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RESUMO 

PALMITO, Denisar dos Santos. Camundongos C57Bl/6 e A/j apresentam 

resposta inflamatória diferenciada após a imunização com Staphylococcus aureus 

e desafio em modelo de bolsão de ar. Dissertação (Mestrado) – Instituto 

Multidisciplinar de Saúde, Universidade Federal da Bahia, Vitória da Conquista, 

2015. 

 

Introdução/Objetivo: Staphylococcus aureus é o principal agente etiológico de 

infecções bacterianas em humanos, sendo relatado como o agente causador de 

patologias como endocardite e sepse. O presente trabalho teve por objetivo avaliar 

quais os possíveis componentes do sistema imune poderiam atuar de maneira 

protetora contra a infecção por S. aureus em camundongos imunizados 

intradermicamente. Materiais e métodos: Camundongos C57Bl/6 e A/j foram 

imunizados intradermicamente com amostras de S. aureus inativadas por calor e, 

posteriormente, foram desafiados com amostras viáveis em um modelo de bolsão 

de ar. Nos tempos de 6, 12 e 24 horas após o desafio, a eutanásia ocorreu e o 

perfil celular do infiltrado inflamatório, bem como a carga bacteriana, foram 

avaliados no lavado do bolsão de ar. No soro e no lavado foram quantificados 

anticorpos da classe IgG e a pele do bolsão foi avaliada por técnicas 

histopatológicas. Pela técnica de ELISA foram quantificadas citocinas presentes no 

lavado do bolsão, baço e medula. Resultados: Animais imunizados e desafiados 

com amostras resistentes no modelo de bolsão apresentaram recrutamento celular 

inflamatório constituído predominantemente por neutrófilos. Além disso, foi 

observada uma associação entre uma produção de anticorpos IgG e a redução da 

carga bacteriana em um modelo murino de imunização intradérmica. Ademais, 

animais imunizados apresentaram menor inflamação no sítio de infecção e uma 

maior produção local de IL-17A. Em relação as outras citocinas, não foram 

encontradas diferenças nos tecidos analisados. Discussão: S. aureus é capaz de 

induzir uma resposta sistêmica, assim como, recrutar células inflamatórias para o 

sítio de infecção. Porém, animais imunizados tendem a controlar melhor o processo 

inflamatório, aparentemente por uma correlação entre a produção de anticorpos 

IgG e a redução da carga bacteriana em um modelo murino de imunização 

intradérmica. A menor carga bacteriana nos animais imunizados se correlacionou, 
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também, com uma menor inflamação no sítio de infecção e uma maior produção 

local de IL-17A. Conclusão: A presença de anticorpos IgG2a se correlaciona com 

diminuição da carga bacteriana em animais imunizados intradermicamente com S. 

aureus, juntamente com a elevação de IL-17A no modelo de bolsão de ar.  

 

Palavras-chave: Imunização; Staphylococcus aureus; Bolsão de ar; Anticorpos; IL-

17A. 
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ABSTRACT 

PALMITO, Denisar dos Santos. C57Bl/6 and A/j mice presente diferente 

inflamatory response patterns after immunization with Staphylococcus aureus and 

challenge in air pouch model. Master Dissertation - Instituto Multidisciplinar de 

Saúde, Universidade Federal da Bahia, Vitória 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/j 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 IgG 

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 
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1. INTRODUÇÃO 

Infecções bacterianas ocorrem em todo mundo e são um importante 

problema de saúde pública. Em meados do século passado, essas infecções 

levavam à morte um grande número de pacientes (ALVAREZ; LABARCA; SALLES, 

2010). Com a introdução dos antimicrobianos, a sobrevida de pessoas infectadas 

aumentou, porém com o passar dos anos algumas amostras apresentaram 

resistência à principal classe de antimicrobiano utilizada: as penicilinas (WENZEL; 

EDMOND, 1998; GOMES; WESTH; DE LENCASTRE, 2006). 

Dentre os patógenos, Staphylococcus aureus é o principal agente causador 

de doenças bacterianas no mundo. Essa bactéria leva a morte de milhões de 

pessoas anualmente, sobretudo por mecanismos de resistência cada vez mais 

aprimorados de resistência. 

Os isolados de S. aureus que apresentam resistência à meticilina são 

denominados MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus)(LOWY, 1998).  A 

meticilina foi o segundo antimicrobiano utilizado para tratamento das patologias 

causadas por este microrganismo após o surgimento da resistência a penicilina. 

Assim, surtos de infecções comunitárias por amostras resistentes apresentam 

ampla distribuição no globo terrestre e o aumento destas ressalta na necessidade 

de se desenvolver novas estratégias para prevenir infecções invasivas por S. 

aureus (LOWY, 1998; GELATTI et al., 2009).  

Assim sendo, entender os mecanismos com os quais este patógeno causa 

infecções se torna importante para o desenvolvimento de maneiras profiláticas e de 

tratamento. Dentre essas medidas, a imunização toma grandes perspectivas 

mundialmente e aponta para o desenvolvimento racional de novas medidas 

imunoprofiláticas (ADHIKARI et al., 2012; POZZI et al., 2012). 

Portanto, para desenvolver uma vacina ou imunização, é necessário, 

sobretudo, entender as vias de resposta imune do hospedeiro na infecção pelo 

patógeno. Nessa dualidade, Brad Spelllberg e Robert Daum, 2012, questionaram 

qual deveria ser a resposta imune estimulada por uma vacina ou imunização na 

infecção por S. aureus para levar a prevenção.  

Até o presente momento, está descrito que geralmente, a capacidade das 

bactérias de causar a doença em seres humanos é devido à evasão dos 

mecanismos da resposta imune inata o que inclui a resistência aos peptídeos 

antimicrobianos (AMPs) e morte por fagocitose (FINLAY; MCFADDEN, 2006).  
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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 

virulência e o grande número de doenças causadas por estas cepas 

(BESTEBROER; DE HAAS; VAN STRIJP, 2010; PROCTOR, 2012).  

A dificuldade de compreender qual a resposta imune gera proteção contra a 

infecção por S. aureus é, talvez, o maior obstáculo para o desenvolvimento de uma 

vacinação (DELEO; DIEP; OTTO, 2009). A grande maioria do que é sabido hoje, se 

deu graças à utilização de modelos animais que proporcionaram o estudo e a 

compreensão sobre alguns mecanismos imunes envolvidos em uma imunidade 

protetora (PROCTOR, 2012). 

Diante disto, este trabalho almejou avaliar a atuação de determinados 

componentes imunológicos em camundongos das linhagens C57Bl/6 e A/j 

imunizados com amostra de MRSA inativadas por calor e posteriormente 

desafiados com a mesma amostra de MRSA não inativada. 

 

 

2. REFERENCIAL TEÓRICO  

2.1. Staphylococcus aureus  

S. aureus são cocos gram positivos, de tamanho variável entre 0,5 e 1,5 μm 

de diâmetro, imóveis, não esporulados e capsulados. Podem aparecer isolados, 

aos pares, na forma de tétrades, cadeias curtas ou na forma de cachos irregulares 

(KLOOS; WOLFSHOHL, 1982). Esses patógenos são anaeróbios facultativos, com 

metabolismo oxidativo, fermentativos e utilizam carboidratos juntamente com 

aminoácidos 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 inúmeros locais tanto 

ambientais, como da própria superfície do hospedeiro. Por conta desta distribuição, 

ele está 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 etiológico de infecções bacterianas nos 

humanos. Ele é relatado como agente causador de patologias como endocardite, 
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sepse, e diversas outras, representando um problema mundial para as instituições 

de saúde (FOWLER et al., 2005; CHAMBERS; DELEO, 2009). Pacientes podem 

ser acometidos por infecções principalmente relacionadas a unidades hospitalares, 

tais como: pneumonia associada à ventilação mecânica, infecções pós-cirúrgicas, 

infecções relacionadas à inserção de cateteres endovenosos, dentre outros 

(JENSEN et al., 1993; FINELLI et al., 2005; AHOYO et al., 2012).  

Essas infecções são facilitadas por fatores de risco, dentre eles a internação 

em unidade de tratamento intensivo, hospitalização prolongada, doença de base 

grave, procedimentos invasivos e exposição prolongada ou repetida a 

antimicrobianos (SPELLBERG; DAUM, 2012). Desta forma, as manifestações 

clínicas mais comuns de infecções nosocomiais, são as infecções da pele e tecidos 

moles, embora estejam também descritas infecções invasivas graves 

(SCHENNINGS et al., 2012). 

 

2.2. Infecções por Staphylococcus aureus 

Infecções por este microrganismo estão aumentando em todo o mundo, 

sendo que mais de 90% destas infecções ocorrem através da pele (FRIMODT-

MOLLER et al., 1997; HOEN et al., 2002). Neste contexto de infecção, as barreiras 

físicas e, sobretudo o sistema imune do hospedeiro estarão diretamente 

relacionados com controle da infecção por este microrganismo. Entretanto, o S. 

aureus consegue evadir-se das defesas imunoprotetoras, devido a expressão dos 

fatores de virulência, como adesinas e as proteínas destinadas a neutralizar tanto 

componentes da imunidade inata bem como da adquirida (VELAZQUEZ-MEZA, 

2005).  

Ainda é relatado que pacientes geriátricos estão cada vez mais expostos a 

infecções 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 avançada 

são mais propensos a ter comorbidades associadas como obesidade, diabetes 

mellitus, doença cardíaca e/ou pulmonar que necessitam de tratamento cirúrgico ou 

tratamento intensivo, ficando mais vulneráveis a infecções  (OCHOA et al., 2005; 

MENNE et al., 2012; PROCTOR, 2012; WELLS et al., 2013). Contudo, também são 
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acometidos por infecções pacientes pediátricos e adultos, não estando 

relacionados apenas a pacientes geriátricos. 

