitais latino-americanos,
onde foi constado que 67% das infec¢des por S. aureus eram por amostras MRSA.
Foi percebido entdo, que o controle de MRSA néo era ideal, pois as taxas de
infeccdo continuam a subir em muitas areas. Além disso, a implementacdo de
medidas de controle ainda precisa ser melhoradas (ALVAREZ; LABARCA;
SALLES, 2010).

Diante destes fatos, entender os mecanismos com 0s quais este patégeno
causa a doenca se torna importante para o desenvolvimento de maneiras
profilaticas e de tratamento. Onde a vacinacdo como acdo de saude publica é a
principal e mais eficaz medida profilatica na prevencédo de infec¢des, doencas e
mortes, além de contribuir diretamente com a reducéo dos gastos publicos com a
hospitalizacdo (ECHANIZ-AVILES; SOLORZANO-SANTOS, 2001).

2.3. Respostainflamatéria contra Staphylococcus aureus e medidas

imunoprofilaticas

Estudos envolvendo desenvolvimento de imunizagdes contra infecgdes
estafilocécicas ndo sdo novos. Estes abordam que antigenos presentes na
superficie bacteriana levam a prote¢do contra infeccdes em modelos animais.
Entretanto, alguns destes estudos ndo apresentaram boa reprodutibilidade
(PROJAN; NESIN; DUNMAN, 2006; SCHAFFER et al., 2006; PROCTOR, 2012;
SCHENNINGS et al., 2012; SPELLBERG; DAUM, 2012).



A literatura faz referéncia as doencas infecciosas como sendo a terceira
causa de morte no mundo, isso porque a diversidade de doencas emergentes e
reemergentes, com potenciais diversos para a propagacao global encontra-se em
franca evolucdo como, por exemplo, os Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) (LIU, 2009; HIDRON et al., 2010; MONTGOMERY; DAVID;
DAUM, 2015).

A patogenicidade causada por S. aureus depende da expressdo de uma
ampla gama de proteinas bacterianas, além de toxinas associadas e secretadas
pela parede celular. Autores demonstraram que amostras resistentes apresentam
uma viruléncia maior quando comparadas a amostras sensiveis aos
antimicrobianos (INOUE et al., 2013).

Devido a alta capacidade de expressdo de fatores de viruléncia, varios
autores sugerem que o desenvolvimento de uma imunizacdo devera ser mais
direcionado para uma determinada cepa presente em uma regido do que para a
espécie S. aureus de uma maneira geral (PROCTOR, 2012). Mesmo sendo da
mesma espécie, esta bactéria apresenta diferencas quanto a expresséao de fatores
de viruléncia, uma vez que o0 aumento da expressdo dos mesmo ira variar com o
meio e a necessidade (SCHAUDER; BASSLER, 2001).

No que diz respeito ao numero de comorbidades associadas, autores
relatam que os pacientes com MRSA tinham significativamente mais comorbidades
que pacientes infectados com a cepa sensivel a meticilina. Além disso, a
necessidade de submissdo a cirurgia em pacientes infectados por amostras
bacterianas resistentes € maior, bem como a taxa de recorréncia das infec¢des
(INOUE et al., 2013). Sendo assim, no desenvolvimento de uma imunizagao, o fator
resisténcia deverd ser levado em consideracdo, pois como relatado, existem
diferencas quanto a viruléncia entre as espécies sensiveis e resistentes.

Assim, frente as crescentes preocupacfes com 0s gastos econdmicos na
area da saude, e do aumento das resisténcias aos antimicrobianos existentes,
estudos para o desenvolvimento de medidas imunoprofilaticas vém aumentando ao

longo dos anos (Figura 1).
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Figura 1. Namero de publicagdes anuais relacionadas ao desenvolvimento de imunizagBes contra
infeccdes por Staphylococcus aureus. A figura € baseada na busca realizada no Pubmed,

utilizando-se o termo "immunization Staphylococcus aureus”.

Autores apresentaram resultados promissores em seus trabalhos, porém,
muitos deles relatam que a dificuldade inicial a ser superada € a falta de
conhecimento integral da resposta inflamatéria contra a infeccdo por essa bactéria
gram-positiva (SPELLBERG; DAUM, 2012). Uma vez que o desenvolvimento
racional de uma imunizacao perpassa pelo conhecimento pleno da resposta imune
protetora e com isso, induzir de forma prévia esta resposta é o objetivo da
imunoprofilaxia.

Além disso, sabe-se que neutréfilos constituem a principal defesa celular
contra S. aureus, pois sédo capazes de liberar mediadores que vao promover a
amplificacdo da resposta inflamatéria, além da fagocitose (DELEO; DIEP; OTTO,
2009). Polimorfonucleares (PMN) ainda elaboram espécies reativas de oxigénio,
liberam conteddo dos granulos téxicos e redes de DNA, além da captacdo e
eliminacao do patégeno (HARRISON, C. J., 2009; NGUYEN et al., 2013).

Na infeccao cutanea por S. aureus, a formacédo de abscesso é fundamental
para a protecdo do individuo, bem como o aumento e recrutamento de neutréfilos
para o sitio de infeccdo (CHO et al., 2012). No entanto, 0s mecanismos que
regulam a sobrevivéncia de polimorfonucleares durante a evolucdo de um
abscesso nao estdo bem definidos (KIM, M. H. et al.,, 2011). Assim como a
imunidade contra Staphylococcus permanece obscura, necessitando de mais

estudos que auxiliem neste entendimento.



Durante a infeccdo por S. aureus, neutréfilos sé@o influenciados por fatores
quimiotaticos do hospedeiro tais como a interleucina 8 (IL-8, CXCL8), CXCL1,
proteina quimiotatica 2 de granuldcitos (GCP2, CXCL6) e fatores do sistema
complemento como o Cha. Foi demonstrado experimentalmente que S. aureus €
capaz de provocar a producdo de inUmeros fatores de quimiotaxia in vitro e in vivo
como, por exemplo, a interleucina 8 (STANDIFORD et al., 1994; SOELL et al.,
1995; YAO; LOWY; BERMAN, 1996; DELEO; DIEP; OTTO, 2009).

Relatos na literatura demonstram que pacientes idosos apresentam
diminuicdo na quantidade de PMN e desta forma ficam mais susceptiveis a
doencas estafilocdcicas invasivas na pele ou tecidos moles. A disseminacéo
bacteriana foi associada também a reducdes significativas de CXCL1, CXCL2
(MIP-2) e KC (IL-8 em camundongos) em resposta a MRSA (TSENG et al., 2012).

Estudos relacionam aspectos como neutropenia, neutréfilos afuncionais ou
defeitos na quimiotaxia, com um aumento na susceptibilidade das pessoas em
desenvolverem doencgas provocadas por S. aureus (CHO et al.,, 2012). Este
patégeno é ainda capaz de bloquear receptores de quimiocinas, como o receptor
para CXCL2 no local da infeccdo, evitando desta forma o recrutamento de PMN
(LAARMAN et al., 2012). Além disso, a fagocitose proporcionada por estas células
pode ser melhorada pela opsoniacdo mediada por anticorpos e complemento,
porém este fato ndo esta bem esclarecido (HARRISON, C. J., 2009; NARITA et al.,
2010). Contudo, observando este dado, uma sensibilizacdo prévia a infec¢do por
essas bactérias, com a geracdo anticorpos opsonizadores, pode contribuir para
uma resposta mais eficaz via PMN, sendo que neutréfilos podem ser a chave para
o desenvolvimento de uma imunizagdo contra este patogeno (HARRISON, C. J.,
2009).

No contexto da fagocitose, macréfagos desempenham um papel chave na
regulacdo de respostas imunes protetoras, orientando as respostas imunes inata e
adaptativa (CHAWLA; NGUYEN; GOH, 2011; SHI; PAMER, 2011). Em estagios
iniciais de invasdo microbiana ou de injurias teciduais, macrofagos defendem a
homeostase local iniciando uma complexa série de eventos celulares e
bioquimicos. Esses ajustes patofisioldgicos sdo mediados por uma extensa
variedade de moléculas comunicantes, eicosanoides, intermediarios reativos de
oxigénio e, sobretudo, citocinas (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005; ASAI et al.,
2010).



Pouco se sabe sobre os mecanismos empregados pela imunidade
adaptativa frente a infeccdo por S. aureus. Alguns autores acreditam que a indugéo
de células T e células B, via imunizacao, ja é suficiente para gerar uma protecéo
integral (BEKEREDJIAN-DING et al., 2007).

Segundo Proctor, 2012, antigenos especificos para células Thl7 podem
ajudar na melhoria do desempenho de neutréfilos, com a geracdo de anticorpos
ideais para a opsonizacdo de cepas estafilococicas. As células Thl7 estédo
atualmente sendo muito estudadas na geracdo de protecédo frente a infecgdes,
sobretudo com a producdo de Interleucina 17 via células T CD4* em modelos
murinos. No entanto, os requisitos para a diferenciacdo e as propriedades das
células Thl7 humanas e em modelos animais induzidas por patdégenos
permanecem pouco entendidos (VAN DE VEERDONK et al., 2009).

Encontrar antigenos que gerem protecdo € importante, porém, a busca pela
compreensdao de como neutralizar a expressao de fatores de viruléncia é

fundamental.

2.4. Rota de imunizacdes e Modelos animais

Modelos animais tentam simular ao maximo o que acontece durante a
infeccdo e as abordagens sdo estimadas tais como ocorreriam em humanos.
Porém, além da espécie e da anatomia, modelos murinos apresentam
caracteristicas que os diferenciam do humano quanto ao padrédo de resposta frente
a uma infeccdo. No entanto, a utilizacado de diferentes modelos pode aumentar o
conhecimento sobre os fatores decisivos no controle da infec¢cdo (SEOK et al.,
2013).

