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RESUMO

A artrite séptica ¢ uma doenca articular causada por um microrganismo. Diversos virus,
fungos e bactérias podem causar tal doenga, mas Staphylococcus aureus é o principal
causador, devido aos seus inumeros fatores de viruléncia e de evasido do sistema imune.
A manifestagdo classica de artrite séptica inclui dor intensa, mesmo em repouso, edema,
aumento da temperatura no local e redu¢ao da mobilidade da articulagdo. A presenca de
microrganismos desencadeia uma resposta inflamatoria na articulagao que cria condigdes
para a chegada de células como os neutrdfilos, importantes para o controle de
microrganismos. Os receptores da porcdo Fc de anticorpos desempenham papel
importante em doengas infecciosas, desencadeando cascatas pro e anti-inflamatorias, com
liberacdo de diversas citocinas, auxiliando no controle da doenga e da inflamagao gerada.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o papel dos receptores FcyRIIb e FcyRIII no controle
bacteriano e na resposta inflamatoria articular ap6s a infec¢ao por Staphylococcus aureus
em camundongos. Para isto, animais deficientes para estes receptores foram infectados
com S. aureus ¢ a resposta inflamatéria desencadeada foi comparada a de animais

selvagens. Os animais FcyRIIb”"

apresentaram pico de acimulo de leucécitos antecipado
e reducdo da carga bacteriana na cavidade articular, associado a um aumento de apoptose
de neutréfilos e maior expressio de CXCR2. Ainda, animais FcyRIIb”" tem uma maior
quantidade da citocina IL-1[3 na articulacdo ja no primeiro dia de infec¢do em relacao aos
animais selvagens. Dados similares foram obtidos em cultura de macrofagos estimulados
com S. aureus. Essa maior inflamagdo articular nos animais FcyRIIb”" no inicio da
resposta pode ser devido a uma maior sinalizagdo por receptores FcyR estimulatorios,
uma vez que ha um aumento da molécula Syk em macrofagos deficientes para FcyRIIb.

Por outro lado, os animais FcyRIII™

apresentaram aumento no acumulo de leucocitos e
de carga bacteriana em tempos mais tardios de infecg¢do, associado ao aumento da
expressao de PD1 em linfocitos, um marcador de exaustao clonal. Conclui-se, portanto,
que os receptores FcyR participam ativamente da inflamacao articular causada por S.
aureus, sendo que a auséncia do FcyRIIb, receptor inibitério, potencializa a resposta
inflamatoria nos primeiros momentos de infec¢do, facilitando uma melhor eliminagao da
bactéria. Essa resposta pode ocorrer em funcao do receptor estimulatorio FcyRIII, uma

vez que sua auséncia prejudica o controle bacteriano articular, mantendo uma inflamacao

intensa e persistente, possivelmente alterando as fung¢des de linfocitos especificos.

Palavras chave: Artrite séptica, Staphylococcus aureus, FcyRIIb, FcyRIIL, FcyR.



ABSTRACT

Septic arthritis is an articular disease caused by a microorganism. Several viruses, fungi
and bacteria can cause this disease, but Staphylococcus aureus is the most common cause,
due to its numerous virulence factors and to its ability to evade the immune system. The
classic manifestation of septic arthritis includes severe pain, even at rest, edema, increased
temperature on site and reduced mobility of the joint. Microorganisms trigger an
inflammatory response in the joint that creates the conditions for the recruitment of cells
such neutrophils that are granulocytes specialized in the control of microorganisms.
Receptors for the Fc portion of immunoglobulin play an important role triggering pro and
anti-inflammatory cascades with the release of many cytokines, in order to control the
disease and the inflammation. This study aimed to evaluate the role of FcyRIIb and
FcyRIII in the bacterial clearance and the inflammatory response in the experimental
model of septic arthritis. To this end, mice deficient for these receptors were infected with
S. aureus and compared to wild type animals at times determined by preliminary
experiments. FcyRIIb”" animals had an anticipated leukocyte accumulation peak and a
reduction of the bacterial load in the joint cavity, associated with increased neutrophil
apoptosis and CXCR2 expression. Furthermore, FcyRIIb”* animals had a greater amount
of IL-1 cytokine in the joint on the first day of infection in relation to wild animals. Similar
data were obtained on culture of macrophages stimulated with S. aureus. Such increased
joint inflammation in the FcyRIIb™" animals at the beginning of the response may be due
to increased signaling by stimulatory FcyR receptors, since there is an increase in the Syk
molecule in FcyRIIb deficient macrophages. On the other hand, the animals FcyRIII”-
showed an increase in leukocyte accumulation and bacterial load at later times of infection
associated with increased expression of PD1, an exhaust clonal marker. It is concluded,
therefore, that FcyR receptors are very important in S. aureus induced septic arthritis, and
the absence of the inhibitory receptor FcyRIIb potentiates the inflammatory response in
the first moments of infection, facilitating a better elimination of the bacteria. This
response may occur as a function of the FcyRIII stimulatory receptor, since its absence
impairs the bacterial joint control, maintaining an intense and persistent inflammation,

possibly altering the functions of specific lymphocytes.

Keywords: Septic arthritis, Staphylococcus aureus, FcyRIIb, FcyRIIL, FcyR.
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1 INTRODUCAO
1.1 Artrite séptica

A artrite séptica ¢ uma doenga articular causada pela presenca de microrganismos
na articulacdo desencadeando a inflamagdo. Geralmente, a artrite séptica atinge uma nica
articulacdo de grande porte como o joelho ou o quadril, sendo a primeira a mais
frequentemente acometida (mais de 50% dos casos) (1,2).Trata-se de uma doenga de
importancia mundial devido as complicagdes graves, evoluindo a sequelas permanentes
e inclusive estd associada a altas taxas de morbidade e mortalidade (3,4). Os dados
epidemioldgicos de artrite séptica ndo sdo muito precisos, principalmente no Brasil, mas
estima-se que a incidéncia seja de 6 a 12 pessoas a cada 100.000 habitantes por ano, sendo
que estes valores podem aumentar muito quando populagdes de risco sdo observadas
isoladamente (4—6). A manifestacdo clinica classica de artrite séptica inclui dor intensa,
mesmo em repouso, edema, aumento da temperatura no local e dano articular com
reducdo da funcionalidade da articulagdo. Se a via de infeccdo for hematogénica, o

paciente também apresenta sintomas sistémicos, como febre e intenso mal-estar (1,2).

A principal populagdo de risco ¢ constituida pelos extremos de idade. Criancas
muito novas e idosos sdo os principais acometidos e caracterizam o grupo com a forma
mais grave da doenga. (7,8).Além da idade, existem outros fatores de risco para o
desenvolvimento da artrite séptica, sendo que o principal ¢ a existéncia de doencas
articulares prévias como artrite reumatoide e osteoartrite, que podem aumentar a
incidéncia de artrite séptica para até 70 casos a cada 100.000 pessoas por ano (8). Fatores
que favorecem a entrada e permanéncia da bactéria na articulagdo também requerem
atencao, como bacteremia, grandes cirurgias articulares e utilizacao de préteses. O uso de
drogas injetaveis também estd associado ao desenvolvimento de artrite séptica assim
como a infeccdo pelo virus HIV e utilizacdo de drogas imunossupressoras. A artrite
séptica, neste caso, ocorre em fun¢ao da infeccao de microrganismos oportunistas como
fungos, devido a imunossupressao destes pacientes (9). Existem outros fatores menos
decisivos, mas ainda assim importantes para a predisposicdo a artrite séptica, sendo que
os mais citados na literatura sdo: diabetes, doenca renal, cancer (quimioterapia), doencas

granulomatosas e alcoolismo (10,11).
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1.1.1 Agente etioldgico