Além destes fatores citados, os indivíduos também podem ser 

imunologicamente comprometidos por configurações de saúde associadas, como 

infecção por HIV, pacientes com patologias renais em fase terminal e tratamento 

com imunossupressores (JENSEN et al., 1993). Tais condições são conhecidas por 

aumentarem o risco de infecção 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 

o estudo observacional realizado pela International Network Study Prevention of 

Emerging Antimicrobial Resistance (INSPEAR), em 30 hospitais latino-americanos, 

onde foi constado que 67% das infecções por S. aureus eram por amostras MRSA. 

Foi percebido então, que o controle de MRSA não era ideal, pois as taxas de 

infecção continuam a subir em muitas áreas. Além disso, a implementação de 

medidas de controle ainda precisa ser melhoradas (ALVAREZ; LABARCA; 

SALLES, 2010).  

Diante destes fatos, entender os mecanismos com os quais este patógeno 

causa a doença se torna importante para o desenvolvimento de maneiras 

profiláticas e de tratamento. Onde a vacinação como ação de saúde pública é a 

principal e mais eficaz medida profilática na prevenção de infecções, doenças e 

mortes, além de contribuir diretamente com a redução dos gastos públicos com a 

hospitalização (ECHANIZ-AVILES; SOLORZANO-SANTOS, 2001).  

 

2.3. Resposta inflamatória contra Staphylococcus aureus e medidas 

imunoprofiláticas  

 

Estudos envolvendo desenvolvimento de imunizações contra infecções 

estafilocócicas não são novos. Estes abordam que antígenos presentes na 

superfície bacteriana levam a proteção contra infecções em modelos animais. 

Entretanto, alguns destes estudos não apresentaram boa reprodutibilidade 

(PROJAN; NESIN; DUNMAN, 2006; SCHAFFER et al., 2006; PROCTOR, 2012; 

SCHENNINGS et al., 2012; SPELLBERG; DAUM, 2012). 
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 A literatura faz referência às doenças infecciosas como sendo a terceira 

causa de morte no mundo, isso porque a diversidade de doenças emergentes e 

reemergentes, com potenciais diversos para a propagação global encontra-se em 

franca evolução como, por exemplo, os Staphylococcus aureus resistentes à 

meticilina (MRSA) (LIU, 2009; HIDRON et al., 2010; MONTGOMERY; DAVID; 

DAUM, 2015). 

 A patogenicidade causada por S. aureus depende da expressão de uma 

ampla gama de proteínas bacterianas, além de toxinas associadas e secretadas 

pela parede celular. Autores demonstraram que amostras resistentes apresentam 

uma virulência maior quando comparadas a amostras sensíveis aos 

antimicrobianos (INOUE et al., 2013).  

Devido à alta capacidade de expressão de fatores de virulência, vários 

autores sugerem que o desenvolvimento de uma imunização deverá ser mais 

direcionado para uma determinada cepa presente em uma região do que para a 

espécie S. aureus de uma maneira geral (PROCTOR, 2012).  Mesmo sendo da 

mesma espécie, esta bactéria apresenta diferenças quanto a expressão de fatores 

de virulência, uma vez que  o aumento da expressão dos mesmo irá variar com o 

meio e a necessidade (SCHAUDER; BASSLER, 2001).  

 No que diz respeito ao número de comorbidades associadas, autores 

relatam que os pacientes com MRSA tinham significativamente mais comorbidades 

que pacientes infectados com a cepa sensível à meticilina.  Além disso, a 

necessidade de submissão a cirurgia em pacientes infectados por amostras 

bacterianas resistentes é maior, bem como a taxa de recorrência das infecções 

(INOUE et al., 2013). Sendo assim, no desenvolvimento de uma imunização, o fator 

resistência deverá ser levado em consideração, pois como relatado, existem 

diferenças quanto a virulência entre as espécies sensíveis e resistentes.  

 Assim, frente às crescentes preocupações com os gastos econômicos na 

área da saúde, e do aumento das resistências aos antimicrobianos existentes, 

estudos para o desenvolvimento de medidas imunoprofiláticas vêm aumentando ao 

longo dos anos (Figura 1). 
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Figura 1. Número de publicações anuais relacionadas ao desenvolvimento de imunizações contra 

infecções por Staphylococcus aureus. A figura é 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 é a falta de 

conhecimento integral da resposta inflamatória contra a infecção por essa bactéria 

gram-positiva (SPELLBERG; DAUM, 2012). Uma vez que o desenvolvimento 

racional de uma imunização 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 neutrófilos constituem a principal defesa celular 

contra S. aureus, pois são capazes de liberar mediadores que vão promover a 

amplificação da resposta inflamatória, além da fagocitose (DELEO; DIEP; OTTO, 

2009). Polimorfonucleares (PMN) ainda elaboram espécies reativas de oxigênio, 

liberam conteúdo dos grânulos tóxicos e redes de DNA, além da captação e 

eliminação do patógeno (HARRISON, C. J., 2009; NGUYEN et al., 2013). 

Na infecção cutânea por S. aureus, a formação de abscesso é fundamental 

para a proteção do indivíduo, bem como o aumento e recrutamento de neutrófilos 

para o sítio de infecção (CHO et al., 2012). No entanto, os mecanismos que 

regulam a sobrevivência de polimorfonucleares durante a evolução de um 

abscesso não estão bem definidos (KIM, M. H. et al., 2011). Assim como a 

imunidade contra Staphylococcus permanece obscura, necessitando de mais 

estudos que auxiliem neste entendimento.  
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Durante a infecção por S. aureus, neutrófilos são influenciados por fatores 

quimiotáticos do hospedeiro tais como a interleucina 8 (IL-8, CXCL8), CXCL1, 

proteína quimiotática 2 de granulócitos (GCP2, CXCL6) e fatores do sistema 

complemento como o C5a. Foi demonstrado experimentalmente que S. aureus é 

capaz de provocar a produção de inúmeros 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 

diminuição na quantidade de PMN e desta forma ficam mais susceptíveis a 

doenças estafilocócicas invasivas na pele ou tecidos moles. A disseminação 

bacteriana foi associada também a reduções 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, neutrófilos afuncionais ou 

defeitos na quimiotaxia, com um aumento na susceptibilidade das pessoas em 

desenvolverem doenças provocadas por S. aureus (CHO et al., 2012). Este 

patógeno é ainda capaz de bloquear receptores de quimiocinas, como o receptor 

para CXCL2 no local da infecção, evitando desta forma o recrutamento de PMN 

(LAARMAN et al., 2012). Além disso, a fagocitose proporcionada por estas células 

pode ser melhorada pela opsoniação mediada por anticorpos e complemento, 

porém este fato não está bem esclarecido (HARRISON, C. J., 2009; NARITA et al., 

2010). Contudo, observando este dado, uma sensibilização prévia a infecção por 

essas bactérias, com a geração anticorpos opsonizadores, pode contribuir para 

uma resposta mais eficaz via PMN, sendo que neutrófilos podem ser a chave para 

o desenvolvimento de uma imunização contra este patógeno (HARRISON, C. J., 

2009).  

No contexto da fagocitose, macrófagos desempenham um papel chave na 

regulação de respostas imunes protetoras, orientando as respostas imunes inata e 

adaptativa (CHAWLA; NGUYEN; GOH, 2011; SHI; PAMER, 2011). Em estágios 

iniciais de invasão microbiana ou de injúrias teciduais, macrófagos defendem a 

homeostase local iniciando uma complexa série de eventos celulares e 

bioquímicos. Esses ajustes patofisiológicos são mediados por uma extensa 

variedade de moléculas comunicantes, eicosanóides, intermediários reativos de 

oxigênio e, sobretudo, citocinas (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005; ASAI et al., 

2010). 
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Pouco se sabe sobre os mecanismos empregados pela imunidade 

adaptativa frente a infecção por S. aureus. Alguns autores acreditam que a indução 

de células T e células B, via imunização, já é suficiente para gerar uma proteção 

integral (BEKEREDJIAN-DING et al., 2007). 

Segundo Proctor, 2012, antígenos específicos para células Th17 podem 

ajudar na melhoria do desempenho de neutrófilos, com a geração de anticorpos 

ideais para a opsonização de cepas estafilocócicas. As células Th17 estão 

atualmente sendo muito estudadas na geração de proteção frente a infecções, 

sobretudo com a produção de Interleucina 17 via células T CD4+ em modelos 

murinos. No entanto, os requisitos para a diferenciação e as propriedades das 

células Th17 humanas e em modelos animais induzidas por patógenos 

permanecem pouco entendidos (VAN DE VEERDONK et al., 2009).  

Encontrar antígenos que gerem proteção é importante, porém, a busca pela 

compreensão de como neutralizar a expressão de fatores de virulência é 

fundamental.  

 

2.4. Rota de imunizações e Modelos animais  

 Modelos animais tentam simular ao máximo o que acontece durante a 

infecção e as abordagens são estimadas tais como ocorreriam em humanos. 

Porém, além da espécie e da anatomia, modelos murinos apresentam 

características que os diferenciam do humano quanto ao padrão de resposta frente 

a uma infecção. No entanto, a utilização de diferentes modelos pode aumentar o 

conhecimento sobre os fatores decisivos no controle da infecção (SEOK et al., 

2013).  