Dentre o0s modelos murinos, autores relatam como importante, a
caracteristica de susceptibilidade a infeccdo apresentada, por exemplo, pela
linhagem A/j quando comparada a linhagem C57BI/6. Estudos anteriores
demonstraram que a resisténcia a infeccdo neste modelo, é regulada
principalmente pelo locus Hc no cromossomo 2 do animal. Mesmo apos uma
imunizagdo com consequente desafio, esses dois modelos ainda apresentaram
diferencas quanto a susceptibilidade em outros modelos de infeccdo com Listeria

monocytogenes (CZUPRYNSKI; FAITH; STEINBERG, 2003).



Na literatura, estdo presentes trabalhos que demonstram que a
caracteristica de resisténcia do camundongo C57BIl/6 esta relacionada ao fato
deste modelo apresentar um perfil de resposta imunologica mais Thl. Ou seja, com
uma alta producdo de INF-y, citocina fundamental para a atividade bactericida
devido a sua grande caracteristica pro-inflamatéria (SACKS; NOBEN-TRAUTH,
2002). Além deste, foi observado que camundongos A/j apresentaram resposta Thz
exacerbada concomitantemente com aumento no numero de células Th17. A IL-17
em modelos de infeccdo, esta diretamente relacionada a quimioatracdo de
neutrofilos. Estes, sdo descritos na literatura como a principal célula no controle da
infecgdo por S. aureus (LIN et al.,, 2009; NARITA et al., 2010). Desta forma, a
utilizacdo destes dois modelos se torna interessante para a comparacdo de
respostas imunes diferentes frente a uma infeccdo. Além disso, a rota utilizada para
a imunizacdo podera influenciar na resposta imunoldgica, seja ela celular ou via
producédo de anticorpos.

Dentre os varios objetivos de uma vacina, a capacidade de desencadear a
interacdo de varias células do sistema imunitario tal como uma resposta imune
normal é fundamental para a geracdo de protecao frente a uma infec¢cdo (DENIS;
ALAIN; PLOY, 2007). Assim, é necessario apresentar os antigenos em um sitio
anatémico onde este entrard em contato com células do sistema imune, e que este
sitio represente a infeccdo tal como ela ocorre em situagdes de normais de entrada
no organismo.

A rota de imunizacdo €, portanto, essencial para o resultado da medida
imunoprofilatica. Dentre elas, as inje¢des intramuscular e subcutanea sdo as mais
populares. Antigenos injetados por via intramuscular podem formar persistentes
precipitados que sao dissolvidos e absorvidos de forma relativamente lenta
(DENIS; ALAIN; PLOY, 2007). Superantigenos estafilococicos, como a
Enterotoxina B, foram avaliados como agentes imunizadores pela via intramuscular
e foi observada a geracdo de protecédo contra infec¢cdes nasais causadas por este
patbgeno em modelos murinos (LOWELL et al., 1996). No nosso trabalho, foi
utilizada a via intradérmica por ter apresentado bons resultados quando realizadas
sucessivas imunizacdes, apresentando respostas mediadas por anticorpos
(TAKAHASHI et al., 2013). Aléem de simular de maneira mais precisa a infecgéo

gue ocorre em humanos por este patégeno (ASAI et al., 2010).



A pele, especialmente a sua camada epidérmica, € um ambiente
imunologico acessivel e um alvo atrativo para a entrega de imundgenos. A
imunizacao pela mucosa é uma outra estratégia: a sua logica € importante porque
0S organismos invadem o corpo através de superficies mucosas, sobretudo com a
geracdo de anticorpos da classe IgA, porém, o desenvolvimento de tolerancia
imunologica é um ponto limitador deste modelo (STILES et al.,, 2001; ARLIAN;
TINKER, 2011).

Modelos animais podem ser utilizados ainda, para desenvolver protocolos
que permitam uma observacdo do perfil de infiltrado celular ap6s um possivel
desafio, quando imunizados previamente. Dentre estes modelos de observacéo,
temos o bolsdo de ar. O modelo de bolséo trata-se de um espaco de facil acesso
que pode ser produzido no tecido subcutaneo dorsal do camundongo, com uma
injecdo de um pequeno volume de ar. Este modelo tem se mostrado eficaz em
estudos de observacédo da quimioatracdo celular para o sitio inflamatorio induzido
por infeccbes (EDWARDS; SEDGWICK; WILLOUGHBY, 1981). Logo, por ser um
modelo de avaliacdo de inflamacdo, pode contribuir para o entendimento das
respostas iniciais geradas na infeccao por S. aureus em camundongos previamente

imunizados.
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3. OBJETIVOS

Avaliacdo da atuacdo de determinados componentes imunolégicos em
camundongos das linhagens C57BI/6 e A/j imunizados com amostra de MRSA
inativadas por calor e posteriormente desafiados com a mesma amostra de MRSA

nao inativada.
3.1. Objetivos especificos

e Estudar mecanismos envolvidos na imunidade contra S. aureus;

e Realizar quantificacbes de células inflamatérias em diferentes sitios
anatomicos;

e Avaliar o padrao de depuracéo bacteriana nas duas diferentes linhagens;

e Avaliar a producédo de anticorpos no sitio inflamatério e no soro dos animais

imunizados;
e Realizar quantificacdes de citocinas pro-inflamatérias e IL-17A no bolsdo

inflamatorio.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencdo da amostra MRSA

A amostra de MRSA 43300 foram obtidas da colecdo do Instituto de
Ciéncias Biomédicas (ICB) da Universidade de Sao Paulo, cedidas pelo Professor
Doutor Lucas Miranda Marques.

As amostras foram armazenadas em freezer a - 80°C. No momento da
cultura as amostras foram descongeladas em temperatura ambiente e semeadas
em meio BHI (Brain Heart Infusion, pH7.4, HIMEDIA) e levadas a estufa por 24
horas a 37°C.

As provas bioquimicas de identificacdo para S. aureus foram realizadas para
confirmacéo da amostra, como catalase, coagulase e a técnica do gram. A amostra
positivou para todas essas andlises, além do teste de sensibilidade a meticilina

realizado anteriormente.

4.2. Determinacdo do tamanho do in6culo bacteriano e inativagcdo por

calor

A determinacdo da carga bacteriana inoculada nos animais se deu por
espectrofotometria. O inéculo foi realizado por meio da suspenséo direta, realizada
no fluxo laminar previamente esterilizado, retirando-se 3 a 5 col6nias das placas de
culturas e diluindo-as em 1 ml de salina estéril. Posteriormente, uma aliquota da
solucédo foi colocada em cubetas de quartzo para leitura no espectrofotdmetro.
Neste momento, foram observados alguns parametros: 0,135 de absorbancia a 660
nm (0,5 na escala McFarland, equivalente a 1,5x108 UFC/mL), para a obtencédo da
quantidade de 108 UFC de S. aureus.

Apos a quantificacao, foi realizada uma diluicdo seriada (100 microlitros da
solucdo em 900 microlitros de salina) para a obtencdo de 10® UFC, quantidade
essa que foi a inoculada nos animais a serem imunizados. Para a sensibilizacao
dos animais, a amostra bacteriana foi inativada por calor (“Heat Killed”, 60°C por

30 minutos) antes de serem utilizadas nas imunizagoes.
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4.3. Animais

Foram utilizados para os experimentos 72 camundongos C57Bl/6 e 72
camundongos A/J, obtidos do biotério da Universidade Federal da Bahia, Instituto
Multidisciplinar em Saude - Campus Anisio Teixeira (UFBA/IMS-CAT), com seis a
oito semanas de idade. Foram mantidos em salas climatizadas e com fotoperiodo
regulado no biotério da UFBA/IMS-CAT por todo periodo de experimentacao.

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do IMS-CAT da UFBA (Anexo ).

4.4. Imunizacdo intradérmica com amostra inativada de MRSA -

Formacé&o dos grupos

O experimento ocorreu de forma semelhante e independente nas diferentes
linhagens de camundongos. Desta forma, os animais foram divididos em dois
grupos: imunizados e controles, com 36 animais em cada grupo.

Os camundongos foram anestesiados intraperitonealmente com 50 mg/kg de
guetamina e 10 mg/Kg de Xilazina, para realizacdo das imunizac¢des intradérmicas

na orelha esquerda.

4.5. Imunizacgao

No total, foram trés imunizacdes. A sensibilizacdo foi com amostra MRSA ja
inativadas pelo calor (Grupo 1), na quantidade de 10° presentes em um volume de
10 microlitros (ul). O intervalo entre as imuniza¢des foi de 14 dias. Os animais

controle receberam o mesmo volume de salina estéril (Grupo 2).

4.6. Formacao de novos grupos para o desafio

O desafio dos animais foi no modelo de bolséo inflamatorio e ocorreu 14 dias
apos a ultima imunizacdo. Neste momento, os animais imunizados formaram dois
novos grupos: animais desafiados com amostra viva de MRSA (Grupo 3, n = 18) e
0s animais imunizados desafiados com salina (Grupo 4, n = 18), em cada um dos

tempos analisados.
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O mesmo ocorreu com 0s animais que receberam salina na orelha esquerda,
onde parte deste grupo foi desafiados com amostra viva de MRSA (Grupo 5, n = 18)

e 0 respectivo controle desafiados com salina (Grupo 6, n = 18); (Figura 2).

