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Atualmente, o patégeno Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) vem se tornado objeto de
varios estudos, devido as altas taxas de morbidade e mortalidade. No entanto, pouco se sabe sobre a
reposta imune associada ao controle desta infeccdo. Assim, o objetivo do presente estudo foi investigar o
efeito da imunizacdo intradérmica com MRSA e a resposta inflamatéria no sitio de infeccdo. Para a
realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos A/J que foram imunizados com cepa de
MRSA. Apoés o desafio, foram coletadas amostras do sangue, soro, linfonodo drenante e orelha para
andlises histopatoldgicas. A partir do esfregaco sanguineo, foi observada neutrofilia nos grupos
desafiados com MRSA. A analise histopatolégica mostrou infiltrado inflamatério em todos os grupos
estudados. Foi observado também que, a imunizagdo intradérmica promove hiperplasia no linfonodo
drenante, entretanto, ndo foram observadas diferengas nos perfis de citocinas pro-inflamatérias nos
grupos estudados. Conclui-se que had uma predominancia de neutréfilos no sitio de estudo e que a
hiperplasia observada no linfonodo pode ser correlacionada com o aumento no nimero de linfdcitos

Th17, que poderiam contribuir para a diminuicdo da carga bacteriana neste 6rgao.
Palavras-chave: Staphylococcus aureus, imunizagéo, neutréfilo.

Currently, the pathogen Staphylococcus aureus resistant to methicillin (MRSA) has become the subject of
several studies, because of the high morbidity and mortality. However, little is known about the immune
response associated with control of this infection. The objective of this study was to investigate the effect
of intradermal immunization with MRSA and the inflammatory response at the site of infection. For the
experiments, A /J mice were used and immunized with MRSA strain. After the challenge, blood samples,
serum, draining lymph nodes and ear were collected for histopathological analysis. From the blood
smears were observed higher neutrophil counts in challenged groups with MRSA. Histopathological
analysis showed inflammatory infiltrate in all groups. It was also observed that intradermal immunization
promotes hyperplasia in the draining lymph node, however, no differences were observed in the profiles
of pro-inflammatory cytokines in both groups. It follows that there is a predominance of neutrophils in the
lesion site and that the hyperplasia observed in lymph node may be correlated with the increase in the

number of lymphocytes Th17, that could contribute to the reduction of bacterial load in this organ.
Keywords: Staphylococcus aureus, immunization, neutrophil.
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1. INTRODUCAO

O Staphylococcus aureus é um importante patdgeno humano associado com alta mortalidade
e morbidade em um amplo espectro de infecces hospitalares e comunitarias [1]. Esta bactéria
pode causar diversos agravos a saude, que vdo desde infecgdes de pele até doencas invasivas,
como infecgdes de tecidos moles, pneumonias, osteomielite e sepse [2].

O S. aureus possui um arsenal de fatores de viruléncia que lhe permite escapar da resposta
imune do hospedeiro e causar a doenca clinica [3]. Estes compreendem proteinas de superficie
celular (ex., proteina A), toxinas extracelulares (hemolisina alfa, beta e gama, enterotoxinas),
enzimas (lipase, proteases, nucleases) e peptideos (Modulinas Fenol Soluveis - PSMs), bem
como, proteinas de superficie e da parede bacteriana (ex., Acido Lipoteicoico - LTA) [4]. O S.
aureus expressa diversos fatores concebidos especificamente para evadir a resposta imune do
hospedeiro, incluindo uma capsula extracelular anti-opsonizacdo, que o protege da acdo de
anticorpos e componentes da imunidade inata. Além disso, este patdgeno produz proteinas
inibidoras de quimioatraentes de neutréfilos e da cascata do complemento, proteinas de ligacdo
a imunoglobulinas (proteina A staphylococal ou Spa) e enzimas que auxiliam na sobrevivéncia
dentro do fagossomo de neutrofilos (superéxido dismutase) [5]. A maioria das cepas de S.
aureus também produz diversas invasinas (tais como, hialuronidases e estafiloquinases) e/ou
toxinas (enterotoxinas A e B, a toxina e leucocidina Panton-Valentine) que promovem danos
aos tecidos e desempenham um papel importante no choque séptico [6,7]. Estes componentes
bacterianos e os produtos secretados afetam a patogénese da infec¢do por S. aureus e tém sido
descritos como contribuidores para o desenvolvimento da doenca [8].