 Dentre os modelos murinos, autores relatam como importante, a 

característica de susceptibilidade à infecção apresentada, por exemplo, pela 

linhagem A/j quando comparada à linhagem C57Bl/6. Estudos anteriores 

demonstraram que a resistência à infecção neste modelo, é regulada 

principalmente pelo lócus Hc no cromossomo 2 do animal. Mesmo após uma 

imunização com consequente desafio, esses dois modelos ainda apresentaram 

diferenças quanto a susceptibilidade em outros modelos de infecção com Listeria 

monocytogenes (CZUPRYNSKI; FAITH; STEINBERG, 2003).  
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 Na literatura, estão presentes trabalhos que demonstram que a 

característica de resistência do camundongo C57Bl/6 está relacionada ao fato 

deste modelo apresentar um perfil de resposta imunológica mais Th1. Ou seja, com 

uma alta produção de INF-γ, citocina fundamental para a atividade bactericida 

devido a sua grande característica pró-inflamatória (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 

2002). Além deste, foi observado que camundongos A/j apresentaram resposta Th2 

exacerbada concomitantemente com aumento no número de células Th17. A IL-17 

em modelos de infecção, está diretamente relacionada a quimioatração de 

neutrófilos. Estes, são descritos na literatura como a principal célula no controle da 

infecção por S. aureus (LIN et al., 2009; NARITA et al., 2010). Desta forma, a 

utilização destes dois modelos se torna interessante para a comparação de 

respostas imunes diferentes frente a uma infecção. Além disso, a rota utilizada para 

a imunização poderá influenciar na resposta imunológica, seja ela celular ou via 

produção de anticorpos. 

 Dentre os vários objetivos de uma vacina, a capacidade de desencadear a 

interação de várias células do sistema imunitário tal como uma resposta imune 

normal é fundamental para a geração de proteção frente a uma infecção (DENIS; 

ALAIN; PLOY, 2007).  Assim, é necessário apresentar os antígenos em um sítio 

anatômico onde este entrará em contato com células do sistema imune, e que este 

sítio represente a infecção tal como ela ocorre em situações de normais de entrada 

no organismo.  

 A rota de imunização é, portanto, essencial para o resultado da medida 

imunoprofilática. Dentre elas, as injeções intramuscular e subcutânea são as mais 

populares. Antígenos injetados por via intramuscular podem formar persistentes 

precipitados que são dissolvidos e absorvidos de forma relativamente lenta 

(DENIS; ALAIN; PLOY, 2007). Superantígenos estafilocócicos, como a 

Enterotoxina B, foram avaliados como agentes imunizadores pela via intramuscular 

e foi observada a geração de proteção contra infecções nasais causadas por este 

patógeno em modelos murinos (LOWELL et al., 1996). No nosso trabalho, foi 

utilizada a via intradérmica por ter apresentado bons resultados quando realizadas 

sucessivas imunizações, apresentando respostas mediadas por anticorpos 

(TAKAHASHI et al., 2013). Além de simular de maneira mais precisa a infecção 

que ocorre em humanos por este patógeno (ASAI et al., 2010). 
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A pele, especialmente a sua camada epidérmica, é um ambiente 

imunológico acessível e um alvo atrativo para a entrega de imunógenos. A 

imunização pela mucosa é uma outra estratégia: a sua lógica é importante porque 

os organismos invadem o corpo através de superfícies mucosas, sobretudo com a 

geração de anticorpos da classe IgA, porém, o desenvolvimento de tolerância 

imunológica 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 observação do perfil de infiltrado celular após um possível 

desafio, quando imunizados previamente. Dentre estes modelos de observação, 

temos o bolsão de ar. O modelo de bolsão trata-se de um espaço de fácil acesso 

que pode ser produzido no tecido subcutâneo dorsal do camundongo, com uma 

injeção de um pequeno volume de ar. Este modelo tem se mostrado eficaz em 

estudos de observação da quimioatração celular para o sítio inflamatório induzido 

por infecções (EDWARDS; SEDGWICK; WILLOUGHBY, 1981). Logo, por ser um 

modelo de avaliação de inflamação, pode contribuir para o entendimento das 

respostas iniciais geradas na infecção por S. aureus em camundongos previamente 

imunizados. 
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3. OBJETIVOS 

Avaliação da atuação de determinados componentes imunológicos em 

camundongos das linhagens C57Bl/6 e A/j imunizados com amostra de MRSA 

inativadas por calor e posteriormente desafiados com a mesma amostra de MRSA 

não inativada.  

3.1. Objetivos específicos  

 Estudar mecanismos envolvidos na imunidade contra S. aureus;  

 Realizar quantificações de células inflamatórias em diferentes sítios 

anatômicos; 

 Avaliar o padrão de depuração bacteriana nas duas diferentes linhagens; 

 Avaliar a produção de anticorpos no sítio inflamatório e no soro dos animais 

imunizados; 

 Realizar quantificações de citocinas pró-inflamatórias e IL-17A no bolsão 

inflamatório. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Obtenção da amostra MRSA  

 

A amostra de MRSA 43300 foram obtidas da coleção do Instituto de 

Ciências Biomédicas (ICB) da Universidade de São 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 bioquímicas de identificação para S. aureus foram realizadas para 

confirmação da amostra, como catalase, coagulase e a técnica do gram. A amostra 

positivou para todas essas análises, além do teste de sensibilidade a meticilina 

realizado anteriormente. 

 

4.2. Determinação do tamanho do inóculo bacteriano e inativação por 

calor  

 

A determinação da carga bacteriana inoculada nos animais se deu por 

espectrofotometria. O inóculo foi realizado por meio da suspensão direta, realizada 

no fluxo laminar previamente esterilizado, retirando-se 3 a 5 colônias das placas de 

culturas e diluindo-as em 1 ml de salina estéril. Posteriormente, uma alíquota da 

solução foi colocada em cubetas de quartzo para leitura no espectrofotômetro. 

Neste momento, foram observados alguns parâmetros: 0,135 de absorbância a 660 

nm (0,5 na escala McFarland, equivalente a 1,5x108 UFC/mL), para a obtenção da 

quantidade de 108 UFC de S. aureus.  

Após a quantificação, foi realizada uma diluição seriada (100 microlitros da 

solução em 900 microlitros de salina) para a obtenção de 106 UFC, quantidade 

essa que foi a inoculada nos animais a serem imunizados. Para a sensibilização 

dos animais, a amostra bacteriana foi inativada  por calor (“Heat Killed”, 60°C por 

30 minutos) antes de serem utilizadas nas imunizações. 
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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 Saúde - Campus Anísio Teixeira (UFBA/IMS-CAT), com seis a 

oito semanas de idade. Foram mantidos em salas climatizadas e com fotoperíodo 

regulado no biotério da UFBA/IMS-CAT por todo período de experimentação.  

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) do IMS-CAT da UFBA (Anexo I).  

 

4.4. Imunização intradérmica com amostra inativada de MRSA - 

Formação 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 

quetamina e 10 mg/Kg de Xilazina, para realização das imunizações intradérmicas 

na orelha esquerda. 

 

4.5. Imunização  

 

No total, foram três imunizações. A sensibilização foi com amostra MRSA já 

inativadas pelo calor (Grupo 1), na quantidade de 106 presentes em um volume de 

10 microlitros (µl). O intervalo entre as imunizações foi de 14 dias. Os animais 

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

 

4.6. Formação de novos grupos para o desafio  

 

O desafio dos animais foi no modelo de bolsão inflamatório e ocorreu 14 dias 

após a última imunização. Neste momento, os animais imunizados formaram dois 

novos grupos: animais desafiados com amostra viva de MRSA (Grupo 3, n = 18) e 

os animais imunizados desafiados com salina (Grupo 4, n = 18), em cada um dos 

tempos analisados.   
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O mesmo ocorreu com os animais que receberam salina na orelha esquerda, 

onde parte deste grupo foi desafiados com amostra viva de MRSA (Grupo 5, n = 18) 

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

 

 

 

 

 

Figura 2: Desenho experimental - Camundongos C57Bl/6 e A/j previamente imunizados com 106 

de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no 

bolsão de ar com a quantidade de 107 UFC de amostras de MRSA vivas. Após o desafio, os animais 

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

 

4.7. Desafio no modelo de bolsão inflamatório  

 

A confecção do bolsão de ar foi realizada como descrito por Edwards JC et 

al, 1981, com adaptações segundo a literatura (TEIXEIRA et al., 2005). Inicialmente 

os animais, foram anestesiados intraperitonealmente com 50 mg/kg de quetamina e 

10 mg/Kg de Xilazina, e receberam inóculo 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, os animais 

foram eutanasiados (n=6/grupo/tempo).  
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Desta forma, após os tratamentos nos camundongos C57Bl/6 e A/j, foram 

formados grupos de animais imunizados com a amostra inativada e desafiados 

com a amostra viva no bolsão de ar (Heat Killed/MRSA), animais imunizados com 

a amostra inativada e que receberam salina no bolsão de ar (Heat killed/ Salina), 

animais que receberam salina na orelha esquerda e desafiados com a amostra viva 

no bolsão (Salina/ MRSA) e, por fim, animais que receberam salina na orelha 

esquerda e desafiados com salina no bolsão (Salina/ Salina). 

A eutanásia dos animais foi realizada através de aprofundamento anestésico, 

com a administração de quetamina e xilazina, nas doses de 400mg/kg e 40mg/kg, 

respectivamente, por via intraperitoneal. 

 

4.8. Obtenções de fluidos biológicos  

 

O sangue foi coletado para contagens total e diferencial de leucócitos e 

obtenção do soro para quantificação de anticorpos IgG. Esfregaços sanguíneos 

foram confeccionados, corados por panótico rápido e avaliados por microscopia de 

luz.  