Controles

( Salina)
({ Grupo 2)

Imunizados

( Heat Killed)
( Grupo 1)

Salina
( Grupo 6)

MRSA Salina
( Grupo 3) ( Grupo 4)

Figura 2: Desenho experimental - Camundongos C57BI/6 e Alj previamente imunizados com 106
de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no
bolsdo de ar com a quantidade de 107 UFC de amostras de MRSA vivas. Apés o desafio, os animais

foram eutanasiados nos tempos de 6, 12 e 24 horas, para posterior analise.

4.7. Desafio no modelo de bolséo inflamatério

A confecgdo do bolsdo de ar foi realizada como descrito por Edwards JC et
al, 1981, com adaptacdes segundo a literatura (TEIXEIRA et al., 2005). Inicialmente
0s animais, foram anestesiados intraperitonealmente com 50 mg/kg de quetamina e
10 mg/Kg de Xilazina, e receberam indculo de 3 ml de ar estéril.

Os grupos 3 e 5 receberam 107 UFC de MRSA ressuspensos em 100
microlitros de salina. Os respectivos controles receberam o mesmo volume de
salina (grupos 4 e 6). Posteriormente, nos tempos de 6, 12 e 24 horas, 0s animais

foram eutanasiados (n=6/grupo/tempo).
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Desta forma, apés os tratamentos nos camundongos C57BI/6 e A/j, foram
formados grupos de animais imunizados com a amostra inativada e desafiados
com a amostra viva no bolsdo de ar (Heat Killed/MRSA), animais imunizados com
a amostra inativada e que receberam salina no bolsdo de ar (Heat killed/ Salina),
animais que receberam salina na orelha esquerda e desafiados com a amostra viva
no bolsdo (Salina/ MRSA) e, por fim, animais que receberam salina na orelha
esquerda e desafiados com salina no bolsao (Salina/ Salina).

A eutandsia dos animais foi realizada através de aprofundamento anestésico,
com a administracdo de quetamina e xilazina, nas doses de 400mg/kg e 40mg/kg,

respectivamente, por via intraperitoneal.

4.8. Obtencdes de fluidos biolégicos

O sangue foi coletado para contagens total e diferencial de leucdcitos e
obtencdo do soro para quantificacdo de anticorpos IgG. Esfregacos sanguineos
foram confeccionados, corados por pandético rapido e avaliados por microscopia de
luz.

Vinte microlitros de sangue foram coletados para a diluicdo em 380
microlitros de azul de Turkey (Newprov, Produtos para Laboratdrio) e a contagem
total de células foi realizada em camara de Neubauer (Optik Labor). O restante do
sangue, foi centrifugado (1500 rpm por 10 minutos) para a obtencdo do soro, que
foi armazenado a - 20°C dentro de microtubos de 1ml para avaliacdo da producédo
de anticorpos IgG, bem como, de citocinas pela técnica de ELISA (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay, BD Biosciences).

4.9. Quantificacao de citocinas inflamatérias no baco e medula

Uma placa de ELISA com 96 pocos foi sensibilizada com 9,6 ml do anticorpo
de captura (100 pl/poco) especifico para uma determinada citocina, que poderia ser
TNF-a, IL-1B, IL-17A, INF-y ou IL-4, incubada overnight a 4°C. No dia seguinte, a
placa foi lavada com 50 ml PBS Tween (InvitrogenTM) para retirar os anticorpos
livres e bloqueada por 2 horas com 200 microlitros por poco de diluente de ensaio
1x (Assay Diluent, BD Biosciences). Em seguida, as placas foram lavadas mais

uma vez e foram adicionadas as amostras (100 pl/pogo) do baco, ou medula
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(macerados em salina e coletado o sobrenadante) e incubados overnight a 4°C.
Posteriormente, as placas foram lavadas e nela adicionados os anticorpos de
deteccdo (100 pl/pogo) por 1 hora. Os pogos foram novamente lavados e foi
adicionado o anticorpo secundério conjugado livre (100 pl/po¢o). Uma solugéo de
Tetrametilbenzidina (TMB) foi adicionada aos poc¢os (100 ul/poco) e foi observado o
padrdo de mudanca de coloracdo. A solucdo de parada da reacdo foi adicionada
em cada placa (50 pl/pogco) e a intensidade da cor foi medida em um leitor

automatico de placas (ThermoPlate) a 450 nanémetros.

4.10. Obtencéo de células do sitio inflamatério

O lavado do bolséo foi realizado com 5 ml de salina estéril apirogénica a 4°C
e armazenado em tubos de 15 ml, que foram acondicionados em gelo. As células
em suspensédo foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos a 4°C, e o pellet
com células foi ressuspendido em 1ml de meio RPMI (Roswell Park Memorial
Institute, InvitrogenTM). A contagem de células totais foi realizada em camera de
Neubauer. A contagem diferencial das células foi realizada pela técnica de citospin
em laminas coradas por panético e analisadas por microscopia. O restante do
lavado foi armazenado a -80°C para posterior quantificacdo de citocinas

inflamatorias presentes e anticorpos IgG.

4.11. Determinagé&o da carga bacteriana

Apoés o lavado do bolséo, foram cultivados 5 microlitros de cada lavado em
placas de BHI (Brain Heart Infusion, pH7.4, HIMEDIA) e levadas a estufa por 24
horas a 37°C. A técnica utilizada para o semeio foi o pour plate, facilitando assim a
qguantificacdo do numero de colbnias formadas apdés o tempo de cultura. A
quantificacdo das UFC foi realizada com o auxilio de um contador de colénias (CP-
600 Plus, Phoenix).

4.12. Quantificag&o de citocinas inflamatorias no lavado do bolséo

Uma placa de ELISA com 96 pocos foi sensibilizada com 9,6 ml do anticorpo

de captura (100 pl/poco) especifico para uma determinada citocina, que poderia ser
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TNF-a, IL-18, IL-17A, INF-y ou IL-4, incubada Overnight a 4°C. No dia seguinte, a
placa foi lavada com 50 ml PBS Tween (InvitrogenTM) para retirar os anticorpos
livres e bloqueada por 2 horas com 200 microlitros por poco de diluente de ensaio
1x (Assay Diluent, BD Biosciences). Em seguida, as placas foram lavadas mais
uma vez e foram adicionadas as amostras do lavado, 100 microlitros por poco,
onde estavam presentes 0s antigenos que se ligaram aos anticorpos fixados nas
placas e novamente, incubados overnight a 4°C. Posteriormente, as placas foram
lavadas e nela adicionados os anticorpos de deteccao (100 pl/poco) por 1 hora. Os
pocos foram novamente lavados e foi adicionado o anticorpo secundario conjugado
livre (100 pl/poco). Uma solucdo de Tetrametilbenzidina (TMB) foi adicionada aos
pocos (100 ul/poco) e foi observado o padrédo de mudanca de coloragdo. A solugéo
de parada da reacao foi adicionada em cada placa (50 ul/pocgo) e a intensidade da

cor foi medida em um leitor automatico de placas (ThermoPlate) a 450 nm.

4.13. Quantificacdo de IgG1 e IgG2a no soro e no lavado do bolsao

Trés a cinco colonias da bactéria foram solubilizadas em 10 ml de NaOH e
inativadas em banho-maria por 30 minutos a 60°C. Apdés o resfriamento, a solucéo
foi centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e a
bactéria foi ressuspendida em 10 ml de tampéao (Coating Buffer, BD Biosciences).
Esta solucédo foi utilizada para sensibilizagdo de uma placa com 96 pocos, no
volume de 100 microlitros por po¢o. Em seguida, a placa foi mantida a temperatura
ambiente por 24 horas.

No dia seguinte, a placa foi lavada com PBS Tween (InvitrogenTM), e
bloqueada por 2 horas com 200 microlitros por poco de diluente de ensaio 1x
( Assay Diluent, BD Biosciences). Apés o tempo de bloqueio, as placas foram
novamente lavadas e em seguida foram plaqueadas as amostras do soro diluido
(2:50) no volume de 100 microlitros por poco e mantida a temperatura ambiente por
1 hora, o lavado néo foi diluido e plagueado na respectiva placa também no volume
de 100 microlitros por poc¢o. Apos mais uma lavagem da placa, foram adicionados
os anticorpos IgG1l e IgG2a anti-lgG1l ou anti-lgG2a (InvitrogenTM), mantidos a
temperatura ambiente por 1 hora.

Os pocos foram novamente lavados e foi adicionado o anticorpo secundario
conjugado livre (BD Biosciences) por 1 hora. Apos lavar os pog¢os, uma solugéo de
Tetrametilbenzidina (BD Biosciences) foi adicionada aos pocos e foi observado o
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padrdao de mudanca de coloracdo. A solucdo de parada da reacdo foi adicionada
(50 pl/poco) e a intensidade da cor foi medida em um leitor de placas
(ThermoPlate) a 450nm.

4.14. Obtencédo de amostras da pele e exsudato inflamatorio

Amostras de pele do bolsdo foram coletadas e fixadas em formol a 10%
(Impex, Labimpex). Foram realizados cortes histoldégicos transversais de 5
micrémetros em blocos parafinizados. As laminas histologicas foram coradas por
Hematoxilina e Eosina e avaliadas por microscopia de luz. Foi utilizado o software

gratuito de codigo aberto, chamado ImageJ, para fazer a contagem das células.