E de particular interesse a cepa Meticilina-resistente de S. aureus (MRSA), que desde o
inicio de 1990 aumentou dramaticamente e surgiu como uma das principais causas de infec¢des
adquiridas nos hospitais [9]. Infec¢Bes causadas por cepas multirresistentes de Staphylococcus
limitam as opcOes terapéuticas e estdo associados com custos mais elevados do que as infecgdes
causadas por cepas sensiveis [10].

O S. aureus provoca uma forte resposta inflamatoria, resultando na migragédo de um grande
numero de neutréfilos e macréfagos para o sitio da infecgdo [11]. A maioria das cepas de S.
aureus induz a producdo da interleucina-1p (IL-1p), IL-6 e IL-12p70 em mondcitos in vitro, e
isso pode resultar em uma polariza¢do da resposta imune para Thl in vivo [12]. Essa resposta
fagocitica de leucdcitos polimorfonucleares nas infecges por S. aureus € um determinante
critico do resultado da infecgdo [13]. O recrutamento de neutréfilos e a formacéo de abscesso
sd80 uma caracteristica das infeccBes por S. aureus e sdo necessarios para a eliminagdo do
patégeno [14].

Embora amplamente estudada, a imunidade protetora natural contra o S. aureus ainda é
pouco compreendida [10,13]. Recentemente a importancia das células T e das citocinas do
sistema imune inato nas infeccbes por S. aureus tém sido objeto de estudo [15,16]. Foi
observado que as células T desempenham um papel fundamental na prevenc¢do da infeccdo por
S. aureus, como demostrado em modelos de infecgdes local e disseminada. Estes estudos
estabelecem uma conexdo entre células T e neutréfilos, em que a citocina IL-17 é importante
para o recrutamento de neutréfilos, aumentando a quimiotaxia e atuando de forma sinérgica com
0 TLR2 para aumentar a atividade bactericida [17,18]. Além disso, a resposta Th17 pode ser
importante na imunidade contra o S. aureus por se tratar de um patdgeno intracelular [19] e a
producdo da IL-17 induz a resposta Thl que é importante na abordagem contra tais
microrganismos [20].

A imunopatogénese da infec¢do por S. aureus € dependente de uma complexa rede de
interagcdes envolvendo tanto o microrganismo quanto fatores do hospedeiro. A natureza das
células que compdem o infiltrado inflamato6rio é de suma importancia para determinar o curso
da infeccdo. Diversos trabalhos demonstram que neutrofilos representam a maioria das células
presentes nas lesdes causadas por S. aureus [21, 22] sugerindo uma comunicacdo entre 0 sangue
periférico e o sitio da lesdo. O grau de ativacdo celular e as substancias que sdo produzidas pelas
diferentes populagdes de células que migram para o sitio da lesdo favorecem o controle da
infeccdo e também podem estar associadas com a patogénese da doenca. No entanto, poucos
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trabalhos avaliam a cooperacéo celular existente na resposta inflamatoria contra o S. aureus e a
cinética celular estabelecida entre o sitio infectado e o linfonodo drenante da les&o.

Diferentes modelos sdo utilizados para avaliacdo dos eventos envolvidos na resposta imune
frente a infecgdes bacterianas. O modelo de imunizagdo e infeccdo intradérmica mimetiza o que
acontece durante uma infeccdo natural, por isso foi o escolhido no presente estudo. A derme e
epiderme sdo ricas em células apresentadoras de antigenos, assim, 0 modelo de imunizagdo e
infecgdo intradérmica sugere uma entrega mais eficaz do antigeno, utilizando uma menor dose
[23].