Muitos microrganismos podem causar artrite séptica. Dentre virus, fungos,
parasitas e bactérias, estas Ultimas pertencem a classe de microrganismos mais frequente
em tal doenga. A artrite bacteriana pode ser dividida em dois grupos principais: as
gonocdcicas e as nao-gonocdceicas. A artrite séptica gonococica ¢ causada pela bactéria
diplococo Gram-negativo Neisseria gonorrhoeae. Dentre as ndo-gonococicas, 0s cocos
Gram-positivo (estafilococos, estreptococo € pneumococo) ocasionam até 85 % dos
casos, sendo que Staphylococcus aureus € o agente etioldgico mais importante deste tipo
de artrite séptica. Os principais microrganismos relacionados de forma direta ou indireta

a artrite séptica estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Microrganismos associados a artrite séptica (12)

Classe Microrganismos associados a artrite séptica

Parvovirus B19

HBYV (Virus da hepatite B)

Virus HCV (Virus da hepatite C)

Rubella virus

HIV (Virus da Imunodeficiéncia humana)

Coccidioides

Blastomyces
Fungos Cryptococcus

Histoplasma

Candida

Filaria
Parasitas Trichinella
Schistosoma
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Haemophilus influenzae
Klebsiella pneumoniae
Mycobacterium tuberculosis
Bacteroides fragilis
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa

Bactérias

Salmonella spp.

Escherichia coli

Neisseria gonorrhoeae
Outras espécies de Neisseria
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O microrganismo pode utilizar diferentes vias para acessar a articulagdo, sendo as
principais: (1) hematogénica durante bacteremia; (2) infec¢do de tecido adjacente; (3)
infeccdo Ossea; (4) inoculagdo direta durante um trauma e (5) inoculagdo direta durante
cirurgias articulares, coleta de aspirado articular para diagndstico, aplicagdo local de

corticosteroides ou uso de drogas injetaveis (5,13,14) (Figura 1).

A Routes of infection

B Microorganism

Figura 1 — Rotas de acesso da bactéria a articulacio. (1) hematogénica; (2) infecgdo
de tecido adjacente (3) infecgdo dssea; (4) inoculagdo direta durante trauma e (5) inoculagdo direta

em procedimentos médico-hospitalares (14).

1.1.2. Staphylococcus aureus

Dentre os microrganismos causadores da artrite séptica, S. aureus ¢ o mais
frequente, portanto € considerado como agente etiologico da artrite séptica “tipica”. S.
aureus € um coco Gram-positivo que coloniza 30 % da populagdo, frequentemente
encontrado na pele e nas fossas nasais de pessoas saudaveis. Trata-se de um
microrganismo oportunista importante do ponto de vista de satde publica, uma vez que
demonstra grande capacidade de se adaptar em diferentes ambientes e infectar tecidos,
causando doengas em humanos e outras espécies. Essa capacidade ocorre pois S. aureus
apresenta muitos fatores de viruléncia que propiciam grande evasdo das diferentes etapas

da resposta imune do hospedeiro (15,16). Além da sua capacidade de evasdo, S. aureus
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produz moléculas especializadas em adesao e ¢ capaz de formar biofilmes, o que a torna
uma bactéria muito bem sucedida na colonizacao de tecido 0sseos e a principal causadora
de artrite séptica. Os fatores de viruléncia visam facilitar a colonizagdo do hospedeiro,
reduzir ou dificultar o recrutamento de leucdcitos e sua atividade fagocitica, inativar
moléculas do complemento e imunoglobulinas e reduzir a atividade de peptideos
antimicrobianos (15,17). As moléculas que exercem essas funcdes sdo diversas e alguns

exemplos sdo brevemente sintetizados na Tabela 2.

Tabela 2 — Principais fatores de viruléncia da bactéria S. aureus (12,15,17,18)

Fatores de patogenicidade Funcio

Permitem a adesdo da bactéria ao tecido,

Adesinas - ..
facilitando a colonizagao.

Se liga a por¢do Fc da IgG, diminuindo sua

Proteina A .. . .
atividade e reduzindo a opsonizagao.

Dificulta a fagocitose e aumenta a sobrevivéncia

Capsula polissacaridica . L.
P P intracelular da bactéria.

Coagulase Inibe a fagocitose ao coagular o plasma.

Hialuronidase Causa lesao tecidual.

Toxinas (ex: citotoxinas, toxinas =~ Aumentam a ativagdo e recrutamento de leucocitos
esfoliativas, enterotocinas, pela indugcdo da producdo de mediadores
toxina-1 da sindrome do choque | inflamatorios. Também podem ser citotoxicas.

toxico)

Acido teicoico Liga a fibronectina.
Fibrinolisina Dissolve os codgulos de fibrina.
Lipase Hidrolisa lipideos.

Nuclease Hidrolisa DNA.

Induzem resposta imune exacerbada podendo

Superantigenos .
causar choque séptico.
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1.1.3 Diagndstico e tratamento

Os sinais e sintomas da artrite séptica sdo apenas um indicio, sendo que o
diagnodstico definitivo ocorre apenas quando ha demonstracdo direta da presenca de
microrganismos na articulagdo. Para isto, o mais indicado ¢ a cultura do liquido sinovial,
uma vez que a coloracao de Gram nao € muito sensivel e pode apresentar falsos negativos
em at¢ 50 % dos casos (2). Uma andlise detalhada do liquido sinovial também ¢
recomendada, apesar de ndo ser suficiente para afirmar a presenca ou auséncia de
microrganismos. Na artrite séptica, o liquido sinovial encontra-se opaco, com grande
populagdo de leucoécitos (frequentemente > 100.000) e predominio de polimorfonucleares
(> 85 %). O liquido sinovial deve ser entdo cultivado em meios de cultura especificos
para diferentes tipos de microrganismos e, em caso de cultura positiva, deve-se investigar
o possivel agente causador para direcionar o tratamento (19-21). Outra forma de
diagndstico recentemente incorporada ¢ a técnica de PCR quantitativo. Apesar de ainda
ndo ser a forma mais utilizada, ¢ uma maneira muito eficiente, rapida e promissora de
diagnosticar da doen¢a, podendo inclusive determinar se a bactéria é resistente a
determinados antibidticos. A grande vantagem deste método € que ndo ¢ necessario
realizar a cultura do liquido sinovial, acelerando a identificagdo da bactéria e o inicio do

tratamento (22,23)

Exames de imagens podem ser utilizados como ferramentas auxiliares para a
deteccdo de comprometimento 6sseo e de tecidos moles adjacentes. Podem também guiar
a puncdo em articulagdes mais profundas, como o quadril, ou em articulagdes pequenas
em que ocorre edema difuso, dificultando a precisao do local principal da inflamacao,
como nas articulagdes de maos e pés. Cintilografias, CT scans e ressonancias magnéticas
podem indicar a presenca de um processo infeccioso, podendo ser uteis no diagnodstico
diferencial de artrite séptica. Apesar de pouco precisos, 0s exames por imagem estao
sendo aprimorados e apresentam uma alternativa indolor, podendo ser uteis em casos
especiais para detectar o grau de comprometimento da articulagdo, além de permitir a

avaliagdo da terapia (1,2,19,21,24).

O tratamento da artrite séptica tem inicio imediato apos o diagndstico e consiste
na prescricdo de antimicrobianos associados a retirada de material purulento da
articulacao (drenagem), mantendo-a sempre limpa. Nao ha fortes evidéncias disponiveis

na literatura quanto a escolha do antibidtico e duracdo do tratamento, mas sabe-se que
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esta escolha deve considerar o microrganismo causador, a gravidade do quadro clinico, a

idade do paciente, presenca de comorbidades e os fatores de risco associados (2,20).