4.15. Andlises estatisticas

Na analise estatistica dos experimentos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis
através do programa GraphPadPrism (versdo 5.0, Programa GraphPad Inc., San
Diego, CA, USA) com pos teste de Dunns. Para os demais desfechos, na
comparacao entre as linhagens foi utilizado o teste Mann-Whitney para realizar as
comparacdes entre os grupos. Sendo considerada diferenca significativa quando

p<0,05, com intervalo de confianga de 95%.
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Contagem total de leucocitos

5. RESULTADOS
5.1 Desafio com S. aureus néo causa leucocitose no sangue periférico

Para avaliar se o0 modelo do bolsdo de ar em camundongos imunizados
intradermicamente poderia induzir alteragcdes quantitativas nos leucécitos no
sangue periférico, este tecido conjuntivo foi coletado de todos os animais nos
tempos da eutanasia. Desta forma, como observado na figura 3, dados obtidos
durante a contencéo dos animais demonstram que, nos tempos avaliados, animais
infectados e seus respectivos controles ndo apresentam leucocitose apdés o
desafio. No entanto, camundongos C57BI/6 imunizados e desafiados com MRSA

apresentam um numero de leucdcitos maior que os animais AJj.

no sangue periferico (x1 0°/mi)
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Figura 3: Contagem total de leucocitos no sangue periférico (x 105ml) - Camundongos C57BI/6
e AJj previamente imunizados com 10° de amostras de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bolsdo de ar com a quantidade de 107
UFC de amostras MRSA vivas. Apos o desafio, os animais foram eutanasiados nos tempos de 6, 12
e 24 horas. Os animais tiveram 0 sangue coletado e quantificado quanto ao numero total de
leucocitos presentes utilizando camara de Neubauer (n=6); (MRSA: Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus; HK = Heat Killed);(*p<0,05).
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5.2. Animais imunizados apresentam neutrofilia no sangue periférico

Com o objetivo de avaliar as quantidades relativas dos diferentes tipos de
leucdcitos no sangue periférico, apds o desafio, foi realizada uma contagem
diferencial dos leucécitos por meio de microscopia de luz. A figura 4 representa os
principais tipos celulares observados durante as andlises feitas nas laminas. Assim
sendo, é possivel perceber que ocorreram diferencas quantitativas no numero de

polimorfonucleares nos animais desafiados com S. aureus.
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Figura 4: Contagem diferencial de Neutréfilos no sangue periférico (x105/ml) - Camundongos
C57BI/6 e Alj previamente imunizados com 106 de amostrass de Staphylococcus aureus resistentes
a meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bols@o de ar com a quantidade de 107
UFC de amostras MRSA vivas. Apos o desafio, 0os animais foram eutanasiados nos tempos de 6, 12
e 24 horas. Amostras de sangue foram coletadas, esfregacos sanguineos confeccionados e a
contagem diferencial de neutrdfilos realizada por microscopia utilizando a camara de Neubauer
(n=6); (MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; HK = Heat Killed);(*p<0,05).

Em relacdo as demais populacdes de leucécitos, ndo foram observadas

diferencas entre mononucleares nos grupos analisados (Figura 5).
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Figura 5: Contagem diferencial de Mondcitos e Linfécitos no sangue periférico (x10%/ml) -
Camundongos C57BI/6 e Alj previamente imunizados com 10® de amostras de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bolséo de ar com a
guantidade de 107 UFC de amostras MRSA vivas. Apos o desafio, os animais foram eutanasiados
nos tempos de 6, 12 e 24 horas. Amostras de sangue foram coletadas, esfregacos sanguineos
confeccionados e a contagem diferencial de neutréfilos realizada por microscopia utilizando a
camara de Neubauer (n=6); (MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; HK = Heat Killed)
;(*p<0,05).
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5.3. Animais imunizados intrademicamente apresentam uma menor
inflamacado na derme do bolsé&o inflamatorio

No intuito de avaliar o infiltrado celular presente na derme que recobre o
bolséo inflamatério nos animais imunizados intradermicamente e desafiados com
MRSA, a pele do dorso do animal foi coletada e processada para a confeccdo de
laminas histopatolégicas. No nosso modelo foram observadas as quantidades e as
populacdes celulares presentes no local, pela contagem diferencial. A figura 6

esquematiza como ficaram as laminas de todos os grupos analisados.

Figura 6: Laminas representativas do recrutamento leucocitario na derme do bolséo

inflamatério — Camundongos C57BI/6 previamente imunizados com 108 de amostras de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no
bolsdo de ar com a quantidade de 107 UFC de amostras MRSA vivas. Apos o desafio, os animais
foram eutanasiados nos tempos de 6, 12 e 24 horas. Os animais tiveram a pele do bolsédo coletada
e confeccionadas laminas histopatoldgicas que foram analisadas por microscopia de luz (n==6);
(MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; HK = Heat Killed).
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Foram realizadas as contagens totais e diferenciais do infiltrado celular na
derme dos animais C57BI/6 para o perfil celular do infiltrado inflamatério no sitio do
desafio nos grupos. A figura 7 demonstra que animais desafiados com MRSA
apresentaram intenso infiltrado na pele que recobre o bolséo, entretanto quando
previamente imunizados, esse infiltrado se mostra menor quanto ao numero de
células em todos os tempos analisados.

Com o objetivo de analisar de forma relativa a presenca das células
inflamatdrias, polimorfonucleares e mononucleares foram quantificados em todas

as laminas e representados na figura 8.
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Figura 7: Recrutamento leucocitario na derme do bols&o inflamatério (/mm?2) — Camundongos
C57BI/6 previamente imunizados com 10%° de amostras de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bolsdo de ar com a quantidade de 107
UFC de amostras MRSA vivas. Ap6s o desafio, os animais foram eutanasiados nos tempos de 6, 12
e 24 horas. Os animais tiveram a pele do bolsdo coletada e confeccionadas laminas
histopatolégicas que foram analisadas por microscopia de luz (n=6); ( MRSA: Methicillin-resistant

Staphylococcus aureus; HK = Heat Killed);(*p<0,05).

Como é possivel analisar, polimorfonucleares sdo 0s principais tipos
celulares presentes na derme dos animais desafiados com S. aureus, sendo que
da mesma forma que o infiltrado total, essas células também estdo em menores
propor¢cdes em animais previamente imunizados (Figura 8). Em relacdo aos

mononucleares, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 8: Contagem diferencial do recrutamento leucocitario na derme do bolsao inflamatério
— Camundongos C57BI/6 previamente imunizados com 10¢ de amostras de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bolsédo de ar com a
guantidade de 107 UFC de amostras MRSA vivas. ApoOs o desafio, os animais foram eutanasiados
nos tempos de 6, 12 e 24 horas. Os animais tiveram a pele do bolsdo coletada e confeccionadas
laminas histopatolégicas que foram analisadas por microscopia de luz quanto a contagem total
diferencial de polimorfonucleares (A) e mononucleares (B) (n=6); (MRSA: Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus; HK = Heat Killed);(*p<0,05).

5.4. Animais imunizados apresentam um menor recrutamento celular

no sitio inflamatério

No intuito de avaliar quais as possiveis diferencas no quantitativo celular
presente no ambiente inflamatério, o lavado do bolsdo foi realizado. Na figura 9
podemos perceber que animais desafiados com S. aureus apresentam
recrutamento de células inflamatérias maior no bolsdo de ar. Este infiltrado
leucocitario em resposta ao desafio foi avaliado também nos tempos de 6, 12 e 24
horas apds o desafio. Nestes tempos analisados, de maneira interessante, animais
C57BI/6 previamente imunizados apresentam um recrutamento precoce de células
inflamatorias e esse numero é mantido por quase todo o tempo analisado. Nesta
mesma linhagem, animais n&do imunizados apresentaram uma elevacéo

quantitativa mais tardia.
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Figura 9: Contagem total de leuc6citos no lavado do bols&o (x10%/ml) - Camundongos C57BI/6
e AJj previamente imunizados com 10° de amostras de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bolsdo de ar com a quantidade de 107
UFC de amostras MRSA vivas. Ap6s o desafio, os animais foram eutanasiados nos tempos de 6, 12
e 24 horas. Os animais tiveram o lavado do bolsdo coletado e quantificado quanto ao nimero total
de leucdcitos presentes pela cdmara de Neubauer (n=6); ( MRSA: Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus; HK = Heat Killed);(*p<0,05).

Animais A/j imunizados e seus controles ndo apresentaram diferencas no
perfil de recrutamento celular no ambiente inflamatério, além de quantitativamente
menor quando comparados numericamente com animais C57BI/6.

Pela técnica do citospin, é possivel quantificar a diferenca entre as
populacdes celulares presentes nos infiltrados de animais desafiados com S.
aureus e seus respectivos controles desafiados com salina. A Figura 10 mostra
uma imagem representativa dos animais C57BI/6, onde é possivel observar o

infiltrado de polimorfonucleares.
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Figura 10: Infiltrado leucocitario no bolsdo de ar - Camundongos C57BIl/6 previamente
imunizados com 10° de amostras de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA)
inativadas por calor, foram desafiados no bolsdo de ar com a quantidade de 107 UFC de amostras
MRSA vivas. Apés o desafio, os animais foram eutanasiados nos tempos de 6, 12 e 24 horas. Os
animais tiveram o lavado do bolsédo coletado, centrifugado e as células foram concentradas pela
técnica do citospin e avaliado por microscopia de luz. Imagem representativa dos diferentes grupos

avaliados ( A=Animais desafiados com salina; B=Animais desafiados com S. aureus).

A presenca de neutréfilos foi quantificada para avaliacdo da proporcao
relativa presente no ambiente inflamatorio nos diferentes grupos analisados, bem
como, nos dois tipos de linhagens estudados.