No presente estudo, investigamos o efeito da imunizacdo intradérmica com S. aureus
resistente a meticilina e a resposta no sitio de infec¢cdo com o intuito de determinar os eventos
inicias da resposta imune desenvolvida durante esta infeccéo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem A/J entre seis e oito semanas, mantidos no
biotério da Universidade Federal da Bahia, Campus Anisio Teixeira (IMS-CAT), em condic¢des
controladas de temperatura, tendo livre acesso a 4gua e comida. O estudo foi aprovado pelo
comité de ética em pesquisa da Universidade Federal da Bahia (IMS-CAT), Protocolo n°
001/2013.

2.2. Preparo da cepa bacteriana

Foi utilizada uma cepa virulenta de Staphylococcus aureus MRSA cedida pelo laboratério de
Microbiologia e Imunologia da Universidade Federal da Bahia (IMS-CAT). As bactérias foram
obtidas a partir de isolados clinicos de hospitais locais [24]. A cepa de MRSA foi cultivada em
meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion), as col6nias foram diluidas em solucéo salina estéril
e mensuradas em espectrofotdmetro no comprimento de onda 660 nm para a obtencéo de 10° de
bactérias/mL. Posteriormente foram realizadas diluicBes seriadas até a obtencdo de 10°
bacterias/mL e subsequente inativagdo dessas por meio da incubagdo em bloco seco a 85°C por
30 minutos.

2.3. Imunizacdo intradérmica com S. aureus

Os animais foram divididos inicialmente em dois grupos que foram anestesiados
intraperitonealmente com quetamina e xilazina, nas doses de 40mg/kg e 4mg/kg,
respectivamente e imunizados por duas vezes com intervalo de 7 dias entre as imuniza¢fes. Um
dos grupos recebeu no dia zero, o inoculo intradérmico na orelha direita 10° de bactéria
inativadas pelo calor e ressuspensas em um volume de 10 pL de solugdo salina (Heath Killed) e
0 outro grupo recebeu solucdo salina estéril nas mesmas condigdes. A segunda imunizagdo
ocorreu 7 dias depois e procedeu da mesma maneira. Estes dois grupos foram ainda
subdivididos para o desafio, que foi realizado na orelha esquerda um dia apds a segunda
imunizacdo. Cada um dos grupos imunizados foi desafiado de duas formas: alguns animais
receberam o inoculo intradérmico de 10 pL com 10° de bactérias vivas (1000 Unidades
Formadoras de Colbnia - UFC) e os outros animais receberam apenas solugdo salina. A
eutanasia dos animais foi realizada apds 24, 48 e 96 horas decorridas do desafio intradérmico
através do aprofundamento da anestesia utilizando quetamina e xilazina, nas doses de 400mg/kg
e 40mg/kg, respectivamente, por via intraperitoneal (Figura 1).
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Figura 1- Esquema correspondente ao desenho experimental.

2.4. Determinacdao total e diferencial de leucdcitos

Apdbs a eutanasia dos animais, amostras de sangue foram coletadas, esfregacos sanguineos
foram confeccionados e corados com Pandtico. A quantificacdo dos leucdcitos totais foi
realizada utilizando coloracdo com azul de Turck com posterior contagem em hemocitémetro. A
andlise dos esfregacos foi realizada por microscopia Optica por observadores de forma cega,
utilizando critérios morfolégicos.

2.5. Determinacao de citocinas

A producéo de IL-1p e TNF-o e IFN-y do soro dos animais foi avaliada pelo método ELISA
sanduiche utilizando o kit ELISA Ready- SET-GO® (Bioscience). A curva padréo e os valores
de citocinas de cada amostra foram calculados seguindo o protocolo proposto pelo fabricante.

2.6. Analise morfométrica do numero de células inflamatdérias no infiltrado da orelha

Amostras das orelhas foram coletadas apds os tempos pré-definidos nos pontos de eutanasia
dos animais e foram imediatamente fixadas em formol a 10% e entdo processadas e hidratadas,
onde os orgdos foram embebidos em parafina e cortados (5um) em microtomo. As secgdes
foram coradas com hematoxilina e eosina e avaliadas por microscopia dptica.

2.7. Obtencéo e processamento do linfonodo drenante

Os linfonodos retromaxilares dos camundongos foram removidos assepticamente e triturados
em meio RPMI. O macerado foi centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos a 4°C. A
quantificagdo do numero total de células dos linfonodos foi realizada por contagem em camara
de Neubauer.