A decisdo médica também deve ser baseada em testes de susceptibilidade, uma vez que
S. aureus possui diversos mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos mais utilizados.
Para garantir rapidez do tratamento independente do resultado da cultura e dos testes de
resisténcia, propde-se a realizacdo da coloragdo de Gram apenas como um guia inicial,
apesar de sua baixa sensibilidade. Em casos de cocos Gram-positivo, recomenda-se o
inicio imediato no tratamento com vancomicina ou oxacilina (12,25). Apesar de a
vancomicina ser bastante efetiva contra S. aureus, a presenca de mecanismos de
resisténcia ¢ um fator muito preocupante, uma vez que ja sdo encontradas cepas de
Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (VRSA). A combinac¢io de mecanismos
de resisténcias pode resultar na falta de antimicrobianos capazes de eliminar tal bactéria
(26,27). Além disso, a vancomicina possui efeitos adversos limitantes, como a
nefrotoxicidade, ressaltando a importancia de avaliagdo de comorbidades. Quando o
agente etioldgico ¢ uma bactéria Gram-negativa, recomenda-se tratamento com uma
cefalosporina de terceira geragdo. A duragdo do tratamento varia de 2 a 4 semanas, sendo
que o paciente geralmente permanece internado devido aos antimicrobianos
administrados por via intravenosa e as aspiragdes do liquido purulento da articulagdao
sempre que necessario (12,28). Além da terapia antimicrobiana, analgésicos e anti-

inflamatorios sdo utilizados para controle da dor (20,25).

A evolugao clinica da artrite séptica varia de acordo com a duragdo dos sintomas
antes do tratamento adequado, o nimero de articulacdes acometidas e a idade e o grau de
imunocompeténcia do paciente. De forma geral, se o diagnostico ¢ feito precocemente e
o tratamento adequado ¢ prontamente introduzido, a artrite séptica evolui para cura sem
sequelas. Entretanto, o atraso em alguma dessas etapas pode levar ao dano da cartilagem
articular, resultando em consequéncias graves que podem comprometer a articulagao
envolvida. O paciente pode sofrer perda da mobilidade articular, dor intensa, claudicacao,
discrepancia do comprometimento dos membros e, em casos mais graves, septicemia e

abito (29,30).
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1.1.4 Resposta imunoldgica a bactéria S. aureus

Assim que o microrganismo entra no espago articular, uma inflamacao aguda da
sindvia ¢ desencadeada. A sindvia € uma membrana fina formada por uma a trés camadas
de células especializadas chamadas de sinoviocitos do tipo A (macrofagos-similes) e
sinovidcitos do tipo B (fibroblastos-similes). A membrana sinovial reage a presenca do
microrganismo com aumento da proliferacdo, levando a hiperplasia, e influxo e ativacio
de leucocitos, culminando na liberagdo de uma grande quantidade de citocinas e
moléculas quimioatraentes. Além destas moléculas, proteases e outras enzimas sao
liberadas e podem causar degradacao da cartilagem e perda 6ssea dentro de poucos dias
(24). A primeira linha de defesa contra os microrganismos € o sistema imune inato, que
consiste em trés principais mecanismos: (1) peptideos e enzimas antimicrobianos; (2)
sistema do complemento e (3) fagocitos. A eficiéncia destes trés mecanismos ¢ muito

importante e varia de acordo com o local da infec¢do e o tipo de bactéria (15).

O inicio da resposta imune inata depende do reconhecimento dos padrdes
moleculares associados aos microrganismos (PAMPs), fung¢do desempenhada
principalmente pelos receptores do tipo 7o/l (TLR), especialmente TLR1, 2 e 6 no caso
de S. aureus (16,31). Assim que este reconhecimento ocorre, fatores de transcri¢ao sao
ativados e induzem a produgdo de muitos mediadores inflamatérios, incluindo
quimiocinas da familia CXC (CXCL1, CXCL2, CXCL6), a quimiocina CCL2, da familia
CC, e citocinas (IL-6 e IL-1P). Além dos TLRs, os receptores associados a NOD (NLR)
também sdo muito importantes no reconhecimento de PAMPs. Alguns NLR sdo capazes
de se oligomerizar em um complexo de macromoléculas chamado de inflamassoma. Os
inflamassomas sdo ativados por diversos PAMPs e desencadeiam varias respostas pro-
inflamatorias, levando a ativag@o de caspases inflamatorias, como caspase-1, culminando
a ativacdo e secrecao das citocinas IL-1p e IL-18 (32,33). Os mediadores inflamatdrios
produzidos apods o reconhecimento dos PAMPs promovem um répido influxo de c€lulas
do sistema imune inato, principalmente neutréfilos e mondcitos, além da propria ativagao
das células residentes (32,33). O receptor CXCR2 tem um papel muito importante no
recrutamento de neutréfilos. Em humanos, ele ¢ um receptor para sete quimiocinas,
CXCL1-3 e CXCL5-8, enquanto em roedores ele apresentam cinco quimiocinas ligantes,
especialmente CXCL1, CXCL2 e CXCL6, além de outros ligantes que ndo sao
quimiocinas (4,34,35).
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A primeira célula a chegar no sitio da inflamagdo para o controle do
microrganismo ¢ o neutrofilo. Os neutréfilos sdo granuldcitos de vida curta derivados de
células tronco hematopoiéticas na medula dssea e muito importantes na resposta imune
inata contra microrganismos. Apds sua maturagdo, os neutréfilos sao liberados para a
corrente sanguinea, circulando por 10 a 24 horas antes de migrarem para o tecido, onde
permanecem por um a dois dias, sofrendo, entdo, apoptose (34). A migragdo dos
neutro6filos envolve a ligagdo da célula ao endotélio, seu rolamento, adesdo, rastejamento
e, finalmente, transmigracao. Este processo se inicia nos primeiros momentos de uma
resposta inflamatoria, quando ocorrem alteragdes teciduais, por exemplo, a presenca de
agentes invasores. Nestas situacdes, uma variedade de células, tais como mondcitos,
macrofagos, e, no caso da artrite, células sinoviais sdo estimuladas por componentes
bacterianos, como o acido lipoteicoico de S. aureus, a produzirem e secretarem potentes
mediadores inflamatorios e quimioatraentes de neutrofilos. Diferentes interleucinas,
quimiocinas e leucotrienos se ligam a receptores especificos presentes na superficie dos
neutrofilos e os direcionam no sentido de seu gradiente de concentracao, levando-os para
o local da inflamacgao e gerando um répido influxo e acumulo de neutréfilos na cavidade
articular. As células endoteliais também sdo estimuladas e produzem moléculas de adesao
intercelulares (ICAMs) como P selectinas, E selectinas e integrinas, enquanto os
neutrofilos expressam proteinas que reconhecem os estimulos do endotélio, se ligando as
ICAMs (34,35). Ap6s a ligagdo ao endotélio, os neutréfilos iniciam o rolamento. O
contato com quimiocinas da familia CXC durante esta etapa também induz a ativagao dos

neutrofilos (36).