Vinte microlitros de sangue foram coletados para a diluição em 380 

microlitros de azul de Turkey (Newprov, Produtos para Laboratório) e a contagem 

total de células foi realizada em câmara de Neubauer (Optik Labor). O restante do 

sangue, foi centrifugado (1500 rpm por 10 minutos) para a obtenção do soro, que 

foi armazenado a - 20°C dentro de microtubos de 1ml para avaliação da produção 

de anticorpos IgG, bem como, de citocinas pela técnica de ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay, BD Biosciences). 

 

4.9. Quantificação de citocinas inflamatórias no baço e medula 

 

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

de captura (100 µl/poço) específico para uma determinada citocina, que poderia ser 

TNF-α, IL-1β, IL-17A, INF-γ 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 poço de diluente de ensaio 

1x (Assay Diluent, BD Biosciences). Em seguida, as placas foram lavadas mais 

uma vez e foram adicionadas as amostras (100 µl/poço) do baço, 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 

detecção (100 µl/poço) por 1 hora. Os poços foram novamente lavados e foi 

adicionado o anticorpo secundário conjugado livre (100 µl/poço). Uma solução de 

Tetrametilbenzidina (TMB) foi adicionada aos poços (100 µl/poço) e foi observado o 

padrão de mudança de coloração. A solução de parada da reação foi adicionada 

em cada placa (50 µl/poço) e a intensidade da cor foi medida em um leitor 

automático de placas (ThermoPlate) a 450 nanômetros.  

 

4.10. Obtenção de células do sítio inflamatório  

 

O lavado do bolsão foi realizado com 5 ml de salina estéril apirogênica a 4ºC 

e armazenado em tubos de 15 ml, que foram acondicionados em gelo. As células 

em suspensão 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 câmera de 

Neubauer. A contagem diferencial das células foi realizada pela técnica de citospin 

em lâminas coradas por panótico e analisadas por microscopia. O restante do 

lavado foi armazenado a -80°C para posterior quantificação de citocinas 

inflamatórias presentes e anticorpos IgG.  

 

4.11. Determinação da carga bacteriana 

 

Após o lavado do bolsão, 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 

quantificação do número de colônias formadas após o tempo de cultura. A 

quantificação das UFC foi realizada com o auxílio de um contador de colônias (CP- 

600 Plus, Phoenix).  

 

4.12. Quantificação de citocinas inflamatórias no lavado do bolsão 

 

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

de captura (100 µl/poço) específico para uma determinada citocina, que poderia ser 
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TNF-α, IL-1β, IL-17A, INF-γ 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 poço 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 poço, 

onde estavam presentes os antígenos 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 detecção (100 µl/poço) por 1 hora. Os 

poços foram novamente lavados e foi adicionado o anticorpo secundário conjugado 

livre (100 µl/poço). Uma solução de Tetrametilbenzidina (TMB) foi adicionada aos 

poços (100 µl/poço) e foi observado o padrão de mudança de coloração. A solução 

de parada da reação foi adicionada em cada placa (50 µl/poço) e a intensidade da 

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

 

4.13. Quantificação de IgG1 e IgG2a no soro e no lavado do bolsão  

Três a cinco colônias da bactéria foram solubilizadas em 10 ml de NaOH e 

inativadas em banho-maria por 30 minutos a 60°C. Após o resfriamento, a solução 

foi centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e a 

bactéria foi ressuspendida em 10 ml de tampão (Coating Buffer, BD Biosciences). 

Esta solução foi utilizada para sensibilização de uma placa com 96 poços, no 

volume de 100 microlitros por poço. 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 poço de diluente de ensaio 1x 

( Assay Diluent, BD Biosciences). Após o tempo de bloqueio, as placas foram 

novamente lavadas e em seguida foram plaqueadas as amostras do soro diluído 

(1:50) no volume de 100 microlitros por poço e mantida a temperatura ambiente por 

1 hora, o lavado não foi diluído e plaqueado na respectiva placa também no volume 

de 100 microlitros por poço. Após mais uma lavagem da placa, foram adicionados 

os anticorpos IgG1 e IgG2a anti-IgG1 ou anti-IgG2a (InvitrogenTM), mantidos a 

temperatura ambiente por 1 hora.  

Os poços foram novamente lavados e foi adicionado o anticorpo secundário 

conjugado livre (BD Biosciences) por 1 hora. Após lavar os poços, uma solução de 

Tetrametilbenzidina (BD Biosciences) foi adicionada aos poços e foi observado o 
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padrão de mudança de coloração. A solução de parada da reação foi adicionada 

(50 µl/poço) e a intensidade da cor foi medida em um leitor de placas 

(ThermoPlate) a 450nm. 

 

4.14.  Obtenção de amostras da pele e exsudato inflamatório  

 

Amostras de pele do bolsão foram coletadas e fixadas em formol a 10% 

(Impex, Labimpex). Foram realizados cortes histológicos transversais de 5 

micrômetros em blocos parafinizados. As laminas histológicas foram coradas por 

Hematoxilina e Eosina e avaliadas por microscopia de luz. Foi utilizado o software 

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

 

4.15. Análises estatísticas  

 

Na análise estatística dos experimentos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis 

através do programa GraphPadPrism (versão 5.0, Programa GraphPad Inc., San 

Diego, CA, USA) com pós teste de Dunns. Para os demais desfechos, na 

comparação entre as linhagens foi utilizado o teste Mann-Whitney para realizar as 

comparações entre os grupos. Sendo considerada diferença significativa quando 

p<0,05, com intervalo de confiança de 95%. 
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5. RESULTADOS  

5.1 Desafio com S. aureus não causa leucocitose no sangue periférico 

Para avaliar se o modelo do bolsão de ar em camundongos imunizados 

intradermicamente poderia induzir alterações quantitativas nos leucócitos no 

sangue periférico, este tecido conjuntivo foi coletado de todos os animais nos 

tempos da eutanásia. Desta forma, como observado na figura 3, dados obtidos 

durante a contenção dos animais demonstram que, nos tempos avaliados, animais 

infectados e seus respectivos controles não apresentam leucocitose após o 

desafio. No entanto, camundongos C57Bl/6 imunizados e desafiados com MRSA 

apresentam um número de leucócitos maior que os animais A/j. 

 

Figura 3: Contagem total de leucócitos no sangue periférico (x 105/ml) - Camundongos C57Bl/6 

e A/j previamente imunizados com 106 de amostras de Staphylococcus aureus resistentes a 

meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bolsão de ar com a quantidade de 107 

UFC de amostras MRSA vivas. Após o desafio, os animais foram eutanasiados nos tempos de 6, 12 

e 24 horas.  Os animais tiveram o sangue coletado e quantificado quanto ao número total de 

leucócitos presentes utilizando câmara 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 

leucócitos no sangue periférico, após o desafio, foi realizada uma contagem 

diferencial dos leucócitos por meio de microscopia de luz. A figura 4 representa os 

principais tipos celulares observados durante as análises feitas nas lâminas. Assim 

sendo, é possível perceber que ocorreram diferenças quantitativas no número de 

polimorfonucleares nos animais desafiados com S. aureus.     

 

Figura 4: Contagem diferencial de Neutrófilos no sangue periférico (x105/ml) - Camundongos 

C57Bl/6 e A/j previamente imunizados com 106 de amostrass de Staphylococcus aureus resistentes 

a meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bolsão de ar com a quantidade de 107 

UFC de amostras MRSA vivas. Após o desafio, os animais foram eutanasiados nos tempos de 6, 12 

e 24 horas.  Amostras de sangue foram coletadas, esfregaços sanguíneos confeccionados e a 

contagem diferencial de neutrófilos realizada por microscopia utilizando a câmara de Neubauer 

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

  

Em relação as demais populações de leucócitos, não foram observadas 

diferenças entre mononucleares nos grupos analisados (Figura 5).   
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Figura 5: Contagem diferencial de Monócitos e Linfócitos no sangue periférico (x105/ml) - 

Camundongos C57Bl/6 e A/j previamente imunizados com 106 de amostras de Staphylococcus 

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

quantidade de 107 UFC de amostras MRSA vivas. Após o desafio, os animais foram eutanasiados 

nos tempos de 6, 12 e 24 horas.  Amostras de sangue foram coletadas, esfregaços sanguíneos 

confeccionados e a contagem diferencial de neutrófilos realizada por microscopia utilizando a 

câmara 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 

inflamação na derme do bolsão inflamatório 

 

 

No intuito de avaliar o infiltrado celular presente na derme que recobre o 

bolsão inflamatório nos animais imunizados intradermicamente e desafiados com 

MRSA, a pele do dorso do animal foi coletada e processada para a confecção de 

lâminas histopatológicas. No nosso modelo foram observadas as quantidades e as 

populações celulares presentes no local, pela contagem diferencial. A figura 6 

esquematiza como ficaram as lâminas de todos os grupos analisados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Lâminas representativas do recrutamento leucocitário na derme do bolsão 

inflamatório – Camundongos C57Bl/6 previamente imunizados com 106 de amostras de 

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no 

bolsão de ar com a quantidade de 107 UFC de amostras MRSA vivas. Após o desafio, os animais 

foram eutanasiados nos tempos de 6, 12 e 24 horas. Os animais tiveram a pele do bolsão coletada 

e confeccionadas lâminas histopatológicas que foram analisadas por microscopia de luz (n=6); 

(MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; HK = Heat Killed). 

.  