A figura 11 representa graficamente a quantificacdo de neutrofilos presentes
em todos os tempos analisados (6, 12 e 24 horas) ap6s o desafio nas linhagens de
camundongos C57BI/6 e Alj.
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Figura 11: Contagem diferencial de Neutréfilos no lavado do bols&o (x10%ml) - Camundongos
C57BI/6 e Alj previamente imunizados com 108 de amostras de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bolsdo de ar com a quantidade de 107
UFC de amostras MRSA vivas. Ap6s o desafio, os animais foram eutanasiados nos tempos de 6, 12
e 24 horas. Os animais tiveram o lavado do bolsédo coletado e pela técnica do citospin as células
foram concentradas em laminas e a contagem diferencial de neutréfilos realizada por microscopia
(n=6); (MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; HK = Heat Killed) ;(*p<0,05).

A linhagem de A/j acompanhada neste estudo ndo apresentou diferencas no
recrutamento neutrofilico nos grupos estudados, porém, essas células estdo em
propor¢cdes quantitativas menores quando comparadas a linhagem C57BIl/6. Na
figura 12, quando analisados o0os mononucleares observamos que ocorrem

proporcdes e elevacgdes similares aos dos neutrdéfilos, nos tempos analisados.
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Figura 12: Contagem diferencial de Macréfagos e Linfécitos no lavado do bolséo (x105ml) -
Camundongos C57BI/6 e Alj previamente imunizados com 10® de amostras de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bolsdo de ar com a
guantidade de 107 UFC de amostras MRSA vivas. ApoOs o desafio, os animais foram eutanasiados
nos tempos de 6, 12 e 24 horas. Os animais tiveram o lavado do bolséo coletado e pela técnica do
citospin as células foram concentradas em laminas e a contagem diferencial de macréfagos e
linfocitos realizada por microscopia de luz (n=6); (MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus; HK = Heat Killed);(*p<0,05).
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5.5. Animais C57BI/6 imunizados apresentam maior depuracéo
bacteriana no bolsé&o

Para analisar se a imunizacdo alteraria 0 padrdo de depuracdo bacteriana
apos o desafio, foram quantificadas as unidades formadoras de colénias (UFC) nas
duas linhagens. De maneira representativa, a figura 13 demonstra o
comportamento do crescimento bacteriano em placas de cultura com amostras

obtidas nos diferentes grupos apds 24 horas de cultivo.

HK/Salina HKIMRSA

Figura 13: Representacdo das culturas de Staphylococcus aureus presentes no lavado do
bolsdo de ar - Camundongos C57BIl/6 previamente imunizados com 108 de amostras de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no
bolsdo de ar com a quantidade de 107 UFC de amostras MRSA vivas. Apos o desafio, os animais
foram eutanasiados nos tempos de 6, 12 e 24 horas. Os animais tiveram o lavado do bolsdo
coletado e foram cultivados em meio BHI (brain heart infusion). As UFCs foram quantificadas apos

24 horas de cultivo (n=6); (MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; HK = Heat Killed).
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Com as informac0des obtidas pelas placas de culturas, foi possivel quantificar
as UFCs presentes, sendo esquematizada em forma de gréficos na figura 14. Foi
observado que ocorreram dados inversos nas diferentes linhagens analisadas,
sendo que camundongos C57BIl/6 previamente imunizados apresentaram uma
menor formacdo de UFC nos diferentes tempos analisados quando comparados

com animais da mesma linhagem n&o imunizados previamente.
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Figura 14: Carga bacteriana de Staphylococcus aureus no bolsdo de ar (UFC x 10° /ml) -
Camundongos C57BI/6 e Alj previamente imunizados com 108 de amostras de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bolsdo de ar com a
guantidade de 107 UFC de amostras MRSA vivas. ApOs o desafio, os animais foram eutanasiados
nos tempos de 6, 12 e 24 horas. Os animais tiveram o lavado do bolsdo coletado e foram cultivados
em meio BHI (brain heart infusion). As UFCs foram quantificadas apos 24 horas de cultivo (n=6);

(MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; HK = Heat Killed);(*p<0,05).
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Camundongos A/j apresentam flutuacdes quantitativas com relacdo a carga
bacteriana nos tempos analisados. No tempo de 6 horas, animais imunizados
seguiram o mesmo padrdo da linhagem C57BI/6, porém os camundongos Alj
apresentam variagdes nos tempos seguintes, ocorrendo uma inversao quantitativa
entre imunizados e seus controles. Por fim, apds 24 horas animais B6 imunizados

apresentaram depuracao bacteriana maior que animais A/j imunizados.

5.6. A imunizacao induz elevacéo de anticorpos IgG2a no soro dos
animais C57BI/6

Com o objetivo de avaliar se a depuracdo bacteriana estd relacionada a
producdo de anticorpos, foram quantificados pela técnica de ELISA anticorpos da
classe 1gG no soro e no lavado do bolséo de ar.

A figura 15 mostra que a imunizacdo promove um aumento nos titulos de
anticorpos lgG2a no soro dos animais C57BI/6. Apesar das flutuacdes dos valores
nos tempos analisados, € possivel observar maiores valores para 0s camundongos
previamente imunizados.

Porém, animais A/j imunizados ndo apresentaram elevacfes nos titulos de
anticorpos analisados em nenhum dos tempos de 6 horas, 12 horas e 24 horas,

como ocorrido com camundongos B6.
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Figura 15: ConcentracBes séricas de anticorpos IgG2a (Densidade Optica) - Camundongos
C57BI/6 previamente imunizados com 10% de amostras de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bolsdo de ar com a quantidade de 107
UFC de amostras MRSA vivas. Ap6s o desafio, os animais foram eutanasiados nos tempos de 6, 12
e 24 horas. Os animais tiveram 0 sangue coletado para a obtencdo do soro. Posteriormente, as
concentracdes séricas de 1gG2a foram determinadas pela técnica de ELISA (n=6); (MRSA:

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; HK = Heat Killed);(*p<0,05).

Quando comparados, animais imunizados B6 e A/j é possivel perceber que
ocorrem diferencas significativas entre as linhagens. Uma vez que, animais
C57BIl/6 imunizados apresentam maiores titulos de anticorpos IgG2a que a

linhagem A/j imunizada.
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Para analisar a concentracao de anticorpos no local do desafio o lavado foi
avaliado. Foi observada a presenca de anticorpos IgG1 neste local, sem diferencas
marcantes entre 0s grupos, nas duas linhagens. Porém, ocorreu uma diminui¢do na

quantidade destes anticorpos apos 24 horas do desafio (Figura 16).
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Figura 16: Concentracdes de anticorpos IgG1 no lavado (Densidade Optica) - Camundongos
C57BI/6 previamente imunizados com 10%° de amostras de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bolsdo de ar com a quantidade de 107
UFC de amostras MRSA vivas. Ap6s o desafio, os animais foram eutanasiados nos tempos de 6, 12
e 24 horas. Os animais tiveram o lavado do bolsdo coletado. Posteriormente, as concentracées no
lavado de IgG1l foram determinadas pela técnica de ELISA (n=6); (MRSA: Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus; HK = Heat Killed);(*p<0,05).
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IL-17A (pg/ml)

5.7. Animais C57BI/6 imunizados produzem IL-17A no sitio inflamatorio

apos o desafio

No intuito de avaliar se apés o desafio os animais imunizados produziram IL-
17A o lavado do ambiente inflamatorio foi coletado e pela técnica de ELISA foi
determinada a quantidade desta citocina no material coletado. Sendo assim, foi
observado que apos 24 horas do desafio, animais B6 imunizados apresentaram

elevacOes significativas de IL-17A quando comparados a B6 ndo imunizados e

desafiados (Figura 17).
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Figura 17: Quantificacdo de IL-17A no ambiente inflamatdrio (pg/ml) — Camundongos C57BI/6 e
Alj previamente imunizados com 108 de amostras de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bolsdo de ar com a quantidade de 107 UFC de
amostras MRSA vivas. Ap6s o desafio, os animais foram eutanasiados nos tempos de 6, 12 e 24
horas. Os animais tiveram o lavado do bolsdo coletado e avaliado pela técnica de ELISA quanto a

presenca de IL-17A (n=6); (MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; HK = Heat Killed);
(*p<0,05).

Entretanto, nos animais A/j as elevacdes das quantidades de IL-17A n&o

foram significativas entre os grupos nos tempos analisados.
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Figura 18: Quantificacdo de IL-1B8 e TNF-a presentes no ambiente inflamatério (pg/ml)—
Camundongos C57BI/6 previamente imunizados com 108 de amostras de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bolsédo de ar com a
guantidade de 107 UFC de amostras MRSA vivas. ApoOs o desafio, os animais foram eutanasiados
nos tempos de 6, 12 e 24 horas. Os animais tiveram o lavado do bolsdo, bago e medula coletados e
avaliados pela técnica de ELISA quanto a presenga das citocinas IL-18 e TNF-a (n=6); (MRSA:
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; HK = Heat Killed);(*p<0,05).

A andlise das citocinas pré-inflamatoérias IL-13 e TNF-a pela mesma técnica
demonstrou ndo haver diferencas entre os grupos, bem como entre as linhagens

nos tempos analisados (Figura 18).