2.8. Tratamento estatistico

As diferencas entre os grupos propostos foram analisadas usando One-way ANOVA seguido
pelo teste Kruskal-Wallis e pds teste de Dunns. As andlises foram realizadas por meio do
software GraphPad Prism® (versdo 5.0, GraphPad Software, San Diego, CA, USA). As
diferencas estatisticas foram consideradas significantes para valores com p<0,05 em um
intervalo de confianga de 95%.

3. RESULTADOS

3.1. Histopatologia revela infiltrado inflamatério presente na orelha dos animais
imunizados e desafiados com S. aureus

O namero de células inflamatdrias foi determinado por meio da avaliagdo histopatologica
das orelhas onde foi realizado o desafio intradérmico. A Figura 2 mostra que nos grupos
desafiados com S. aureus foi observada a maior contagem de células inflamatérias no tecido
intradérmico. Os grupos imunizados apresentaram diferengas na intensidade do infiltrado
inflamatdrio, onde foi observado que o numero de células inflamatérias € maior no grupo
desafiado com S. aureus. De maneira semelhante, 0os grupos ndo imunizados, porém desafiados
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com S. aureus apresentou maior contagem de células inflamatorias que os animais desafiados
apenas com salina.

- L & ' I % | [ S5alina/Salina
g l .-. pretos H salina/ MR SA
5 507 o B 3 wkisaling
B i e B HK/MRSA

odr= = =2

24 horas 48 horas 96 horas

Figura 2- Avaliaco do infiltrado inflamatdrio presente na orelha dos animais imunizados e desafiados.
Foi observado maior infiltrado inflamatério nos grupos controles (salina) e desafiados com S. aureus
MRSA e imunizados (HK) e desafiados com S. aureus MRSA em comparagdo com 0s respectivos
controles (Salina/Salina e HK/salina) n= 6-8 animais por grupo. Experimentos realizados em duplicata.
* p<0,05 entre os grupos Salina/Salina vs HK/MRSA e Salina/MRSA vs HK/Salina.

3.2. Imunizagdo intradérmica induz hiperplasia do linfonodo drenante da leséo

Os linfonodos retromaxilares esquerdos dos animais imunizados e desafiados foram
removidos e macerados para que fossem determinados os ndmeros totais de células. Foi
observado que a imunizacdo intradérmica promoveu o aumento do numero de células nos
linfonodos drenantes das lesdes 24 e 48 horas ap6s o desafio com a cepa de MRSA (Figura 3).
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Figura 3 - Contagem total do nimero de células do linfonodo drenante da lesdo. Foi observado um
aumento no ndmero de células do linfonodo drenante nos grupos controle e desafiados com S. aureus
MRSA (Salina/MRSA? E no grupo imunizado e desafiado com S. aureus MRSA ( HK/MRSA), nos tempos
de 24 e 48 horas. n=6-8 animais por grupo. Experimentos realizados em duplicata. * p<0,05.

3.3. Imunizagdo intradérmica ndo induz diferencas sistémicas no namero total de
leucdcitos no sangue periférico em animais desafiados

O sangue dos animais dos diferentes grupos foi coletado objetivando avaliar se a imunizacéo
poderia ter efeitos sistémicos. Foi observado que a imunizacdo intradérmica ndo foi capaz de



P.V.S.Oliveira et al., Scientia Plena 11, 126201 (2015) 6

induzir um aumento significante no nimero total de leuc6citos em nenhum dos grupos avaliados
(Figura 4).
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Figura 4- Contagem total de leucdcitos no sangue periférico. A imunizacéo intradérmica ndo induziu
aumento no nimero total de leucdcitos nos grupos analisados. n= 6-8 animais por grupo. Experimentos
realizados em duplicata. * p<0,05.