Ja ativados, os neutrofilos se ligam a integrinas B2 do endotélio, aderindo-se
fortemente e iniciam o rastejamento, ou seja, a procura por um sitio adequado para
transmigracdao. Quando o neutréfilo encontra uma jungdo de células endoteliais ocorre a
transmigracao, que ¢ depende de integrinas (35,36). Ao atingir o sitio da inflamagao, os
neutrofilos desgranulam, liberando vesiculas, enzimas, espécies reativas, mediadores
inflamatorios e NETs (armadilhas extracelulares de neutréfilos). Tais granulos podem ser
primarios, secundarios ou tercidrios. Os primarios ou azurofilicos contém
mieloperoxidadase (MPO), enzimas proteoliticas (catepsinas, proteinase-3 e elastase) e
defensinas. Os componentes dos granulos secunddrios incluem flavocitocromo,
lactoferrina, colagenase, citocinas, opsoninas e proteinas de adesdo. Os granulos de

gelatinase ou terciarios contém alguns antimicrobianos, gelatinase e leucolisina. Estes
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granulos liberam seu contetido ao se fundirem com a membrana plasmatica (36,37). No
caso da artrite séptica, os antimicrobianos secretados pelos neutréfilos sdo muito
importantes. Estes podem ser de trés tipos: (1) proteinas que se ligam a membrana do
microrganismo; (2) proteinas capazes de privar os microrganismos de nutrientes e (3)
enzimas. Além disso, os neutrdfilos podem produzir espécies reativas de oxigénio (ROS)

em um processo chamado de explosdo respiratéria (34,35).

Além dos antimicrobianos, os neutrofilos produzem diversos mediadores pro-
inflamatoérios, como IL-1f, aumentando o recrutamento, ativacao e proliferagao celular e
atuam em um processo central na eliminacdo de bactéria, a fagocitose (38). A fagocitose
¢ um mecanismo de remog¢ao de patdogenos e debris celulares, que pode ser dividida em
trés etapas: (1) ligacdo/reconhecimento da superficie celular a particula por meio de
opsoninas e receptores especificos, (2) extensdo de pseudopodes ao redor da particula
ligada e (3) engolfamento da particula e formacdo do fagossomo. Para a eliminacdo do
microrganismos, granulos com contetido antimicrobiano se unem ao fagossomo e se

inicia a producgdo de ROS (35,39) (Figura 2).
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Figura 2 — Processo de recrutamento de neutroéfilos seguido de fagocitose e eliminacio

bacteriana. Apos as etapas de rolamento e adesdo ao endotélio, os neutrdfilos migram dos
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capilares para o tecido infectado atraidos pelos quimioatraentes e, apds sua ativacdo, fagocitam a
bactéria. Dentro do fagossoma, a bactéria sofre a acdo de antimicrobianos e espécies reativas de

oxigénio, importante para a sua eliminagdo (34).

O recrutamento de neutrofilos para os tecidos ¢ essencial para o sucesso da
resposta do hospedeiro a microrganismos, mas o acumulo excessivo de tais neutrdfilos
nestes locais pode causar danos ou destruicao do tecido. Ja no local da inflamagao, os
neutrofilos desgranulam e liberam enzimas, proteases, cromatina, histonas e proteinas
capazes de causar a morte do microrganismo, mas também lesdo tecidual. Por isso ¢
essencial encontrar o equilibrio entre estimulos pré e anti-inflamatdrios, gerando uma
resposta imune adequada (14,36). No caso da artrite séptica, muitas vezes o cenario
encontrado ¢ caracteristico de uma resposta imune exacerbada, capaz de causar grandes
danos a articulacdo, portanto o tratamento rapido e eficiente ¢ essencial (10,34). Para
minimizar o dano causado pela inflamagao, ¢ importante que esta seja controlada apos a
eliminag¢do do microrganismo e que a resposta imuno-inflamatéria assuma um perfil de
resolugdo. Um dos principais fatores que desencadeiam a resolucdo da inflamagao ¢ a
propria apoptose de neutrofilos, os quais sdo fagocitados por macréfagos. Esse fenomeno,
chamado de eferocitose, altera profundamente as caracteristicas desses macrofagos,
tornando-os fundamentais para o término da resposta inflamatoéria e para o reparo
tecidual. Esta etapa envolve diversas moléculas, mediadores e processos que nao levam
a imunossupressdao do individuo, mas sim ao retorno da normalidade do tecido e suas

fungdes fisiologicas (40,41).

Além de neutrofilos, outras células do sistema imune também sdo muito
importantes na eliminac¢ao da bactéria. O macrofago € responsavel por produzir diversos
mediadores pro-inflamatérios, como IL-1B, e garantir o recrutamento e ativacdo de
leucécitos no inicio da inflamacao. Além disso, ele participa ativamente na eliminagdo
do microrganismo por meio de fagocitose e morte. Macréfagos e neutréfilos atuam forma
complementar, sendo as principais células efetoras e moduladoras das respostas
antimicrobianas do sistema imune inato (42). Quando necessario, o macrofago € capaz de
assumir um papel diferente e mais relacionado a resolugdo, sendo responsavel pela
eferocitose e limpeza da regido inflamada (43,44). Linfécitos B e T também fazem parte
da resposta imune a bactéria, sendo a producdo de anticorpos uma importante etapa para

sua eliminagdo. Os linfocitos B sdo os responsaveis pela producao de anticorpos, que
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possuem papel essencial na neutralizagdo e eliminagdo do microrganismo, bloqueando
sua atividade e facilitando sua fagocitose. Além de anticorpos, linfocitos sdo importantes
produtores de citocinas que atuam diretamente na proliferagdo, ativagdo e no
recrutamento de células como neutréfilos. Os linfocitos responsaveis pela produgdo de
citocinas sdo os linfocitos T CD4", conhecidos como linfocitos auxiliares. Por meio destas
moléculas, tais células sdo capazes de otimizar a resposta imune frente a infecgdo,
tornando-a mais efetiva na eliminag¢do dos microrganismos. Além disso, os linfécitos T
CD4" também podem fornecer sinais secundarios para a ativagdo de linfocitos T CD8".
Os linfocitos T CD8" se proliferam e diferenciam em linfocitos T citotoxicos, que
expressam granulos citotoxicos e podem matar células infectadas por microrganismos
intracelulares. Em algumas situacdes de exposicdo exacerbada e/ou prolongada a
antigenos, os linfocitos T iniciam uma resposta, mas passam a expressar proteinas
inibitérias que suprimem tal resposta, um processo chamado de exaustdo. O Antigeno
associado a linfocito T citotoxico 4 (CTLA-4) e a Proteina de morte celular programada
1 (PD-1) sao exemplos de proteinas que regulam negativamente a atividade dos linfocitos,

sendo frequentemente utilizados como marcadores de exaustao (42,45-47).

1.2 Receptores de anticorpos

Os receptores que se ligam a por¢ao Fc das imunoglobulinas sao chamados de
receptores Fc (FcR) e sdo importantes conexdes entre a imunidade humoral e a imunidade
celular. Estes receptores sdo classificados de acordo com a imunoglobulina pelo qual
possuem afinidade. Os receptores para a imunoglobulina G (IgG) sdo chamados de
receptores Fcy (FcyR) e os receptores Fc neonatal (FcRn). H4 também os que se ligam a
imunoglobulina A (IgA), FcaR, a imunoglobulina E (IgE), FceR, e a imunoglobulina M
(IgM) (48-50). Os receptores FcyR em humanos sdo: FcyRIA (CD64), FcyRIIA
(CD32A), FcyRIIB (CD32B), FcyRIIC (CD32C), FcyRIITA (CDI16A), FcyRIIIB
(CD16B) e FcRn. Em camundongos, os receptores de IgG sao: FcyRI, FcyRIIb, FeyRIII,
FcyRIV e FcRn (Figura 3) (51). E importante ressaltar que ha diferencas na expressio
desses receptores em diferentes espécies. Estes se diferem quanto a estrutura e,
consequentemente, possuem diferentes afinidades com os anticorpos. As intera¢des da
IgG com os receptores podem ser de alta afinidade, como o FcyRI, em que os receptores
se ligam a [gG monomérica antes que esta tenha se ligado ao antigeno; de baixa afinidade,

como os FcyRII e FcyRIII, em que os receptores se ligam a IgG complexada ao antigeno
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multivalente, ou seja, na forma de imunocomplexo (IC) ou de média afinidade como o

FcyRIV (50,52,53).