  Salina / Salina  Salina / MRSA 

Hk/Salina Hk/ MRSA 
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Foram realizadas as contagens totais e diferenciais do infiltrado celular na 

derme dos animais C57Bl/6 para o perfil celular do infiltrado inflamatório no sítio do 

desafio nos grupos. A figura 7 demonstra que animais desafiados com MRSA 

apresentaram intenso infiltrado na pele que recobre o bolsão, entretanto quando 

previamente imunizados, esse infiltrado se mostra menor quanto ao número de 

células em todos os tempos analisados.  

Com o objetivo de analisar de forma relativa a presença das células 

inflamatórias, polimorfonucleares e mononucleares foram quantificados em todas 

as lâminas e representados na figura 8. 
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Figura 7: Recrutamento leucocitário na derme do bolsão inflamatório (/mm2) – Camundongos 

C57Bl/6 previamente imunizados com 106 de amostras de Staphylococcus aureus resistentes a 

meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bolsão de ar com a quantidade de 107 

UFC de amostras MRSA vivas. Após o desafio, os animais foram eutanasiados nos tempos de 6, 12 

e 24 horas. Os animais tiveram a pele do bolsão coletada e confeccionadas lâminas 

histopatológicas que foram analisadas por microscopia de luz (n=6); ( MRSA: Methicillin-resistant 

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

Como é possível analisar, polimorfonucleares são os principais tipos 

celulares presentes na derme dos animais desafiados com S. aureus, sendo que 

da mesma forma que o infiltrado total, essas células também estão em menores 

proporções em animais previamente imunizados (Figura 8). Em relação aos 

mononucleares, não foram observadas diferenças significativas entre os grupos.  



 

24 
 

 

Figura 8: Contagem diferencial do recrutamento leucocitário na derme do bolsão inflamatório 

– Camundongos C57Bl/6 previamente imunizados com 106 de amostras de Staphylococcus aureus 

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

quantidade de 107 UFC de amostras MRSA vivas. Após o desafio, os animais foram eutanasiados 

nos tempos de 6, 12 e 24 horas. Os animais tiveram a pele do bolsão coletada e confeccionadas 

lâminas histopatológicas 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 sítio inflamatório      

No intuito de avaliar quais as possíveis diferenças no quantitativo celular 

presente no ambiente inflamatório, o lavado do bolsão foi realizado. Na figura 9 

podemos perceber que animais desafiados com S. aureus apresentam 

recrutamento de células inflamatórias maior no bolsão de ar. Este infiltrado 

leucocitário em resposta ao desafio foi avaliado também nos tempos de 6, 12 e 24 

horas após o desafio.  Nestes tempos analisados, de maneira interessante, animais 

C57Bl/6 previamente imunizados apresentam um recrutamento precoce de células 

inflamatórias e esse número é mantido por quase todo o tempo analisado. Nesta 

mesma linhagem, animais não imunizados apresentaram uma elevação 

quantitativa mais tardia.  
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Figura 9: Contagem total de leucócitos no lavado do bolsão (x105/ml) - Camundongos C57Bl/6 

e A/j previamente imunizados com 106 de amostras de Staphylococcus aureus resistentes a 

meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bolsão de ar com a quantidade de 107 

UFC de amostras MRSA vivas. Após o desafio, os animais foram eutanasiados nos tempos de 6, 12 

e 24 horas.  Os animais tiveram o lavado do bolsão coletado e quantificado quanto ao número total 

de leucócitos presentes pela câmara de Neubauer (n=6); ( MRSA: Methicillin-resistant 

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

. 

Animais A/j imunizados e seus controles não apresentaram diferenças no 

perfil de recrutamento celular no ambiente inflamatório, além de quantitativamente 

menor quando comparados numericamente com animais C57Bl/6.  

Pela técnica do citospin, é possível quantificar a diferença entre as 

populações 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 C57Bl/6, onde é possível observar o 

infiltrado de polimorfonucleares.  
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Figura 10: Infiltrado leucocitário no bolsão de ar - Camundongos C57Bl/6 previamente 

imunizados com 106 de amostras de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) 

inativadas por calor, foram desafiados no bolsão de ar com a quantidade de 107 UFC de amostras 

MRSA vivas. Após o desafio, os animais foram eutanasiados nos tempos de 6, 12 e 24 horas.  Os 

animais tiveram o lavado do bolsão 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 presença de neutrófilos foi quantificada para avaliação da proporção 

relativa presente no ambiente inflamatório nos diferentes grupos analisados, bem 

como, nos dois tipos de linhagens estudados.  

A figura 11 representa graficamente a quantificação de neutrófilos presentes 

em todos os tempos analisados (6, 12 e 24 horas) após o desafio nas linhagens de 

camundongos C57Bl/6 e A/j. 
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Figura 11: Contagem diferencial de Neutrófilos no lavado do bolsão (x105/ml) - Camundongos 

C57Bl/6 e A/j previamente imunizados com 106 de amostras de Staphylococcus aureus resistentes a 

meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bolsão de ar com a quantidade de 107 

UFC de amostras MRSA vivas. Após o desafio, os animais foram eutanasiados nos tempos de 6, 12 

e 24 horas.  Os animais tiveram o lavado do bolsão coletado e pela técnica do citospin as células 

foram concentradas em lâminas e a contagem diferencial de neutrófilos realizada por microscopia 

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

 

A linhagem de A/j acompanhada neste estudo não apresentou diferenças no 

recrutamento neutrofílico nos grupos estudados, porém, essas células estão em 

proporções quantitativas menores quando comparadas a linhagem C57Bl/6. Na 

figura 12, quando analisados os mononucleares observamos que ocorrem 

proporções e elevações similares aos dos neutrófilos, nos tempos analisados.  
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Figura 12: Contagem diferencial de Macrófagos e Linfócitos no lavado do bolsão (x105/ml) - 

Camundongos C57Bl/6 e A/j previamente imunizados com 106 de amostras de Staphylococcus 

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

quantidade de 107 UFC de amostras MRSA vivas. Após o desafio, os animais foram eutanasiados 

nos tempos de 6, 12 e 24 horas.  Os animais tiveram o lavado do bolsão coletado e pela técnica do 

citospin as células foram concentradas em lâminas e a contagem diferencial de macrófagos e 

linfócitos 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 C57Bl/6 imunizados apresentam maior depuração 

bacteriana no bolsão   

 

Para analisar se a imunização alteraria o padrão de depuração bacteriana 

após o desafio, foram quantificadas as unidades formadoras de colônias (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 após 24 horas de cultivo.   

 

 
 

Figura 13: Representação das culturas de Staphylococcus aureus presentes no lavado do 

bolsão de ar - Camundongos C57Bl/6 previamente imunizados com 106 de amostras de 

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no 

bolsão de ar com a quantidade de 107 UFC de amostras MRSA vivas. Após o desafio, os animais 

foram eutanasiados nos tempos de 6, 12 e 24 horas.  Os animais tiveram o lavado do bolsão 

coletado e foram cultivados em meio BHI (brain heart infusion). As UFCs foram quantificadas após 

24 horas de cultivo (n=6); (MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; HK = Heat Killed). 
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 Com as informações obtidas pelas placas de culturas, foi possível quantificar 

as UFCs presentes, sendo esquematizada em forma de gráficos na figura 14. Foi 

observado que ocorreram dados inversos nas diferentes linhagens analisadas, 

sendo que camundongos C57Bl/6 previamente imunizados apresentaram uma 

menor formação de UFC nos diferentes tempos analisados quando comparados 

com animais da mesma linhagem não imunizados previamente.  

 

 

 

 
 

Figura 14: Carga bacteriana de Staphylococcus aureus no bolsão de ar (UFC x 105 /ml) -  

Camundongos C57Bl/6 e A/j previamente imunizados com 106 de amostras de Staphylococcus 

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

quantidade de 107 UFC de amostras MRSA vivas. Após o desafio, os animais foram eutanasiados 

nos tempos de 6, 12 e 24 horas.  Os animais tiveram o lavado do bolsão coletado e foram cultivados 

em meio BHI (brain heart infusion). As UFCs foram quantificadas após 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 flutuações quantitativas com relação a carga 

bacteriana nos tempos analisados. No tempo de 6 horas, animais imunizados 

seguiram o mesmo padrão da linhagem C57Bl/6, porém os camundongos A/j 

apresentam variações nos tempos seguintes, ocorrendo uma inversão quantitativa 

entre imunizados e seus controles. Por fim, após 24 horas animais B6 imunizados 

apresentaram depuração bacteriana maior que animais A/j imunizados.  

 

 

5.6. A imunização induz elevação de anticorpos IgG2a no soro dos 

animais C57Bl/6 

 

 

Com o objetivo de avaliar se a depuração bacteriana está relacionada a 

produção de anticorpos, foram quantificados pela técnica de ELISA anticorpos da 

classe IgG no soro e no lavado do bolsão de ar.  

A figura 15 mostra que a imunização promove um aumento nos títulos de 

anticorpos IgG2a no soro dos animais C57Bl/6. Apesar das flutuações dos valores 

nos tempos analisados, é possível observar maiores valores para os camundongos 

previamente imunizados. 

Porém, animais A/j imunizados não apresentaram elevações nos títulos 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: Concentrações séricas de anticorpos IgG2a (Densidade Óptica) - Camundongos 

C57Bl/6 previamente imunizados com 106 de amostras de Staphylococcus aureus resistentes a 

meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bolsão de ar com a quantidade de 107 

UFC de amostras MRSA vivas. Após o desafio, os animais foram eutanasiados nos tempos de 6, 12 

e 24 horas. Os animais tiveram o sangue coletado para a obtenção do soro. Posteriormente, as 

concentrações séricas de IgG2a 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 possível perceber que 

ocorrem diferenças significativas entre as linhagens. Uma vez que, animais 

C57Bl/6 imunizados apresentam maiores títulos de anticorpos IgG2a que a 

linhagem A/j imunizada.  
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Para analisar a concentração de anticorpos no local do desafio o lavado foi 

avaliado. Foi observada a presença de anticorpos IgG1 neste local, sem diferenças 

marcantes entre os grupos, nas duas linhagens. Porém, ocorreu uma diminuição na 

quantidade destes anticorpos após 24 horas do desafio (Figura 16).  