5.8. Animais imunizados e desafiados com S. aureus nao apresentam
alteragOes nas citocinas analisadas no lavado no bolsé&o de ar, medula

e baco

Com o objetivo de avaliar se a imunizagcdo promove uma elevagdo das

principais citocinas apos o desafio, as amostras obtidas do lavado, medula e do
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baco foram analisadas pela técnica de ELISA para a quantificacdo destas citocinas.
Sendo assim, foi possivel perceber que mesmo apds o desafio com a bactéria, ndo

ocorreram alteragdes significativas destas citocinas nestes sitios corporeos (Figura

19).
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Figura 19: Quantificacdo de citocinas em diferentes sitios corpéreos no camundongo C57BI/6

(pg/ml) — Camundongos C57BI/6 previamente imunizados com 108 de amostras de Staphylococcus

aureus resistentes a meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bolsdo de ar com a

guantidade de 107 UFC de amostras MRSA vivas. Ap6s o desafio, os animais foram eutanasiados

nos tempos de 6, 12 e 24 horas. Os animais tiveram o lavado do bolsédo, bagco e medula coletados e

avaliados pela técnica de ELISA quanto a presenca das citocinas IFN-Y e IL-4 (n=6); (MRSA:

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; HK = Heat Killed);(*p<0,05).
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6. DISCUSSAO

Em processos infecciosos, a geracdo de uma resposta protetora adequada é
0 principal aspecto que ira distinguir se o hospedeiro ira progredir para cura ou
desenvolver a doencga. A busca por uma imunidade protetora contra S. aureus vem
sendo amplamente estudada, desta forma, o presente trabalho mostrou uma
correlacao entre a producao de anticorpos IgG e a reducéo da carga bacteriana em
um modelo murino de imunizagdo intradérmica. A menor carga bacteriana nos
animais imunizados se correlacionou, também, com uma menor inflamacéo no sitio
de infeccdo e uma maior producdo local de IL-17A.

Inicialmente, a imunizacdo dos camundongos se deu com a bactéria
resistente a meticilina, devido as maiores chances dessa cepa em produzir fatores
de viruléncia em maiores propor¢cdes (GORDON; LOWY, 2008). Além disso, a
patogenicidade, bem como, a producéo de fatores de viruléncia ja sdo amplamente
descritos em cepas resistentes a antibioticos (OTTO, 2012). No presente estudo,
utiizamos a bactéria inteira, sendo este fato mais préximo da realidade das
infeccbes. No entanto, muitas vezes em processos inflamatorios né&o
necessariamente a bactéria esteja presente, mas sim determinadas toxinas por ela
produzidas (FREES; SORENSEN; INGMER, 2005; VELAZQUEZ-MEZA, 2005).

Quando analisado o perfil de leucocitos no sangue periférico nédo
encontramos diferencas quanto ao total de leucdcitos. No entanto, os neutréfilos
estdo entre os principais tipos celulares que se elevam na corrente sanguinea apos
uma infeccdo bacteriana (MEKONTSO-DESSAP et al., 2005; MEHRZAD;
DUCHATEAU; BURVENICH, 2009; CHO et al., 2012). Diferentes trabalhos com S.
aureus mostram a elevacdo de neutrofilos no sangue periférico ap6s o desafio
(HERMANN et al., 1990; FOWLER et al., 2005; RIGBY; DELEO, 2012). Estes
trabalhos apresentam varios sitios corporeos que foram utilizados para o desafio
(ASAl et al., 2010; CHO et al., 2012; TAKAHASHI et al., 2013).

Diversos fatores podem levar a neutrofilia, como a liberagédo de adrenalina
durante o estresse de manipulacdo (PARKS; DAVIS, 2012). Contudo, nossos
grupos controles ndo mostraram neutrofilia significativa nos diferentes tempos
analisados e quanto a isso, ndo foram observadas diferencas entre as linhagens.
Na literatura, buscou-se os dados hematolégicos das linhagens, sob condi¢cdes
normais (HARRISON, S. D., JR. et al., 1978).
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Tais dados, nos permitiram avaliar se n0ssos animais estavam com seus
padrées hematoldgicos dentro da normalidade. Nossos dados s&o proximos,
ressaltando que a inducdo do bolsdo gera um estresse no animal, com
consequente liberacdo de catecolaminas e cortisol, levando a leucocitose. Além
disso, 0 numero de animais usados nos grupos é menor quando comparados a
trabalhos com estudos hematoldgicos (HARRISON, S. D., JR. et al., 1978;
BENSCHOP; RODRIGUEZ-FEUERHAHN; SCHEDLOWSKI, 1996).

Ademais, quando comparadas as duas linhagens quanto ao perfil de
leucocitos no sangue periférico, foi observado que animais B6 imunizados
apresentaram uma maior elevacdo celular nas horas avaliadas. Diferentes
trabalhos descrevem a importancia de uma resposta inicial rapida, com elevagées
celulares, principalmente em infecgbes bacterianas onde esses agentes colonizam
o tecido rapidamente (PHILLIPS et al., 1978; MURPHY et al., 2014).

Mecanismos envolvidos na sinalizacdo podem estar relacionados nessa
diferenca no recrutamento celular. Sobretudo quando observamos na literatura
trabalhos que descrevem a presenca dos componentes do sistema complemento,
C3a e Cba, onde os animais A/j apresentam deficiéncia no complemento
(DROMER et al.,, 1989; GERARD; GERARD, 1994a). Logo, processos iniciais
podem estar comprometidos diante da falta desses componentes o que pode
influenciar em um retardo no recrutamento de células para o sitio infamatério.

Porém, elevacbes das populacbes celulares na corrente sanguinea podem
ser influenciadas por muitos fatores, podendo n&o necessariamente esta
relacionado ao desafio bacteriano. Além do mais, no presente estudo,
correlacionamos a reducdo da carga bacteriana com a concentracdo sérica de
anticorpos 1gG. Nossos dados reafirmam em um modelo de imunizagéo diferente a
importancia da imunidade humoral no controle de uma infeccdo bacteriana
extracelular assim como tem sido apontado por outros autores (FENG et al., 2013).

Animais da linhagem C57BI/6 apresentaram elevacdes nos titulos de IgG2a
no soro, entretanto, 0 mesmo nao ocorreu com a linhagem A/j. Em modelos de
estudos, a imunidade protetora contra microrganismos extracelulares gram
positivos € influenciada, sobretudo, por opsononizacdo e fagocitose com
participacdo dos anticorpos especificos para o0s polissacarideos presentes na
capsula e tem sido uma excelente forma de obter protecdo pos desafio (JUNG et
al., 2012).
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Anticorpos da classe IgG2a s&o fundamentais na resposta contra S. aureus.
Diferentes autores descrevem a participacdo deste anticorpo na imunidade contra
este patdgeno. O fato de que o grupo C57BIl/6 imunizados tiveram protecdo e
diminuicdo nas cargas bacterianas no ambiente inflamatério, pode estar
relacionado a obtencéo de anticorpos proporcionada pelas imuniza¢cées (WOODY
et al., 1998; JUNG et al., 2012; FENG et al., 2013).

Essa correlagdo € importante, pois diferentes trabalhos descrevem
insucessos apoOs a tentativa de desenvolver imunizagbes contra S. aureus
(PROCTOR, 2012; FOWLER; PROCTOR, 2014). Parte disso, esta ligado ao fato
desta bactéria fazer parte da microbiota normal de seres humanos e, desta forma,
este microrganismo desenvolveu diferentes mecanismos de evasado contra a
resposta imune (ROOIJAKKERS; VAN KESSEL; VAN STRIJP, 2005; RIVAS et al.,
2007).

Além disso, existem diferencas marcantes entre as cepas de S. aureus, 0
que influencia diretamente o tipo de resposta inflamatdria contra este patdgeno e
dificulta o entendimento dos processos inflamatorios contra essa bactéria
(SCHAUDER; BASSLER, 2001; INOUE et al., 2013). Trabalhos relatam que s&o
bem diversas as respostas inflamatdrias em relacédo a producéo de anticorpos anti-
S. aureus (VERKAIK et al., 2010). Tal fato, é uma barreira para a padroniza¢éo no
entendimento da resposta imune mediada por anticorpos frente a este
microrganismo.

Titulos elevados de IgG2a sdo importantes elementos contra estruturas
bacterianas como os polissacarideos capsulares e &cidos teicoicos e lipoteicoicos
(JUNG et al., 2012). As diferencas encontradas entre as linhagens na producao de
anticorpos e na protecao, pode estar correlacionada na interagdo que ocorre entre
anticorpos da classe IgG com proteinas do sistema complemento (DROMER et al.,
1989).

Por exemplo, IgGl pode se ligar ao Clg e ativar a via classica do
complemento, conduzindo a opsonizacdo e fagocitose da bactéria mediada por
polimorfonucleares (BINDON et al., 1988; IDUSOGIE et al., 2000; MICHAELSEN et
al., 2006). A linhagem de camundongos A/j apresenta deficiéncia no sistema
complemento, fato que pode explicar o porqué da néo protecado observada nestes
animais apos o desafio. Porém, a especificidade dessa informacéo deve ser melhor

avaliada com a quantificacdo de proteinas do sistema complemento, dentre outras
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avaliacdes. Trabalhos com outros patégenos apontam a importancia da interacéo
de anticorpos IgG com componentes do sistema complemento como o C5. Tal
interagao provoca melhora na opsonizagédo, bem como, um melhor direcionamento
dos processos inflamatérios (DROMER et al., 1989).

Na literatura, ja € bem descrito que o0 modelo A/j apresenta deficiéncia no C5
do complemento (GERARD; GERARD, 1994a; MULLICK et al., 2006). Na
deficiéncia do complemento, a interacdo anticorpos-complemento esté prejudicada
e o0 animal A/j fica mais suscetivel a infec¢Bes bacterianas, devido a falta do C5
(HOMANN et al., 1997; AHN et al., 2010).