Mouse FcRs
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Figura 3 — Receptores FcyR em camundongos e humanos (51)

1.2.1 Distribuicdo dos receptores FcyR

Os FcyR sdo bastante disseminados entre as células do sistema imune, sendo
expressos principalmente em células mieldides. Alguns receptores sdo expressos em
células linfoides como linfocitos B e células NK, mas nenhum deles ¢ encontrado em
linfécitos T. Células endoteliais e tumorais também podem expressar FcyR, mas o nimero
de células ndo hematopoiéticas expressando tais receptores ¢ reduzido (50,51,54). A

tabela 3 sumariza as principais células que expressam cada FcyR em camundongos.
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Tabela 3 — Receptores Fcy e as células em que sdo expressos em camundongos

(50,54,55)
Receptor Células
FovRI Macréfagos, mondcitos, neutrdfilos, eosinoéfilos,
¥ células dendriticas, células de Langerhans.
Linfocitos B, macréfagos, mastocitos, neutrofilos,
FcyRIIb eosinoéfilos, células dendriticas, células de Langerhans,

basofilos.

Macréfagos, mondcitos, neutrdfilos, eosinoéfilos,
FeyRIII células dendriticas, células de Langerhans, células
Natural killer, mastocitos.

FcyRIV Macrofagos e neutrofilos.

Macroéfagos, monocitos, células dendriticas,

FcRn e \ ..
neutrdfilos, células epiteliais e células endoteliais.

1.2.2 Funcoes dos receptores FcyR

Em seres humanos e camundongos, as classes de FcyR mais estudadas e descritas
na literatura sdo as trés primeiras, sendo que tais receptores sao capazes de ativar (FcyRI
e FcyRIII) ou desativar (FcyRIIb) vias de sinalizagdo intracelular (56). Cabe ressaltar que
o receptor Fc neonatal ¢ um transportador, isso ¢, sua principal func¢do ¢ internalizar,

transportar e reciclar imunoglobulinas (55).

Os receptores FcyR podem desencadear diversas fungdes bioldgicas ao se ligarem
ao seus ligantes, principalmente em seu estado multimérico (imunocomplexo, opsonizado
ou agregado), mas também no caso de imunoglobulinas monoméricas. A regulagdo
positiva e negativa da resposta imune celular ¢ a tarefa central dos FcyR. Estes receptores
sd0 os principais no reconhecimento de particulas opsonizadas por IgG e na promogao de
respostas pro e anti-inflamatorias (52). Estas respostas biologicas dependem do tipo
celular, do tipo do receptor e da natureza do ligante, incluindo processos extremamente
importantes para a elimina¢do de microrganismos (55,57,58). A importancia dos FcyR na

ativagdo, proliferacdo e diferenciagdo celular, e também na inibicao de tais processos, foi
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descrita e demonstrada ha muitos anos (59—62). Outros processos também sdo essenciais,
como a neutralizagdo de moléculas e microrganismos, principalmente virus (54,55),
fagocitose, citotoxicidade celular dependente de anticorpo, geracdo de ROS, liberagdo de
enzimas lisossomais, regulacdo da producao de anticorpos, producdo de quimiocinas e
citocinas, desgranulacdo de neutrofilos e produgdo de mediadores que ativam ou

interrompem cascatas inflamatorias (49,55,57,63).

As atividades dos FcyR sdo reguladas pelo Motivo de Ativagao do Imunorreceptor
Baseado em Tirosina (ITAM) ou Motivo de Inibicdo do Imunorreceptor Baseado em
Tirosina (ITIM), que ativa e inibe a atividade celular, respectivamente. Tais motivos de
sinalizagdo localizam-se na regido citoplasmatica das cadeias que formam os FcyR
(48,64). Quando os FcyR possuindo ITAM sao ativados, ativa-se a familia SCR de
tirosina cinase (SRC-family protein tyrosine kinases) que fosforilam os residuos de
tirosina no ITAM. Isso leva ao acoplamento do dominio SCR-homologia 2 (SH2) de
proteinas cinase citosolicas SYK, que leva a produg¢do de moléculas importantes nos
eventos downstream, como fosfolipase Cy (PLCy), que aumentam os niveis de calcio
intracelular. O aumento dos niveis de célcio leva a ativacdo da via de cinases MAPK, que
culmina em uma explosdo oxidativa, liberacdo de citocinas, fagocitose, citotoxicidade
celular dependente de anticorpos e desgranulacao. Outras moléculas produzidas apds a
ativacdo de SYK sao fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K), paxilina e GTPases das familias
RHO e RAC que sdo responsaveis pela reorganizagdo da actina do citoesqueleto (Figura
4A). A resposta inflamatoria consequente ¢ muito importante para a eliminagdo do
antigeno, mas também pode acarretar em respostas destrutivas, o que ¢ considerado

crucial para o desenvolvimento de doengas autoimunes (48,50,59).

A sinalizacdo negativa desencadeada por FcyR contendo ITIM reduz a ativagao
por IC e pode, também, reduzir a autoimunidade por meio de inibi¢do de linfocitos B e
de células efetoras, impedindo atividades como a fagocitose. A cascata de sinalizagao
intracelular se inicia com a fosforilagdo do dominio ITIM por cinases da familia SRC,
que leva ao recrutamento de fosfatases contendo o dominio SH2, principalmente
proteinas tirosina fosfatases contendo o dominio SH2 1 e 2 (SHP1 e SHP 2) e inositol
polifosfato 5 fosfatases contendo o dominio SH2 (SHIP). Estas fosfatases desfosforilam
a molécula fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PtdIns(3,4,5)P3), impossibilitando a
ancoragem de moléculas da sinalizagdo na membrana, como a tirosina cinase de Bruton

(BTK) e PLCy. BTK ¢ importante para a ativacdo de PLCy e para a hidrolise de
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fosfatidilinsotil-4,5-difosfato  (PtdIns(4,5)P2), que gera inositol-1,4,5-trifosfato
(Ins(1,4,5)P3) e diacilglicerol (DAG). Dessa maneira, SHIP inibe a producdo dos
mensageiros secundarios Ins(1,4,5)P3 e DAG, responsaveis pela mobilizagdo de calcio e
ativacdo de proteina cinase C (PKC), respectivamente (Figura 4B). A auséncia da
ativagdo de PKC e de Ins(1,4,5)P3 impede a ativagao de MAPK cinases e o recrutamento
de cinase anti-apoptotica (AKT), reduzindo a proliferagdo e a sobrevivéncia celular. Por
fim, a ligacao de SHIP fosforilado a SHC, uma molécula da sinaliza¢do de RAS, inibe a

ativacdo de RAS, impedindo a progressao do ciclo celular e, assim, sua proliferagao

(48,65,66).
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Figura 4 — Sinalizacao de receptores FcyR. (A) Sinalizagdo de receptores ativadores
contendo ITAM. Proteina cinases da familia SCR fosforilam ITAM que levam ao acoplamento e
ativa¢do de SYK e ativagdo de PLCy, PI3K, GTPases das familias RHO ¢ RAC. Tais moléculas
resultam nos processos de fagocitose, producdo de quimiocinas, explosdo oxidativa e ADCC. (B)
Sinalizagdo de receptores inibidores contendo ITIM em células B. Proteina cinases da familia
SCR fosforilam ITIM, levando a inibi¢do de BTK e da via de PLCy, bloqueando producao de

mensageiros secundarios, influxo de calcio e ativagdo de PKC (48).