 
Figura 16: Concentrações de anticorpos IgG1 no lavado (Densidade Óptica) - Camundongos 

C57Bl/6 previamente imunizados com 106 de amostras de Staphylococcus aureus resistentes a 

meticilina (MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bolsão de ar com a quantidade de 107 

UFC de amostras MRSA vivas. Após o desafio, os animais foram eutanasiados nos tempos de 6, 12 

e 24 horas. Os animais tiveram o lavado do bolsão coletado. Posteriormente, as concentrações no 

lavado de IgG1 foram determinadas pela técnica de ELISA (n=6); (MRSA: Methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus; HK = Heat Killed);(*p<0,05). 
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5.7. Animais C57Bl/6 imunizados produzem IL-17A no sítio inflamatório 

após o desafio  

No intuito de avaliar se após o desafio os animais imunizados produziram IL-

17A o lavado do ambiente inflamatório foi coletado e pela técnica de ELISA foi 

determinada a quantidade desta citocina no material coletado. Sendo assim, foi 

observado que após 24 horas do desafio, animais B6 imunizados apresentaram 

elevações significativas de IL-17A quando comparados a B6 não imunizados e 

desafiados (Figura 17). 

 

 

Figura 17: Quantificação de IL-17A no ambiente inflamatório (pg/ml) – Camundongos C57Bl/6 e 

A/j previamente imunizados com 106 de amostras de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina 

(MRSA) inativadas por calor, foram desafiados no bolsão de ar com a quantidade de 107 UFC de 

amostras MRSA vivas. Após o desafio, os animais foram eutanasiados nos tempos de 6, 12 e 24 

horas. Os animais tiveram o lavado do bolsão coletado e avaliado pela técnica de ELISA quanto a 

presença de IL-17A (n=6); (MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; HK = Heat Killed); 

(*p<0,05). 

 

Entretanto, nos animais A/j as elevações das quantidades de IL-17A não 

foram significativas entre os grupos nos tempos analisados.  
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Figura 18: Quantificação de IL-1β e TNF-α presentes no ambiente inflamatório (pg/ml)– 

Camundongos C57Bl/6 previamente imunizados com 106 de amostras de Staphylococcus aureus 

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

quantidade de 107 UFC de amostras MRSA vivas. Após o desafio, os animais foram eutanasiados 

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

avaliados pela técnica de ELISA quanto a presença das citocinas IL-1β e TNF-α (n=6); (MRSA: 

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

 

 

A análise das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α pela mesma técnica 

demonstrou não haver diferenças entre os grupos, bem como entre as linhagens 

nos tempos analisados (Figura 18). 

 

5.8. Animais imunizados e desafiados com S. aureus não apresentam 

alterações nas citocinas analisadas no lavado no bolsão de ar, medula 

e baço 

Com o objetivo de avaliar se a imunização promove uma elevação das 

principais citocinas após o desafio, as amostras obtidas do lavado, medula e do 
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baço foram analisadas pela técnica de ELISA para a quantificação destas citocinas. 

Sendo assim, foi possível perceber que mesmo após o desafio com a bactéria, não 

ocorreram alterações significativas destas citocinas nestes sítios corpóreos (Figura 

19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 19: Quantificação de citocinas em diferentes sítios corpóreos no camundongo C57Bl/6 

(pg/ml) – Camundongos C57Bl/6 previamente imunizados com 106 de amostras de Staphylococcus 

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

quantidade de 107 UFC de amostras MRSA vivas. Após o desafio, os animais foram eutanasiados 

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

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

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

 

Em processos infecciosos, a geração de uma resposta protetora adequada é 

o principal aspecto que irá distinguir se o hospedeiro irá progredir para cura ou 

desenvolver a doença. A busca por uma imunidade protetora contra S. aureus vem 

sendo amplamente estudada, desta forma, o presente trabalho mostrou uma 

correlação entre a produção de anticorpos IgG e a redução da carga bacteriana em 

um modelo murino de imunização intradérmica. A menor carga bacteriana nos 

animais imunizados se correlacionou, também, com uma menor inflamação no sítio 

de infecção e uma maior produção local de IL-17A.  

Inicialmente, a imunização dos camundongos se deu com a bactéria 

resistente a meticilina, devido as maiores chances dessa cepa em produzir fatores 

de virulência em maiores proporções (GORDON; LOWY, 2008). Além disso, a 

patogenicidade, bem como, a produção de fatores de virulência já são amplamente 

descritos em cepas resistentes a antibióticos (OTTO, 2012). No presente estudo, 

utilizamos a bactéria inteira, sendo este fato mais próximo da realidade das 

infecções. No entanto, muitas vezes em processos inflamatórios não 

necessariamente a bactéria esteja presente, mas sim determinadas toxinas por ela 

produzidas (FREES; SORENSEN; INGMER, 2005; VELAZQUEZ-MEZA, 2005).  

Quando analisado o perfil de leucócitos no sangue periférico não 

encontramos diferenças quanto ao total de leucócitos. No entanto, os neutrófilos 

estão entre os principais tipos celulares que se elevam na corrente sanguínea após 

uma infecção bacteriana (MEKONTSO-DESSAP et al., 2005; MEHRZAD; 

DUCHATEAU; BURVENICH, 2009; CHO et al., 2012). Diferentes trabalhos com S. 

aureus mostram a elevação de neutrófilos no sangue periférico após o desafio 

(HERMANN et al., 1990; FOWLER et al., 2005; RIGBY; DELEO, 2012). Estes 

trabalhos apresentam vários sítios corpóreos que foram utilizados para o desafio 

(ASAI et al., 2010; CHO et al., 2012; TAKAHASHI et al., 2013).  

 Diversos fatores podem levar a neutrofilia, como a liberação de adrenalina 

durante o estresse de manipulação (PARKS; DAVIS, 2012). Contudo, nossos 

grupos controles não mostraram neutrofilia significativa nos diferentes tempos 

analisados e quanto a isso, não foram observadas diferenças entre as linhagens. 

Na literatura, buscou-se os dados hematológicos das linhagens, sob condições 

normais (HARRISON, S. D., JR. et al., 1978).  
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Tais dados, nos permitiram avaliar se nossos animais estavam com seus 

padrões hematológicos dentro da normalidade. Nossos dados são próximos, 

ressaltando que a indução do bolsão gera um estresse no animal, com 

consequente liberação de catecolaminas e cortisol, levando a leucocitose. Além 

disso, o número de animais usados nos grupos é menor quando comparados a 

trabalhos com estudos hematológicos (HARRISON, S. D., JR. et al., 1978; 

BENSCHOP; RODRIGUEZ-FEUERHAHN; SCHEDLOWSKI, 1996).  

Ademais, quando comparadas as duas linhagens quanto ao perfil de 

leucócitos no sangue periférico, foi observado que animais B6 imunizados 

apresentaram uma maior elevação celular nas horas avaliadas. Diferentes 

trabalhos descrevem a importância de uma resposta inicial rápida, com elevações 

celulares, principalmente em infecções bacterianas onde esses agentes colonizam 

o tecido rapidamente  (PHILLIPS et al., 1978; MURPHY et al., 2014). 

Mecanismos envolvidos na sinalização podem estar relacionados nessa 

diferença no recrutamento celular. Sobretudo quando observamos na literatura 

trabalhos que descrevem a presença dos componentes do sistema complemento, 

C3a e C5a, onde os animais A/j apresentam deficiência 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 sítio infamatório.    

Porém, elevações das populações celulares na corrente sanguínea podem 

ser influenciadas por muitos fatores, podendo não necessariamente está 

relacionado ao desafio bacteriano. Além do mais, no presente estudo, 

correlacionamos a redução da carga bacteriana com a concentração sérica de 

anticorpos IgG. Nossos dados reafirmam em um modelo de imunização diferente a 

importância da imunidade humoral no controle de uma infecção bacteriana 

extracelular assim como tem sido apontado por outros autores (FENG et al., 2013). 

Animais da linhagem C57Bl/6 apresentaram elevações nos títulos de IgG2a 

no soro, entretanto, o mesmo não ocorreu com a linhagem A/j. Em modelos de 

estudos, a imunidade protetora contra microrganismos extracelulares gram 

positivos é influenciada, sobretudo, por opsononização e fagocitose com 

participação dos anticorpos específicos para os polissacarídeos presentes na 

cápsula e tem sido uma excelente forma de obter proteção pós desafio (JUNG et 

al., 2012). 



 

39 
 

Anticorpos da classe IgG2a são fundamentais na resposta contra S. aureus. 

Diferentes autores descrevem a participação deste anticorpo na imunidade contra 

este patógeno. O fato de que o grupo C57Bl/6 imunizados tiveram proteção e 

diminuição nas cargas bacterianas no ambiente inflamatório, pode estar 

relacionado a obtenção de anticorpos proporcionada pelas imunizações (WOODY 

et al., 1998; JUNG et al., 2012; FENG et al., 2013).  