O sistema complemento é composto por varias proteinas, sendo o C5 uma
delas, trata-se de uma proteina soluvel, formada basicamente por duas cadeias a e
B, unidas entre si por uma ponte dissulfeto, estando o seu gene localizado no
cromossomo 2 murino. Alguns autores trazem diferencas entre a expressao dessa
proteina em modelos murinos, como por exemplo, duas variantes alélicas desse
gene, sendo uma delas responsavel pela auséncia de C5 no soro das linhagens A/j
(D'EUSTACHIO et al., 1986).

De acordo com WETSEL,; FLEISCHER; HAVILAND, 1990, a incapacidade
do camundongo A/j de sintetizar C5 era causada por uma delecdo de dois pares de
base (Timina e Adenina) no éxon 7 do gene referente a expressado dessa proteina.
Sendo assim, ocorre a formacédo de um cddon de parada prematuro que impede a
traducdo do RNA mensageiro em uma proteina C5 funcional (WETSEL,;
FLEISCHER; HAVILAND, 1990; HAVILAND et al., 1991). O sistema complemento
€ um fator fundamental no combate a infec¢des por S. aureus.

Entre os mecanismos de viruléncia deste patdgeno, estdo os que visam inibir
as proteinas do complemento. Na literatura, estdo descritos trabalhos que
avaliaram a inibicdo do sistema complemento por proteinas liberadas por S. aureus
(LANGLEY et al., 2005). Em um deles, a proteina SSL7 liberada por esse patdgeno,
promoveu a inibicdo do C5, bem como sua conversao em Cb5a pela C5 convertase,
além da inibicdo de anticorpos, como o0 IgA que também interage com o
complemento (LAURSEN et al., 2010).

Apos a conversdo do C5, sdo formadas duas proteinas C5a e C5b. Esta
ultima, é o maior fragmento sendo descrito como uma molécula com capacidade
quimiotatica, o outro fragmento, C5a, é relatado que desempenha diversas funcdes

no organismo, participando da resposta imune através do aumento da sintese de
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moléculas de adesao por células endoteliais, atracdo de leucdcitos circulantes para
o sitio inflamatorio, elevacdo da capacidade de eliminacdo de particulas
fagocitadas por neutrofilos e macréfagos, dentre outros (MANTHEY et al., 2009).

Ja é bem descrito a capacidade bloqueadora dessas proteinas por S. aureus,
mas além de bloquear diretamente os componentes produzidos, este patdégeno
pode bloguear as estruturas que convertem essas proteinas do complemento
(JONGERIUS et al., 2007). Todos esses dados, reforcam a vulnerabilidade que a
linhagem deficiente de complemento apresenta quando desafiada com este coco.

Outro fato é a capacidade de expresséo no neutrofilo quando estimulado de
receptores para C3 e C5, pertencentes a familia de GPCRs (receptores acoplados
a proteina G) (VAN KESSEL; BESTEBROER; VAN STRIJP, 2014). PMN
expressam um grande nimero de GPCRs no momento da defesa do organismo,
eles podem detectar peptideos bacterianos, toxinas, quimiocinas, entre outros
(LATTIN et al., 2007; SUN; YE, 2012). Quando ativados por proteinas do
complemento, esses receptores aumentam a formacédo de espécies reativas de
oxigénio intracelular, além de promover um aumento na fagocitose (MOLLNES et
al., 2002; VAN KESSEL; BESTEBROER; VAN STRIJP, 2014).

Animais deficientes de C5 apresentam um menor recrutamento neutrofilos
para o sitio inflamatério, possivelmente, devido a falta da interacdo proteina-
receptor (SNYDERMAN; PHILLIPS; MERGENHAGEN, 1971). Quando incubados
neutréfilos obtidos de camundongos deficientes de C5 com o soro de outra
linhagem detentora dessa proteina, foi percebido um aumento na quimiotaxia
dessas células in vitro (MARDER et al., 1985).

Essa proteina tem sua acao por estimulos em receptores especificos, entre
eles, temos o C5aR e C5L2, porém, este Ultimo ndo permanece acoplado a
nenhuma proteina G, além do mais, ainda nédo esta elucidado o seu mecanismo de
acao e sua funcao biologica (GAO et al., 2005). Contudo, outros estudos mostram
que animais deficientes de C5L2 tém uma resposta reduzida a determinados
estimulos inflamatérios (CHEN et al., 2007).

Essa interagdo entre complemento e anticorpos € fundamental para a
resposta inflamatoria contra S. aureus, sobretudo porque individualmente, esses
componentes podem nédo ser eficazes na defesa contra esse patégeno. Uma vez
que, bactérias gram-positivas e microrganismos encapsulados geralmente séo

resistentes a essa atividade do MAC. Porém, em animais previamente
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sensibilizados, o controle da infeccado ocorre de maneira mais inicial e direcionada
ao patégeno, algo que pode dificultar a expressdo de mecanismos de evasao.

A deficiéncia do componente C5 € pouco descrita, sabe-se que o
componente Cba liga-se ao receptor C5a-R que pertence a familia das proteinas G,
para ativacao da proteina quinase C (PKC). As PKCs ativadas fosforilam a proteina
p47-phox, inciando a cascata do complexo phox nos fagossomos. Logo, sem estes
fatores, ocorre uma reducdo na funcdo dos fagocitos (GERARD; HUGLI, 1981;
GERARD; GERARD, 1994b; MOLLNES et al., 2002; DANIEL et al., 2006).

A reducédo de funcéo desses fagocitos, como por exemplo macrofagos, esta
relacionada a menor producdo de espécies reativas de oxigénio e deficiente
ativacdo de NADPH oxidase, havendo pouca geracdo de ion superdxido e de
outros subprodutos bactericidas (DANIEL et al., 2006).

S. aureus possui capsula e necessita ser revestido por complemento para
ser fagocitado pelas células inflamatorias (CUNNION; LEE; FRANK, 2001;
CUNNION; FRANK, 2003). Contudo, um forma importante de defesa € extracelular,
através de lise pelo complexo de atague a membrana (MAC) mediada pelos
componentes do complemento (SERRUTO et al., 2010). Na auséncia destes
fatores, como na deficiéncia de C5 no camundongo A/}, a formacdo do MAC pode
ser prejudicada, acarretando uma maior susceptibilidade a infeccbes bacterianas
(AHN et al., 2010).

Porém, autores trazem relatos que apenas 0 complemento sem a
participacdo direta de anticorpos ndo € suficiente para provocar a depuracéo
bacteriana de bactérias gram positivas, por neutrofilos e macrofagos (FRANK;
JOINER; HAMMER, 1987; CHABOT-ROY et al.,, 2006). Desta forma, a protecao
observada no animal B6 imunizado pode ser devido a uma atuagcdo mutua do
sistema complemento e anticorpos da classe IgG.

Corroborando ainda com esse dado, animais B6 n&o imunizados
apresentam o sistema complemento e mesmo assim, nao foi observada protecéo
nestes animais. Outros autores trazem relatos que a deficiéncia deste
componentes no modelo A/j leva a uma resposta desregulada na producdo de
citocinas (MULLICK et al., 2004).

Camundongos B6 e A/j sdao amplamente estudados, sobretudo para
investigar o controle genético da imunidade do hospedeiro a patégenos infecciosos.

Em estudos com modelos de sepse, animais A/j apresentaram maior
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susceptibilidade a infec¢cdes que o camundongo B6, especialmente durante a fase
aguda de infeccao (DOMINGUEZ-PUNARO MDE et al., 2008).

Além de todos esses fatores citados, desde a década de 70 que autores ja
descrevem que o componente C5 é fundamental para a atracéo de leucécitos para
o sitio de inflamagdo (SNYDERMAN; PHILLIPS; MERGENHAGEN, 1971; WARD;
ZVAIFLER, 1971). Neste estudo, foi observado que animais A/j apresentaram um
menor recrutamento celular para o bolsdo de ar nos tempos iniciais apés uma
infeccdo por S. aureus. Componentes presentes na superficie bacteriana como o
fator de aglomeracédo A, a proteina A e o polissacarideo capsular ja sdo descritos
na literatura por dificultarem o reconhecimento pelas opsoninas na superficie da
bactéria (FOSTER, 2009).

A opsonizacdo e fagocitose sdo passos iniciais para a captura da bactéria
pelos fagocitos com ativacdo da cascata do complemento (KUROKAWA et al.,
2013). Neste estudo, as primeiras horas pos infeccdo foram avaliadas e foi
observado ja a presenca desses anticorpos no lavado dos animais. Porém, apos 24
horas, ocorreu uma reducdo dos titulos de IgG1l no lavado dos camundongos
C57BI/6, provavelmente por serem consumidos apds a opsonizacdo e fagocitose,
dado que fortalece ainda mais a prerrogativa da acdo destes anticorpos na
protecao.

Neste ponto, nosso trabalho mostrou haver uma menor quantidade de
neutréfilo no lavado dos animais C57Bl/6 imunizados nos tempos analisados,
porém, como citado anteriormente, mesmo com uma menor quantidade de
polimorfonucleares, estes animais tiveram uma maior depuracao bacteriana. Isso é
relevante, pois quanto maior a inflamag&o, maiores sdo os danos teciduais que a
mesma pode causar ao hospedeiro (HENSON; JOHNSTON, 1987; MITTAL et al.,
2014; WALLACH; KANG; KOVALENKO, 2014).