3.4. Animais imunizados mostram neutrofilia quando desafiados

A partir da andlise de esfregacos sanguineos foi observado que o desafio com MRSA induziu
neutrofilia (Figura 5). Ap6s 96 horas do desafio houve diferenga no numero de neutrdéfilos entre
0s grupos salina/salina e salina/MRSA, onde o grupo desafiado por S. aureus apresentou maior
contagem de neutrofilos. O grupo salina/salina e HK/salina o nimero de neutréfilos se
apresentou variavel. Noventa e seis horas ap6s o desafio também foi observada neutrofilia no
grupo HK/MRSA, no entanto, o grupo ndo imunizado (salina/MRSA) apresentou contagem
superior de neutrofilos.
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Figura 5- Porcentagem de neutréfilos na corrente sanguinea. O desafio com S.aureus MRSA induz
neutrofilia, como observado nos grupos Salina/MRSA e HK/MRSA, nos tempos de 48 e 96 horas. n= 6-8
animais por grupo. Experimentos realizados em duplicata. * p<0,05.

3.5. Imunizagdo intradérmica por MRSA ndo altera o perfil de citocinas pro-inflamatérias
no soro de animais desafiados

As concentracdes séricas de citocinas pro-inflamatdrias foram comparadas entre os grupos
experimentais para avaliar a influéncia da imunizacdo na inducdo da producdo de moléculas
pré-inflamatdrias. Vinte e quatro, 48 e 96 horas ap6s o desafio o soro foi utilizado para a
dosagem de citocinas. Como mostrado na Figura 6, as concentracGes de IL-1p ndo mostraram
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diferencas significantes, mantendo o mesmo padrdo de concentracdo sérica dos animais em
todos os grupos. Um comportamento semelhante foi observado para as producfes de TNF-a e
IFN-y.
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Figura 6 - Perfil de citocinas no soro. A imunizagédo ndo alterou a producéo de citocinas nos grupos
analisados. A. Gréfico representativo da dosagem de IL-15. B. Gréfico representativo da dosagem de
TNF-a. C. Grafico representativo da dosagem de IFN-y. Experimentos realizados em duplicata. *
p<0,05.
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4. DISCUSSAO

Infecgdes por S. aureus estdo cada vez mais comuns em individuos saudaveis e fora do
ambiente hospitalar [2]. Com o objetivo de entender as intera¢Ges entre as células no sitio
inflamatério causado pela infeccdo por S. aureus o presente estudo investigou o efeito da
imunizacdo intradérmica com MRSA e a resposta no sitio de infeccao.

No nosso estudo, apds as imunizac@es, as lesGes foram caracterizadas por intenso infiltrado
inflamatorio e foi observado que os animais desafiados com MRSA, imunizados ou néo,
apresentaram maior contagem de células inflamatérias na orelha (Figura 2). O principal tipo
celular encontrado no sitio da infeccdo foi o neutrdfilo (dados ndo mostrados). Neste caso, 0
infiltrado localizado de neutréfilos sugere que estas células desempenham um papel importante
no controle da infecgdo. Para demonstrar que estes polimorfonucleares desempenham um papel
importante na depuracdo bacteriana em infeccBes causadas por S. aureus, Prabhakara et al.,
(2013) [25], mostrou que a deplecdo destes leucdcitos in vivo leva a extensas areas de necrose
no sitio da infec¢do (orelha), aumentando a gravidade da lesdo, o que ndo é observado em
animais ndo neutropénicos. Além disso, a taxa de sobrevivéncia pds-infeccdo € menor nos em
animais que tiveram os neutréfilos depletados. Um outro estudo de Molne et al., (2003) [21],
mostrou em um modelo de dermatite estafilococica em que os animais que tiveram 0s
granulécitos depletados desenvolveram ulceragdes que ndo tendiam para a cura, enquanto que
0s animais com numero normal de neutrofilos exibiam lesdes cutaneas pequenas e transitorias.
A infeccdo cutdnea nestes animais neutropénicos era mais extensa, com Ulceras profundas,
necrosantes e persistentes.