Essa correlação é importante, pois diferentes trabalhos descrevem 

insucessos após a tentativa de desenvolver imunizações contra S. aureus 

(PROCTOR, 2012; FOWLER; PROCTOR, 2014). Parte disso, está ligado ao fato 

desta bactéria fazer parte da microbiota normal de seres humanos e, desta forma, 

este microrganismo desenvolveu diferentes mecanismos de evasão contra a 

resposta imune (ROOIJAKKERS; VAN KESSEL; VAN STRIJP, 2005; RIVAS et al., 

2007). 

Além disso, existem diferenças marcantes entre as cepas de S. aureus, o 

que influencia diretamente o tipo de resposta inflamatória contra este patógeno e 

dificulta o entendimento dos processos inflamatórios contra essa bactéria 

(SCHAUDER; BASSLER, 2001; INOUE et al., 2013). Trabalhos relatam que são 

bem diversas as respostas inflamatórias em relação a produção de anticorpos anti-

S. aureus (VERKAIK et al., 2010). Tal fato, é uma barreira para a padronização no 

entendimento da resposta imune mediada por anticorpos frente a este 

microrganismo. 

Títulos elevados de IgG2a são importantes elementos contra estruturas 

bacterianas como os polissacarídeos capsulares e ácidos teicóicos e lipoteicóicos 

(JUNG et al., 2012). As diferenças encontradas entre as linhagens na produção de 

anticorpos e na proteção, pode estar correlacionada na interação que ocorre entre 

anticorpos da classe IgG com proteínas do sistema complemento (DROMER et al., 

1989). 

Por exemplo, IgG1 pode se ligar ao C1q e ativar a via clássica do 

complemento, conduzindo a opsonização 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 deficiência no sistema 

complemento, fato que pode explicar o porquê da não proteção observada nestes 

animais após o desafio. Porém, a especificidade dessa informação deve ser melhor 

avaliada com a quantificação de proteínas do sistema complemento, dentre outras 
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avaliações. Trabalhos com outros patógenos apontam a importância da interação 

de anticorpos IgG com componentes do sistema complemento como o C5. Tal 

interação provoca melhora na opsonização, bem como, um melhor direcionamento 

dos processos inflamatórios (DROMER et al., 1989).  

Na literatura, já é bem descrito que o modelo A/j apresenta deficiência no C5 

do complemento (GERARD; GERARD, 1994a; MULLICK et al., 2006). Na 

deficiência do complemento, a interação anticorpos-complemento está prejudicada 

e o animal A/j fica mais suscetível a infecções bacterianas, devido a falta do C5 

(HOMANN et al., 1997; AHN et al., 2010). 

O sistema complemento é composto por várias proteínas, sendo o C5 uma 

delas, trata-se de uma proteína solúvel, formada basicamente por duas cadeias α e 

β, unidas entre si por uma ponte dissulfeto, estando o seu gene localizado no 

cromossomo 2 murino. Alguns autores trazem diferenças entre a expressão dessa 

proteína em modelos murinos, como por exemplo, duas variantes alélicas desse 

gene, sendo uma delas responsável pela ausência 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 deleção de dois pares de 

base (Timina e Adenina) no éxon 7 do gene referente a expressão dessa proteína. 

Sendo assim, ocorre a formação de um códon de parada prematuro que impede a 

tradução do RNA mensageiro em uma proteína C5 funcional (WETSEL; 

FLEISCHER; HAVILAND, 1990; HAVILAND et al., 1991). O sistema complemento 

é um fator fundamental no combate a infecções por S. aureus. 

Entre os mecanismos de virulência deste patógeno, estão os que visam inibir 

as proteínas do complemento. Na literatura, estão descritos trabalhos que 

avaliaram a inibição do sistema complemento por proteínas liberadas por S. aureus 

(LANGLEY et al., 2005). Em um deles, a proteína SSL7 liberada por esse patógeno, 

promoveu a inibição do C5, bem como sua conversão em C5a pela C5 convertase, 

além da inibição de anticorpos, como o IgA que também interage com o 

complemento (LAURSEN et al., 2010).  

Após a conversão do C5, são formadas duas proteínas C5a e C5b. Esta 

última, é o maior fragmento sendo descrito como uma molécula com capacidade 

quimiotática, o outro fragmento, C5a, é relatado que desempenha diversas funções 

no organismo, participando da resposta imune através do aumento da síntese de 
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moléculas de adesão por células endoteliais, atração de leucócitos circulantes para 

o sítio inflamatório, elevação da capacidade de eliminação de partículas 

fagocitadas por neutrófilos e macrófagos, dentre outros (MANTHEY et al., 2009).  

Já é bem descrito a capacidade bloqueadora dessas proteínas por S. aureus, 

mas além de bloquear diretamente os componentes produzidos, este patógeno 

pode bloquear as estruturas que convertem essas proteínas do complemento 

(JONGERIUS et al., 2007). Todos esses dados, reforçam a vulnerabilidade que a 

linhagem deficiente de complemento apresenta quando desafiada com este coco. 

Outro fato é a capacidade de expressão no neutrófilo quando estimulado de 

receptores para C3 e C5, pertencentes a família de GPCRs (receptores acoplados 

a proteína G) (VAN KESSEL; BESTEBROER; VAN STRIJP, 2014). PMN 

expressam um grande número de GPCRs no momento da defesa do organismo, 

eles podem detectar peptídeos bacterianos, toxinas, quimiocinas, entre outros 

(LATTIN et al., 2007; SUN; YE, 2012). Quando ativados por proteínas do 

complemento, esses receptores aumentam a formação de espécies reativas de 

oxigênio 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 neutrófilos 

para o sítio inflamatório, possivelmente, devido à falta da interação proteína-

receptor (SNYDERMAN; PHILLIPS; MERGENHAGEN, 1971). Quando incubados 

neutrófilos obtidos de camundongos deficientes de C5 com o soro de outra 

linhagem detentora dessa proteína, foi percebido um aumento na quimiotaxia 

dessas células in vitro (MARDER et al., 1985). 

 Essa proteína tem sua ação por estímulos em receptores específicos, entre 

eles, temos o C5aR e C5L2, porém, este último não permanece acoplado a 

nenhuma proteína G, além do mais, ainda não está elucidado o seu mecanismo de 

ação e sua função biológica (GAO et al., 2005). Contudo, outros estudos mostram 

que animais deficientes de C5L2 têm uma resposta reduzida a determinados 

estímulos inflamatórios (CHEN et al., 2007). 

Essa interação entre complemento e anticorpos é fundamental para a 

resposta inflamatória contra S. aureus, sobretudo porque individualmente, esses 

componentes podem não ser eficazes na defesa contra esse patógeno. Uma vez 

que, bactérias gram-positivas e microrganismos encapsulados geralmente são 

resistentes a essa atividade do MAC. Porém, em animais previamente 
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sensibilizados, o controle da infecção ocorre de maneira mais inicial e direcionada 

ao patógeno, algo que pode dificultar a expressão de mecanismos de evasão.  

A deficiência do componente C5 é pouco descrita, sabe-se que o 

componente C5a liga-se ao receptor C5a-R que pertence à família das proteínas G, 

para ativação da proteína quinase C (PKC). As PKCs ativadas fosforilam a proteína 

p47-phox, inciando a cascata do complexo phox nos fagossomos. Logo, sem estes 

fatores, ocorre uma redução na função dos fagócitos (GERARD; HUGLI, 1981; 

GERARD; GERARD, 1994b; MOLLNES et al., 2002; DANIEL et al., 2006). 

A redução de função desses fagócitos, como por exemplo macrófagos, está 

relacionada à menor produção de espécies reativas de oxigênio e deficiente 

ativação de NADPH oxidase, havendo pouca geração de íon superóxido e de 

outros subprodutos bactericidas (DANIEL et al., 2006).   

S. aureus possui cápsula e necessita ser revestido por complemento para 

ser fagocitado pelas células inflamatórias (CUNNION; LEE; FRANK, 2001; 

CUNNION; FRANK, 2003). Contudo, um forma importante de defesa é extracelular, 

através de lise pelo complexo de ataque a membrana (MAC) mediada pelos 

componentes do complemento (SERRUTO et al., 2010). Na ausência destes 

fatores, como na deficiência de C5 no camundongo A/j, a formação do MAC pode 

ser prejudicada, acarretando uma maior susceptibilidade à infecções bacterianas 

(AHN et al., 2010). 

Porém, autores trazem relatos que apenas o complemento sem a 

participação direta de anticorpos não é suficiente para provocar a depuração 

bacteriana de bactérias gram positivas, por neutrófilos e macrófagos (FRANK; 

JOINER; HAMMER, 1987; CHABOT-ROY et al., 2006). Desta forma, a proteção 

observada no animal B6 imunizado pode ser devido a uma atuação mútua do 

sistema complemento e anticorpos da classe IgG.  

Corroborando ainda com esse dado, animais B6 não imunizados 

apresentam o sistema complemento e mesmo assim, não foi observada proteção 

nestes animais. Outros autores trazem relatos que a deficiência deste 

componentes no modelo A/j leva a uma resposta desregulada na produção de 

citocinas (MULLICK et al., 2004).  

Camundongos B6 e A/j são amplamente estudados, sobretudo para 

investigar o controle genético da imunidade do hospedeiro a patógenos infecciosos. 

Em estudos com modelos de sepse, animais A/j apresentaram maior 
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susceptibilidade a infecções que o camundongo B6, especialmente durante a fase 

aguda de infecção (DOMINGUEZ-PUNARO MDE et al., 2008). 