Logo, o recrutamento de células para o sitio infeccioso e sua ativacao pode
ser fundamental para o controle da carga bacteriana. Além disso, a imunizacao
intradérmica foi capaz de conferir uma imunidade sistémica frente ao fato do
desafio ter ocorrido em um sitio corporal diferente da regido da imunizacgéo.
Anticorpos podem direcionar a resposta de neutrdéfilos, porém outros fatores tem
forte impacto na atuacéo de polimorfonucleares, como por exemplo, células Thl7.

Mesmo com os relatos que células Thl7 estejam relacionadas com a

patogénese de vérias auto-imunidades e doencas inflamatérias crbnicas, como
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encefalomielite, lUpus, esclerose mdltipla, dentre outras, alguns autores destacam o
papel promissor desse perfil celular na defesa contra microrganismos
extracelulares (CURTIS; WAY, 2009; WAITE; SKOKOS, 2012). Autores avaliaram
a participacéo benéfica proporcionada pela IL-17 em modelos de infeccdo cutanea
(MILLER; CHO, 2011). Em outros sitios corpéreos, recentemente, em modelo de
infeccdo pulmonar, foi observado que a exposicdo aos antigenos estafilococicos,
induziu respostas mediadas tanto por linfocitos Thl como Th17, além da migracéo
de polimorfonucleares, causando inflamacéo pulmonar (KIM, M. R. et al., 2012).

Dentre os locais onde S. aureus pode colonizar, as fossas nasais sao o
principal reservatério. Neste local, camundongos knockout para IL- 17 foram
incapazes de eliminar eficazmente S. aureus. Sendo assim, respostas imunes
associadas a Thl7 podem ser alvos estratégicos para eliminar infeccfes
persistentes em seres humanos (ARCHER; HARRO; SHIRTLIFF, 2013).

Muitos trabalhos tém descrito que esta citocina € produzida por linfécitos T,
porém, a maior parte deste componente em processos inflamatérios é secretada
por células da imunidade inata (CUA; TATO, 2010). A liberacdo de IL-17A por
neutroéfilos tem sido descrita por diferentes autores (LEY; SMITH; STARK, 2006;
WERNER et al.,, 2011). Camundongos deficientes em IL-17A ou IL-17F se
mostraram susceptiveis a infec¢cdes de pele causadas por bactérias gram-positivas,
como S. aureus (CYPOWYJ et al., 2012). No mesmo estudo, foi demonstrado que
a administracdo de anticorpos neutralizantes de IL-17A foi correlacionada com
menor formacdo de abscessos intra-abdominais, prejuizos na defesa sistémica e
infeccbes bacterianas exacerbadas (CYPOWYJ et al., 2012).

Corroborando com autores que ressaltaram o papel da IL-17A na protecéo
contra infeccbes por S. aureus, nossos resultados apresentaram elevacdes dessas
citocinas em animais B6 imunizados 24 horas ap6s o desafio. Destacando dessa
forma, que o direcionamento da resposta inflamatéria promovida pela imunizacao
foi importante para a protecdo nesses animais. Autores relatam que a exposicao
prévia levou a protecdo de camundongos e com elevacdes quantitativas de IL-17
(JOSHI et al., 2012).

Neste trabalho, avaliamos a resposta inflamatéria nas primeiras horas apés
o desafio, com o tempo de no maximo 24 horas. Neste aspecto, os trabalhos séo
pouco conclusivos com relacdo ao desfecho da infeccdo, jA que alguns autores

trazem que nas primeiras horas IL-17 j& comecaria a agir, porém, outros avaliam
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um periodo maior de tempo para a atuacdo desta citocina (CHO et al., 2010;
ARCHER; HARRO; SHIRTLIFF, 2013).

Com outros patdgenos, estudos anteriores também mostraram que o eixo de
citocinas relacionadas com o padrdo Thl7 desempenha um papel protetor, como
por exemplo, atuando na protecdo contra as infec¢des bacterianas e fungicas por
Micobacterium tuberculosis e Pneumocystis jiroveci (RUDNER et al., 2007; MONIN
et al., 2015).

Poucos sao os relatos que abordam a importancia de citocinas deste perfil
apos processos infecciosos por S. aureus. Desta forma, este trabalho apresenta
mais um dado para a construcdo do melhor mecanismo de protecdo bem como
resposta imune em infec¢des causadas mundialmente por este coco. Porém, mais
trabalhos devem ser realizados na busca pelo esclarecimento pleno da atuagéo de
células Th17 na infeccéo por S. aureus.

No acompanhamento nos animais, ndo foi observado em nenhum deles a
formacdo de abscessos durante as imunizagfes. A via intradérmica utilizada é
descrita como uma das melhores vias para a inducdo de uma imunidade adaptativa
contra o patégeno estudado, principalmente por ndo levar a inducao de tolerancia e
por representar de maneira mais fiel fatos que ocorrem nos seres humanos
(TAKAHASHI et al., 2013). Uma vez que S. aureus promove grande parte das suas
infeccbes no ambiente intradérmico. Na pele, modelos de imunizacdo com S.
aureus, resultaram em reducdo do tamanho da lesdo e presenca de intenso
infiltrado neutrofilico quando os animais foram desafiados. A magnitude do infiltrado
tem sido correlacionada com um aumento na producado de citocinas, como IL-17 e
quimiocinas relacionadas com a quimiotaxia de polimorfonucleares (TKACZYK et
al., 2013).

A dose do antigeno, a via e 0 esquema de imunizacao, sao fatores atuantes
na inducdo da resposta imune. As vias de inoculacdo subcutanea, intradérmica e
intramuscular levam geralmente os imundgenos para os nodulos linfaticos
regionais, e, mais frequentemente, induzem a imunidade celular.

Neste estudo, usamos a via intradérmica sobretudo por terem uma
populacdo de células dendriticas nessa regido sendo apresentadoras de antigenos
eficazes e assim, apresentam papel fundamental na determinacdo da resposta
imune (CLAUSEN; KEL, 2010). Células apresentadoras de antigenos durante seu

processo de migracao passam por processos de maturacdo celular e desenvolvem
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propriedades potentes para o estimulo celular, sobretudo MCH Il para células T
naiives levando a processos de diferenciagédo celular em linfécitos. Esse processo,
foi reforcado neste estudo, uma vez que usamos 3 imunizagcdes em intervalos de
14 dias.

Assim, quando chegam ao linfonodo drenante as células dendriticas ja estdo
em um fenotipo maduro, capaz de levar a ativacao de linfécitos e assim iniciar uma
resposta imune eficiente especialmente adaptada a combater patdégenos. A partir
da andlise dos dados literdrios, é possivel correlacionar a participacdo dessas
células em infec¢cdes causadas por gram positivas, uma vez que varios autores
descrevem a capacidade dessas células em montar uma resposta eficaz com S.
aureus (DAI; GRAMMER; STREILEIN, 1993; WU; XU, 2014).

Trabalhos que utilizaram a mesma rota de imunizagdo que O NOSSO
obtiveram resultados promissores. Além disso, no nosso trabalho foram utilizadas
doses relativamente baixas de estimulo quando comparadas as usadas por outros
autores (CHO et al., 2012).

O modelo de bolsdo inflamatério propiciou a observacdo de citocinas,
anticorpos, bem como células presentes nos tempos analisados nos animais
imunizados e infectados. Por ser de realizacdo e analise simples, este modelo de
estudo se torna importante pela facil obtencdo de material biolégico para analise
por diversas técnicas. Desta forma, permite uma andlise mais precisa do que
ocorre no ambiente da inflamacéo.

Em relacdo as outras citocinas analisadas até entdo, ndo foram encontradas
diferencas entre os grupos estudados, quando analisamos sistemicamente, este
fato pode estar relacionado ao tempo que analisamos. Neste tempo,
possivelmente, atuacdo de quimiocinas seria um fator marcante. Porém, em
modelos de imunizagdo do S. aureus citocinas como IFN-Y ndo tiveram elevacdes
guantitativas importantes, porém, esses dados séo controversos, necessitando de
mais estudos para elucidacdo do papel desta citocina apdés a imunizacdo
(MURPHY et al., 2014).

Desta forma, este estudo traz importantes informacbes que vao permitir
fornecer a literatura mais um dado para a complexa elucidagdo da resposta
inflamatodria contra S. aureus. Porém, mais trabalhos devem ser realizados no
intuito de colaborar com mais fatos para o total esclarecimento da resposta do

hospedeiro contra este patégeno.
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7. CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que a imunizacdo intradérmica com S.
aureus promove protecdo em camundongos C57BIl/6, com a reducdo da carga
bacteriana correlacionando-se com aumento da concentracdo sérica de anticorpos
IgG. Além disso, também foi observado uma menor inflamacéo no sitio de infeccéo
e uma maior producéao local de IL-17A. Contudo, no outro modelo animal utilizado,
A/}, ndo foram encontrados resultados semelhantes, o que culminou com a nao
protecdo nesta linhagem. A analise literaria permite pressupor que neste modelo
animal, a deficiéncia do componente do complemento, C5, esteja relacionada com
a nédo interacdo dessas proteinas com anticorpos, diminuicdo da opsonizacdo e
fagocitose além da reducdo da quimiotaxia de polimorfonucleares. E, por fim, esta
linhagem de camundongos n&o apresentou uma producdo significativa de IL-17A
no ambiente inflamatério. O entendimento da resposta protetora contra a infecgao
por S. aureus é a chave para o desenvolvimento racional de uma imunoprofilaxia,
sendo assim, mais trabalhos devem ser realizados no intuito do esclarecimento da

imunidade contra este patégeno.
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