E sabido que os neutréfilos sdo leucécitos componentes da resposta imune inata e, portanto,
seu papel nos processos tardios da imunidade adaptativa ainda esta sob investigacdo. Diversos
trabalhos mostram que além do recrutamento de neutroéfilos, hé evidéncias de que as células T
desempenham um papel critico nas infeccGes de pele causadas por S. aureus [26]. O estudo de
McLoughlin et al., (2006) [16] mostrou que camundongos deficientes de células Taf tinham
defeitos na formacao de abscessos com neutrofilos ap6s o desafio subcutaneo com S. aureus, em
comparagdo com o0s animais selvagens. Outro estudo de Molne et al., (2003) [21], mostrou que
camundongos deficientes de células Tyd apresentaram lesdes cutaneas com contagem bacteriana
substancialmente mais elevada que animais selvagens ap6s um desafio intradérmico com S.
aureus. Alguns trabalhos tém sugerido a presenca e funcdo dos linfécitos Thl7 em infeccGes
por S. aureus, uma vez que, a IL-17 esta também associada ao recrutamento de neutréfilos. Cho
et al., (2010) [27] mostrou em um modelo de infecgdo cutdnea com S. aureus que animais
deficientes em células Tyd apresentavam maiores lesdes de pele com altas contagens bacterianas
e um recrutamento de neutréfilos prejudicado em comparagdo com animais selvagens. Este
recrutamento foi correlacionado com a necessidade de IL-17. Além disso, mostraram que
animais deficientes de células Tyd inoculados com S. aureus quando tratados com IL-17
recombinante apresentavam uma reducdo no tamanho da lesdo e nas contagens bacterianas.
Demonstrando que a IL-17 poderia restaurar a imunidade comprometida dos animais.

A hiperplasia do linfonodo drenante dos sitios de infecgdo foi observada principalmente apos
48 horas do desafio com MRSA (Figura 3). Esta hiperplasia ocorre provavelmente pelo aumento
de diferentes populagdes de células imunes. Prabhakara et al., (2013) [25] mostrou apos a
infeccdo por S. aureus hd um aumento de células B, células TCD4+, células TCD8+, células
dendriticas, células natural killer e polimorfonucleares no linfonodo drenante da lesdo. Os
resultados mostram que a imunizacdo prévia de animais ao S. aureus inativado tem
provavelmente um efeito protetor em resposta a um desafio posterior com a bactéria viva e
virulenta. Diversos trabalhos avaliam a resposta no linfonodo ap6s protocolos de imunizages.
Iborra et al., (2005) [28], utilizando modelos murinos de desafio para leishmaniose cutanea
mostrou que apds imuniza¢cdes com plasmideos codificantes de antigenos de leishmania e
posterior desafio com parasitas vivos (Leishmania major) havia uma reducdo da carga
parasitaria no linfonodo em comparagdo com animais ndo imunizados. Além disso, o trabalho
correlacionou este dado com a producdo de IFN-y, mostrando que as células do linfonodo dos
animais imunizados quando reestimuladas com promastigotas de L. major produziam uma
maior quantidade de IFN-y em comparacdo com as células de animais ndo imunizados.
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Portanto, neste modelo a reduzida patologia cutdnea apresentada pelos animais foi
correlacionada com a reducdo do nimero de parasitas na orelha e no linfonodo, configurando
uma protecdo parcial. Ja o trabalho de Da Silva et al., (2011) [29] que utiliza protocolos de
imunizagOes no contexto da leishmaniose visceral e desafio com L. chagasi ndo mostrou
diferencas na carga parasitaria e nos niveis de citocinas no linfonodo drenante dos animais
imunizados e desafiados. No entanto, no sitio de infec¢cdo (orelha) foi observado uma reducéo
da carga parasitaria. No presente trabalho, foi avaliada apenas a contagem total de células no
linfonodo dos diferentes grupos, porém, outras avaliagdes seriam interessantes e contribuiriam
para a elucidacdo das interagdes entre células no sitio inflamatorio e Orgdos linfoides
secundarios.

A fim de avaliar o efeito sistémico da imunizagdo foi realizada a contagem total de células
no sangue periférico e foi visto que apenas o grupo salina/MRSA apresentou uma tendéncia a
aumentar a sua contagem leucocitaria 96 horas apds o desafio. A baixa carga bacteriana
administrada no desafio pode estar correlacionada com este achado. Estudos com modelos
murinos para leishmaniose visceral, por exemplo, mostram que doses mais baixas de
protozodrios sdo mais eficazes em induzir imunidade. Animais expostos a baixas doses tornam-
se resistentes e aqueles que recebem doses elevadas apresentam infecgdes progressivas [30].