Além de todos esses fatores citados, desde a década de 70 que autores já 

descrevem que o componente C5 é fundamental para a atração de leucócitos para 

o sítio de inflamação (SNYDERMAN; PHILLIPS; MERGENHAGEN, 1971; WARD; 

ZVAIFLER, 1971). Neste estudo, foi observado que animais A/j apresentaram um 

menor recrutamento celular para o bolsão de ar nos tempos iniciais após uma 

infecção por S. aureus. Componentes presentes na superfície bacteriana como o 

fator de aglomeração A, a proteína A e o polissacarídeo capsular já são descritos 

na literatura por dificultarem o reconhecimento pelas opsoninas na superfície da 

bactéria (FOSTER, 2009). 

A opsonização e fagocitose são passos iniciais para a captura da bactéria 

pelos fagócitos com ativação da cascata do complemento (KUROKAWA et al., 

2013). Neste estudo, as primeiras horas pós infecção foram avaliadas e foi 

observado já a presença desses anticorpos no lavado dos animais. Porém, após 24 

horas, ocorreu uma redução dos títulos de IgG1 no lavado dos camundongos 

C57Bl/6, provavelmente por serem consumidos após a opsonização e fagocitose, 

dado que fortalece ainda mais a prerrogativa da ação destes anticorpos na 

proteção.  

Neste ponto, nosso trabalho mostrou haver uma menor quantidade de 

neutrófilo 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 depuração bacteriana. Isso é 

relevante, pois quanto maior a inflamação, maiores são 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 sítio infeccioso e sua ativação pode 

ser fundamental para o controle da carga bacteriana. Além disso, a imunização 

intradérmica foi capaz de conferir uma imunidade sistêmica frente ao fato do 

desafio ter ocorrido em um sítio corporal diferente da região da imunização. 

Anticorpos podem direcionar a resposta de neutrófilos, porém outros fatores tem 

forte impacto na atuação de polimorfonucleares, como por exemplo, células Th17. 

Mesmo com os relatos que células Th17 estejam relacionadas com a 

patogênese de várias auto-imunidades e doenças inflamatórias crônicas, como 
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encefalomielite, lúpus, esclerose múltipla, 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 participação benéfica proporcionada pela IL-17 em modelos de infecção cutânea 

(MILLER; CHO, 2011). Em outros sítios corpóreos, recentemente, em modelo de 

infecção pulmonar, foi observado que a exposição aos antígenos estafilocócicos, 

induziu respostas mediadas tanto por linfócitos Th1 como Th17, além da migração 

de polimorfonucleares, causando inflamação pulmonar (KIM, M. R. et al., 2012).  

Dentre os locais onde S. aureus pode colonizar, as fossas nasais são o 

principal reservatório. Neste local, camundongos knockout para IL- 17 foram 

incapazes de eliminar eficazmente S. aureus. Sendo assim, respostas imunes 

associadas à Th17 podem ser alvos estratégicos para eliminar infecções 

persistentes em seres humanos (ARCHER; HARRO; SHIRTLIFF, 2013). 

Muitos trabalhos têm descrito que esta citocina é produzida por linfócitos T, 

porém, a maior parte deste componente em processos inflamatórios é secretada 

por células da imunidade inata (CUA; TATO, 2010). A liberação de IL-17A por 

neutrófilos tem sido descrita por diferentes autores (LEY; SMITH; STARK, 2006; 

WERNER et al., 2011). Camundongos deficientes em IL-17A ou IL-17F se 

mostraram susceptíveis a infecções de pele causadas por bactérias gram-positivas, 

como S. aureus (CYPOWYJ et al., 2012). No mesmo estudo, foi demonstrado que  

a  administração de anticorpos neutralizantes de IL-17A foi correlacionada com 

menor formação de abscessos intra-abdominais, prejuízos na defesa sistêmica e 

infecções bacterianas exacerbadas (CYPOWYJ et al., 2012).  

Corroborando com autores que ressaltaram o papel da IL-17A na proteção 

contra infecções por S. aureus, nossos resultados apresentaram elevações dessas 

citocinas em animais B6 imunizados 24 horas após o desafio. Destacando dessa 

forma, que o direcionamento da resposta inflamatória promovida pela imunização 

foi importante para a proteção nesses animais. Autores relatam que a exposição 

prévia levou a proteção de camundongos e com elevações quantitativas de IL-17 

(JOSHI et al., 2012).  

Neste trabalho, avaliamos a resposta inflamatória nas primeiras horas após 

o desafio, com o tempo de no máximo 24 horas. Neste aspecto, os trabalhos são 

pouco conclusivos com relação ao desfecho da infecção, já que alguns autores 

trazem que nas primeiras horas IL-17 já começaria a agir, porém, outros avaliam 
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um período maior de tempo para a atuação desta citocina (CHO et al., 2010; 

ARCHER; HARRO; SHIRTLIFF, 2013).  

Com outros patógenos, estudos anteriores também mostraram que o eixo de 

citocinas relacionadas com o padrão Th17 desempenha um papel protetor, como 

por exemplo, atuando na proteção contra as infecções bacterianas e fúngicas por 

Micobacterium tuberculosis e Pneumocystis jiroveci (RUDNER et al., 2007; MONIN 

et al., 2015). 

Poucos são os relatos que abordam a importância de citocinas deste perfil 

após processos infecciosos por S. aureus. Desta forma, este trabalho apresenta 

mais um dado para a construção do melhor mecanismo de proteção bem como 

resposta imune em infecções causadas mundialmente por este coco. Porém, mais 

trabalhos devem ser realizados na busca pelo esclarecimento pleno da atuação de 

células Th17 na infecção por S. aureus.  

No acompanhamento nos animais, não foi observado em nenhum deles a 

formação de abscessos durante as imunizações. A via intradérmica utilizada é 

descrita como uma das melhores vias para a indução de uma imunidade adaptativa 

contra o patógeno estudado, principalmente por não levar a indução de tolerância 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 

infecções no ambiente intradérmico. Na pele, modelos de imunização com S. 

aureus, resultaram em redução do tamanho da lesão e presença de intenso 

infiltrado neutrofílico quando os animais foram desafiados. A magnitude do infiltrado 

tem sido correlacionada com um aumento na produção de citocinas, como IL-17 e 

quimiocinas relacionadas com a quimiotaxia de polimorfonucleares (TKACZYK et 

al., 2013).  

A dose do antígeno, a via e o esquema de imunização, são fatores atuantes 

na indução da resposta imune. As vias de inoculação subcutânea, intradérmica e 

intramuscular levam geralmente os imunógenos para os nódulos linfáticos 

regionais, e, mais frequentemente, induzem a imunidade celular. 

Neste estudo, usamos a via intradérmica sobretudo por terem uma 

população de células dendríticas nessa região sendo apresentadoras de antígenos 

eficazes e assim, apresentam papel fundamental na determinação da resposta 

imune (CLAUSEN; KEL, 2010). Células apresentadoras de antígenos durante seu 

processo de migração passam por processos de maturação celular e desenvolvem 
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propriedades potentes para o estímulo celular, sobretudo MCH II para células T 

naïives levando a processos de diferenciação celular em linfócitos.  Esse processo, 

foi reforçado neste estudo, uma vez que usamos 3 imunizações em intervalos de 

14 dias.  

Assim, quando chegam ao linfonodo drenante as células dendríticas já estão 

em um fenótipo maduro, capaz de levar a ativação de linfócitos e assim iniciar uma 

resposta imune eficiente especialmente adaptada a combater patógenos. A partir 

da análise dos dados literários, é possível correlacionar a participação dessas 

células em infecções causadas por gram positivas, uma vez que vários 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 imunização que o nosso 

obtiveram resultados promissores. Além disso, no nosso trabalho foram utilizadas 

doses relativamente baixas de estímulo quando comparadas as usadas por outros 

autores (CHO et al., 2012).  

O modelo de bolsão inflamatório propiciou a observação de citocinas, 

anticorpos, bem como células presentes nos tempos analisados nos animais 

imunizados e infectados. Por ser de realização e analise simples, este modelo de 

estudo se torna importante pela fácil obtenção de material biológico para análise 

por diversas técnicas. Desta forma, permite uma análise mais precisa do que 

ocorre no ambiente da inflamação.  

Em relação as outras citocinas analisadas até então, não foram encontradas 

diferenças entre os grupos estudados, quando analisamos sistemicamente, este 

fato pode estar relacionado ao tempo que analisamos. Neste tempo, 

possivelmente, atuação de quimiocinas seria um fator marcante. Porém, em 

modelos de imunização do S. aureus citocinas como IFN-У não tiveram elevações 

quantitativas importantes, porém, esses dados são controversos, necessitando de 

mais estudos para elucidação do papel desta citocina após a imunização 

(MURPHY et al., 2014). 

Desta forma, este estudo traz importantes informações que vão permitir 

fornecer a literatura mais um dado para a complexa elucidação da resposta 

inflamatória 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 patógeno.  
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7. CONCLUSÃO 

 

O presente trabalho demonstrou que a imunização intradérmica com S. 

aureus promove proteção em camundongos C57Bl/6, com a redução da carga 

bacteriana correlacionando-se com aumento da concentração sérica de anticorpos 

IgG. Além disso, também foi observado uma menor inflamação no sítio de infecção 

e uma maior produção local de IL-17A. Contudo, no outro modelo animal utilizado, 

A/j, não foram encontrados resultados semelhantes, o que culminou com a não 

proteção nesta linhagem. A análise literária permite pressupor que neste modelo 

animal, a deficiência do componente do complemento, C5, esteja relacionada com 

a não interação dessas proteínas com anticorpos, diminuição da opsonização e 

fagocitose além da redução da quimiotaxia de polimorfonucleares. E, por fim, esta 

linhagem de camundongos não apresentou uma produção significativa de IL-17A 

no ambiente inflamatório. O entendimento da resposta protetora contra a infecção 

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 patógeno.  
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