Outra funcdo dos FcyR ¢ a internalizag¢do de IC. Esta ndo ¢ uma fungao exclusiva

dos receptores FcyR, mas ¢ realizada de maneira mais eficiente, quando comparada a
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internalizacdo por mecanismos ndo especificos. Ja& no interior da célula, os
imunocomplexos podem ser degradados e direcionados aos MHC de classe I ou II para
que ocorra a apresentacdo do antigeno. A partir desta apresentagdo, ocorre ativacao de
células e inicia-se intensa proliferacdo e diferenciacao celular, desencadeando resposta
imune especifica para tal antigeno. Além disso, nesta etapa ha degradacdo e eliminagao

dos antigenos, o que contribui para o controle da invasao (52,64).

1.2.3 Impacto dos FcyR na artrite séptica e em outras doencas

Os neutrofilos, células importantes na inflamagao da artrite séptica, expressam os
principais tipos de FcyR, indicando uma possivel relacdo entre FcyR e os mecanismos de
doencga na artrite séptica, antes mesmo da producdo de anticorpos especificos para o
microrganismo. Sabe-se que IgGs circulantes ndo-especificas também sdo capazes de
ativar os FcyR, assim como opsoninas inatas, como a proteina C reativa (PCR) (67).
Existem relatos de outras moléculas, como a Pentraxina 3 (PTX3), que se liga aos FcyR
e desencadeia respostas biologicas, incluindo ativagao celular e aumento de fagocitose de
microrganismos opsonizados (38,68,69). Por se ligarem a proteinas caracteristicas do
sistema imune inato e adaptativo, desse modo sendo especificos ou ndo para o patdégeno,
os receptores FcyR podem ser considerados um link importante entre os dois tipos de

resposta, possuindo papéis importantes em diferentes fases da doenca (70).

Em relacdo a artrite reumatoide, os receptores FcyR sdo importantes moduladores
da producao de anticorpos e a ativagdo destes receptores por imunocomplexos pode levar
a inflamagao articular e grave destrui¢do da cartilagem, sendo os receptores ativadores
cruciais para a lesdo oOssea e da cartilagem (56,71). Além disso, hd uma relacdo bem
estabelecida entre os receptores FcyR e receptores do tipo Toll 2 e 4 (TLR2 e TLR4), que
sdo importantes na fisiopatologia da artrite reumatoide (72). Por meio desta relagao entre
TLR e FcyR ativadores, ocorre o aumento da producao de citocinas TNF-a, IL-1p e IL-
6, além do aumento da resposta por linfocitos Th17, que tém papel importante na artrite
reumatoide (73). Reconhece-se também que TLRs possuem grande impacto na artrite
séptica, portanto, os FcyR podem ser receptores importantes para induzir, regular e

direcionar a resposta inflamatéria neste contexto (31,72,74).

Os receptores FcyR sdo muito importantes em infecgdes de forma geral, sendo

muito estudados em infecgdes virais como HIV, infeccdo do Virus Sincial Respiratorio
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(75), sindrome reprodutiva e respiratoria dos suinos (53), dengue (76) e outras, uma vez
que atuam na neutralizacdo de virus, ADCC, liberagdo de citocinas, ativa¢do de
neutrofilos e inducdo de linfécitos T. Nesse cenario, os receptores FcyRIIb sdo capazes
de regular negativamente todas essas respostas e também reduzir as mutagdes somaticas
na producao de anticorpos (75). No caso do virus da Dengue, além das atividades citadas,
o receptor FcyRIIA ¢ capaz de aumentar a infec¢do causada pelo virus por um processo
chamado de aumento da infec¢do causado por anticorpos (ADE) (76), o mesmo ¢é
observado na sindrome reprodutiva e respiratoria dos suinos, sendo que nessa doenga o

receptor responsavel pela ADE ¢ o receptor suino FcyRIII (53).

O controle de bactérias ¢ extremamente dependente de anticorpos e clearance por
meio de FcyR, por isso seu papel ¢ estudado em doengas como a sepse. A sepse ¢ uma
doenca causada por microrganismos e agravada pela intensa resposta imune aos
patdgenos, com a produ¢do de mediadores inflamatorios em excesso, levando ao choque
séptico e a desinfec¢do de 6rgaos. Como na maioria das infecgdes, o sistema imune deve,
entdo, controlar a resposta a infeccdo otimizando efeitos benéficos e minimizando os
maléficos. Nesse processo de equilibrio, os receptores FcyR sdao muito importantes, pois
desempenham papeis ativadores e essenciais na eliminagdo do patdogeno, mas também
fungdes inibitorias que auxiliam no controle da producdo de citocinas e ativacao de
células (77). Além disso, FcyRIIb ¢ considerado um receptor essencial para o balango
entre o controle do clearance do patégeno e os danos mediados por citocinas, estando
relacionado a apoptose de linfocitos B, um importante processo para conter a inflamagao
exacerbada desta doenga, mas que pode impedir a eliminagdao do microrganismo caso nao
seja bem regulado (77,78). Em outras infec¢des bacterianas, como infec¢cdo por
Bordetella pertussis e Borrelia burgdorferi,, a auséncia de receptores FcyRI ou receptores
FcyR de forma geral compromete a eliminacdo do microrganismo (79,80). Apesar de
serem receptores tdo importantes em doencas infecciosas de forma geral, ndo existem
muitos estudos correlacionando receptores FcyR e artrite séptica ou infecgdes similares
causadas por S. aureus, sendo que os mecanismos por trds desta complexa relagdo ndo

sdo claros.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o papel dos receptores FcyRIIb e FcyRIII no controle bacteriano e na resposta

inflamatoria articular ap6s a infec¢ao por Staphylococcus aureus em camundongos.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Avaliar a influéncia dos receptores FcyRIIb e FcyRIII no recrutamento celular e
controle de S. aureus articular no pico da resposta inflamatoria (7 dpi — baseado na

resposta em animais do tipo selvagem);

2.2.2 Investigar os mecanismos associados com a resposta inflamatoria e controle de S.

aureus na articulagdo em animais deficientes para os receptores FcyRIIb;

2.2.3 Investigar os mecanismos associados com a resposta inflamatoria e controle de S.

aureus na articulagdo em animais deficientes para os receptores FcyRIII.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Os experimentos foram realizados utilizando camundongos da linhagem C57BL/6
machos com idade de 7 a 9 semanas. Os animais selvagens foram adquiridos junto ao
Biotério Central da UFMG, mantidos em condi¢des adequadas com livre acesso a agua e
comida e ciclo claro-escuro de 12 horas e controle de temperatura. Animais deficientes
para os receptores FcyRIIb ou FcyRIII, ambos com o mesmo background genético dos
animais selvagens, foram criados e mantidos no Biotério do Laboratério de

Imunofarmacologia, no Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG.

Todos os experimentos realizados com os animais foram feitos dentro das normas
do Comité de Etica e Experimentacio Animal da UFMG (CEUA) conforme protocolos
n°. 236/2012 (Anexo 1) e 118/2018 (Anexo 2).

3.2 Bactéria

Utilizou-se cepa ATCC®6538 de Staphylococcus aureus cedida pelo Professor
Waldiceu Verri Jr da Universidade Estadual de Londrina. A bactéria foi cultivada em
caldo BHI (infusdo de coracdo e cérebro) e armazenada em aliquotas de 100 pL com 20%
de glicerol a -80°C. Para a inoculacdo, uma aliquota foi semeada em placa com agar
sangue (agar BHI com 5% de sangue de carneiro) com tempo de cultivo de 24 horas a
37°C. O inéculo foi preparado com diluicdo da bactéria em tampao salina fosfato (PBS)
estéril e a absorbéncia lida em espectrofotdmetro a 625 nm. Para que a concentragao do
in6culo fosse adequada, a leitura de absorbancia foi proéxima a 0,840. A solucao foi
diluida 10 vezes para se obter 10 unidades formadoras de colonia por mililitro de solugio

(UFC/mL).