Foi observado que nos grupos desafiados com S. aureus as células predominantemente
recrutadas para o sitio de desafio sdo neutrofilos. O grupo ndo imunizado e posteriormente
desafiado com MRSA apresentou as maiores porcentagens de neutrdfilos, 15% ap6s 24 horas do
desafio, 22% apds 48 horas e 35% ap6s 96 horas. Além disso, o grupo imunizado e desafiado
com MRSA também apresentou um aumento de neutréfilos circulantes, variando de 20-22%
nos diferentes tempos. Este recrutamento deve-se a agentes quimiotaticos que no caso dos
neutrdfilos sdo principalmente a IL-8 (CXCL8), GRO-a (CXCL1), proteina quimiotatica de
granulécitos 2 (GCP2, CXCL6) e leucotrienos B4 (LTB,) que se ligam a receptores especificos
na superficie dos neutréfilos [31].

No presente trabalho ndo houve diferencas significativas nas concentragdes séricas das
citocinas avaliadas (TNF-a, IL-1B, IFN-y) entre 0s grupos imunizados ou controles. As
dosagens foram realizadas a partir do soro dos animais e este fato pode estar correlacionado
com a baixa detecgdo destas moléculas. Dosagens destas citocinas no sitio inflamatério ou no
linfonodo drenante da lesdo poderiam revelar uma atuacdo melhor dessas moléculas. Infec¢des
por bactérias gram positivas, tal como as causadas por S. aureus, sdo capazes de produzir uma
resposta sistémica de citocinas. No entanto, o pico sistémico de resposta da producdo de
citocinas em infecgcbes por gram-positivas ocorre de 50-75 horas ap6s o desafio, enquanto que
em infeccBes por gram-negativas o pico ocorre de 1-5 horas apds a infec¢do [32]. Embora as
citocinas apresentem cinéticas de producdo diferentes. A producdo de citocinas pro-
inflamatdrias em resposta aos produtos bacterianos é crucial na resposta imune inata e
adaptativa das infecgdes. Diversos componentes bacterianos sdo importantes para a iniciacdo da
resposta imune e podem desencadear a producdo de citocinas. Os receptores semelhantes ao
Toll do tipo 2, por exemplo, se ligam ao LPS e tem a capacidade de induzir a sintese de
citocinas [33]. O peptideoglicano presente na parede do S. aureus também tem sido mostrado
como estimulador da producdo e citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias (TNF-, IL-1, IL-6 e
IL-8) em mondcitos e macrdfagos [34, 35, 36, 37]. Alguns trabalhos mostram, que auséncia da
sinalizacdo via citocinas agrava as infec¢des. Ja foi mostrado, por exemplo, que camundongos
deficientes para o receptor de IL-1 desenvolvem lesdes com alta contagem bacteriana em
infecgdes causadas por S. aureus quando comparados com animais selvagens [2].

5. CONCLUSAO

Foi observado que o modelo de imunizacdo intradérmica € uma alternativa para o
entendimento dos eventos patolégicos envolvidos na infec¢do com S. aureus. Em resumo, ha
uma inflamacao local, onde a populagdo celular compde-se principalmente de neutréfilos. Sabe-
se que estes leucocitos fazem parte da imunidade inata e agem somente nos primeiros momentos
da infeccdo. Neste caso, qualquer efeito protetor observado posteriormente poderia estar
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relacionado a uma imunidade adaptativa e neste caso pode envolver os linfécitos Thl7. A
hiperplasia observada no linfonodo pode ser correlacionada com o aumento no nimero destes
linfécitos, que induzem o recrutamento de neutréfilos e consequentemente poderiam contribuir
para a diminuicdo da carga bacteriana neste 6rgdo. Este processo é essencial para as interacoes
de cooperagdo celular e geracdo de imunidade. Dessa forma, a imunizacdo e infecgdo
intradérmica constituem um interessante modelo para o estudo das células recrutadas para o
sitio inflamatdrio, cooperando para o entendimento da patologia causada por S.aureus, e para o
desenvolvimento futuro de terapias e medidas imunoprofilaticas.
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