3.3 Modelo experimental de artrite séptica induzido por S. aureus em camundongos

O modelo murino de artrite séptica foi padronizado como descrito por BOFF

(2013 e 2018) (4,81). Para esta padroniza¢do foram utilizados os inéculos 104, 10°, 10,



35

107 e 108 UFC/mL de S. aureus. Sete dias apds a injecdo intra-articular de S. aureus,
houve a eutanasia dos animais para a avaliagdo dos parametros inflamatorios. Tal
padronizagdo demonstrou que em todos os indculos houve um aumento no nimero de
neutréfilos quando comparados aos animais nao infectados (Figura 5A). Destes, o indculo
de 107 UFC/mL foi aquele que apresentou melhores resultados, portanto foi utilizado em
uma cinética para escolher os tempos a serem posteriormente avaliados. Em todos os
tempos avaliados, houve um aumento significativo no numero de neutréfilos na cavidade
articular em relacdo aos animais nao infectados, sendo que o pico de acimulo de
neutrdfilos foi entre o primeiro e o sétimo dia apds a infec¢ao (Figura 5B). O escore
histopatologico também foi avaliado e observou-se aumento nos tempos de 1, 7 e 28 dias
de infec¢do (Figura 5C). Por fim, em todos os dias avaliados foi possivel recuperar
bactérias da articulacdo (Figura 5D) dos animais infectados com S. aureus. Neste caso,
no primeiro dia ap6s a infec¢do houve uma maior recuperagao da carga bacteriana, a qual

decresceu nos dias subsequentes.
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Figura 5 — Padronizacio do modelo experimental de artrite séptica em camundongos por
meio de inéculo-resposta e cinética. Foi realizado um indculo resposta (UFC/mL 10%-10%) com

a inocula¢do intra-articular de S. aureus (10 puL). Sete dias apos a inoculagdo, os animais foram
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eutanasiados para a recuperagao de neutrofilos (A) recrutados para a cavidade articular. A cinética
de recrutamento de neutréfilos, escore histopatologico e carga bacteriana foi realizada a partir do
indculo de 107 UFC com a inje¢do intra-articular de S. aureus (10 pL). Os animais foram
eutanasiados em varios tempos (1, 7, 14 e 28 dias) apoés a infecgdo, para a recuperagdo de
neutrofilos (B), avaliagdo de escore histopatoldgico (C) e carga bacteriana presente na articulagdo
(D). ** para p<0.01 e *** para p<0.001 em relagdo ao grupo nao infectado com teste One-Way
ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls. Foram utilizados de 6 a 8 animais por grupo. UFC:

unidades formadoras de colonia (4,81).

3. 4 Estratégia experimental

Inicialmente os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com 80 mg/kg
de Cetamina e 15 mg/kg de Xilazina. Em condi¢des estéreis uma das articulagdes
inferiores foi depilada e foi feita uma inje¢io intra-articular do indculo de 10° UFC/10pL

de S. aureus. Os animais controle receberam a injecdo com PBS estéril (10 pL).

Em diferentes tempos (1, 4, 7, 14, 28 ou 42 dias apos a infec¢ao), os animais foram
eutanasiados e a cavidade articular foi lavada 3 vezes com 3,5 pL de uma solucdo de PBS
contendo 3% p/v de albumina bovina (aqui denominado apenas BSA 3%). O lavado foi
armazenado em tubo contendo 90 pL de BSA 3% e, posteriormente, foi feita a contagem
total e diferencial de leucocitos presentes no lavado. O tecido articular foi removido e
conservado a -20 °C para posterior processamento para Ensaio Imunoadsorvente Ligado
a Enzima (ELISA) e Western Blot (WB).

Animais destinados a analise histopatoldgica foram infectados da mesma forma,
eutanasiados28 dias ap6s a infecg¢ao e submetidos a retirada da articulagcdo completa, cujo
processamento sera descrito a diante. No tempo mais tardio, 42 dias apds a infeccao, os
animais também foram submetidos a retirada do linfonodo popliteo, localizado na regido

anterior a cavidade articular do joelho para a realizagao de citometria de fluxo.

3.5 Contagem total e diferencial de células inflamatorias e apoptose

Para a contagem total, 10 pL do lavado articular foi diluido 3 vezes em solugao
de lise de hemdcias de Turk (RenyLab®) e a contagem foi feita em cAmara de Neubauer
utilizando-se microscopio Optico com aumento de 400 vezes. Ao restante do lavado, foi
acrescido 50 uL de BSA 3% e citocentrifugado para confeccionar as laminas para a

contagem diferencial. As laminas foram coradas em corante panético (Laborclin, Parand)
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e a contagem diferencial de células (mononucleares e neutrofilos) foi feita em
microscopio optico em aumento de 1000 vezes. Foram contadas 300 células utilizando-
se um contador diferencial de células (Benfer®, Sio Paulo) e feita a porcentagem dos tipos
celulares estudados baseando-se na contagem total utilizando-se uma regra de trés
simples. O numero de células foi obtido como o valor obtido multiplicado pela diluicao
(3 vezes) e pelo fator de corregiio da cAmara de Neubauer (10%). Com as mesmas laminas
utilizadas para a contagem diferencial, realizou-se a contagem de neutréfilos apoptoticos

a partir da morfologia caracteristicas destas células (Figura 6).

Figura 6 — Neutrofilo normal (seta) e neutrofilos apoptéticos (82).

3.6 Recuperaciao de S. aureus do tecido articular

O tecido articular de cada animal foi retirado de forma estéril e macerado em
cadinho com 1000 uL de PBS estéril. Em seguida 100 pnL desse homogenato foi semeado
em placa de Petri contendo 4gar sangue (dgar BHI com 5% de sangue de carneiro) e
incubado em estufa a 37°C por 24 horas. Apds este periodo foi feita a contagem das

colonias. O resultado foi expresso UFC/articulagao tibiofemoral.

3.7 Medida de Nocicep¢ao
Para esta avaliagdo utilizou-se o teste de pressdo crescente na pata, conhecido
como método de von Frey eletronico (83). Os animais sao distribuidos em caixas de

acrilico que sdo acomodadas sobre uma estante cujo assoalho ¢ composto por uma rede
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de malha que permite a utilizagdo de um espelho acoplado 25 cm abaixo das caixas com
inclinagdo de aproximadamente 35 graus possibilitando a visualizacdo das patas dos

animais.

Para a leitura da pressao realizada, foi utilizado um analgesimetro digital Insight®,
modelo EFF302, que consiste em um transdutor de pressdao conectado a um contador
digital de forga expresso em gramas (g), com precisdo de 0,1g. Para o contato do
transdutor de pressdo com a pata dos animais, foi adaptada uma ponteira descartavel de
polipropileno com aproximadamente 2 mm de diametro. Antes da realizagao do teste, os
animais foram acomodados nas caixas de acrilico para se ambientarem por 30 minutos e
permitirem a medida correta da nocicepgdo. Estes sdo, entdo, submetidos a uma pressao
manual e crescente, realizada na regido plantar da pata, de maneira a produzir uma

resposta caracteristica de retirada da pata estimulada.

3.8 Processamento de tecido articular, ensaio de ELISA

O tecido articular removido foi pesado e acrescentado solu¢ao de extragdao de
citocinas (NaCl 0,4 M, Na3PO4 10 mM, PMSF 0,1 mM, Cloreto de Benzetonio 0,1 mM,
EDTA 10 mM, Tween 20 0,05%, 0,5% de BSA, 20 uL de Aprotinina, pH 5,0) na
proporcao de 1 mL para 100 mg de tecido. O tecido foi processado em homogeneizador
de tecidos (Power Gen 125 - Fisher Scientific®, EUA) e centrifugado a 10.000 rpm por
15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi mantido a -20 °C até o dia do ensaio de ELISA.

O ensaio de ELISA foi realizado utilizando-se os kits comerciais e seguindo-se as
informagdes do fabricante (R&D Systems®, EUA). O anticorpo de captura para IL-1p,
CXCL6 e CXCLI1 foi adicionado a placa de 96 pocos e incubado por 24 horas a 4 °C.
Posteriormente, as placas foram lavadas 4 vezes com PBS contendo 0,05 % de Tween-20
e bloqueadas por 2 horas com PBS contendo 1 % de BSA a temperatura ambiente. As
amostras e o padrao de interesse foram diluidos 3 vezes (em PBS contendo 0,1 % BSA)
e incubados por 24 horas a 4 °C. No dia seguinte, as placas foram lavadas 4 vezes (com
PBS contendo 0,05 % Tween-20) e a placa foi incubada na presenca do respectivo
anticorpo de deteccao. Apos 2 horas, foi adicionada a placa uma solu¢do contendo
estreptavidina ligada a peroxidase. Apds 20 minutos, as placas foram novamente lavadas
e foi adicionado tampao contendo ortofenildiamina (OPD). A reagdo foi interrompida
adicionando-se H>SO4 1 M. A densidade dptica foi obtida com o uso de espectrofotometro

no comprimento de onda de 490 nm. O resultado foi expresso em pg/mL.



39

3.9 Histopatologia

O tecido articular foi coletado e acondicionado em cassetes para histologia que
permaneceram por 48 horas em solucdo de formol 10% tamponado. Em seguida os
cassetes foram transferidos para solucdo de EDTA (4cido etilenodiaminotetraacético)
14% para descalcificagdo 6ssea por 30 dias. Neste periodo foi feita a troca da solucao de
EDTA a cada 48 horas. O processamento foi realizado no Laboratorio de Patologia
Experimental da Faculdade de Odontologia da UFMG onde o tecido foi submetido a
passagens subsequentes em etanol em diferentes concentracdes (80 % v/v, 90 % v/v,
absoluto 1 e 2 — 30 minutos cada), xilol (1 e 2 — 20 a 30 minutos cada) e incluido em
parafina. Foram realizados cortes de Spym em micrétomo e confeccdo de uma lamina por
corte, posteriormente corado com Hematoxilina de Harris (20 segundos) e Eosina (8
segundos). As laminas foram analisadas em microscopio Optico e foram observados os
seguintes parametros: gravidade da hiperplasia sinovial (0-2), intensidade e extensao do

infiltrado inflamatorio (0-5) e reabsor¢do 6ssea (0-4).

3.10 Citometria de fluxo de linfonodo popliteo

Ap06s 42 dias de infecgao, os linfonodos popliteos foram cuidadosamente retirados
e macerados para a realizagdo da citometria de fluxo. As células destes linfonodos foram
contadas em cAmera de Neubauer e igualmente distribuidas (1,0x10° células/amostra)
para marcacdo de superficie com anticorpos: anti CD3 (APC-Cy7, BD Pharmingen®,
diluigdo 1:100), CD4 (PE-Cy7, BD Pharmingen®, dilui¢io 1:100), CD8 (PerCP, BD
Pharmingen ®, diluigdo 1:20) e PD1 (FITC, Biolegend®, diluigdo 1:50). Apos a marcacio,
as amostras foram adquiridas no citometro FACSCanto II (BD Bioscience®). Foram
adquiridos 30.000 eventos por amostra e a estratégia de gate utilizada para CD3"/CD4"
(1), CD3*/CD4"/PD1" (2), CD3"/CD8" (3), CD3"/CD8"/PD1" (4) (Figura 7). A analise

das leituras foi realizada no software FlowJo (Tree Star®).
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Figura 7 — Estratégia de gate para analise de citometria de fluxo de linfdcitos.

3.11 Citometria de fluxo de medula dssea

Animais ndo infectados foram eutanasiados e tiveram a medula dssea tibio-
femoral retirada para a realizagdo de citometria de fluxo. Apos a lise de hemacias com
PBS 10X e 4gua, tais células foram contadas e igualmente distribuidas (5,0x10°
células/amostra) para marcacao de superficie com os seguintes anticorpos: anti Ly6G
(APC, eBioscience®, dilui¢do 1:200), CD11b (V500, BD Pharmingen®, diluigdo 1:100) e
CXCR2 (PE, R&D Systems®, dilui¢do 1:50). Apds a marcacio, as amostras foram lidas
no citdémetro FACSCanto II (BD Bioscience®). Foram adquiridos 100.000 eventos por
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amostra e a estratégia de gate utilizada para Ly6G*/CD11b"(1) eLy6G"/CD11b*/CXCR2*

(2) (Figura 8). A anélise das leituras foi realizada no software FlowJo™ (Tree Star®).
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Figura 8 — Estratégia de gate para analise de citometria de fluxo de medula.

3.12 Diferenciacao de macrofagos derivados de medula

Animais ndo infectados foram eutanasiados e tiveram a medula dssea tibio-
femoral retirada para a diferenciagcdo de mondcitos em macrofagos. Para isto, as células
foram mantidas em placas de Petri com meio condicionado de L929 (LCCM) por sete
dias. O LCCM ¢ utilizado devido a produgao e liberagao de M-CSF (fator estimulante de
colonias de macrofagos), que € essencial para que os mondcitos da medula dssea se
diferenciem em macrofagos. Apds sete dias de diferenciagdo, os macrofagos foram
retirados das placas de Petri, contados em camera de Neubauer e igualmente distribuidos
(1,0x10° células/pogo) em placas de cultura de 24 pogos. Apds 24 horas, 0 meio de cultura
foi trocado e parte das células foram primadas com LPS e entdo incubadas com S. aureus
(MOI = 10 bactérias para cada célula) ou PBS (controle). Apos 6 horas, o sobrenadante
foi retirado e mantido a -20°C para ELISA, assim como o pellet (WB). As células ndo
primadas também foram incubadas com bactéria ou PBS por 6 horas, tendo seu

sobrenadante descartado e o pellet mantido a -20°C para Western blot.
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3.13 Western Blot

A técnica de Western blot foi aplicada para o tecido periarticular e também para o pellet
do cultivo de macrofagos derivados de medula. O tecido (aproximadamente 20 mg) foi
homogeneizado com 500 pL de solugdo de lise (Triton X100 1,0%, Tris/HCI 100 mM,
Glicerol 20% e EDTA 0,2 mM), em homogeneizador elétrico (Power Gen 125 - Fisher
Scientific®). Para o pellet, utilizou-se 100uL de solugdio de lise por poco para retirar as
células da placa. A fim de se utilizar a mesma quantidade de proteina por amostra,
procedeu-se a quantificagdo por ensaio de Bradford (Bio-Rad®). Amostras com 30 pg de
proteina contendo o loading buffer (Tris-HCI 0,5 mM, Glicerol 10%, SDS 2%, B-
mercaptoetanol 5% e bromofenol 1%)foram separadas por eletroforese em gel
desnaturante de 10% poliacrilamida-SDS e posteriormente transferidas para membranas
de nitrocelulose. As membranas foram incubadas com anticorpo primario especifico
overnight (anti-SYK, diluigao 1:1000, Santa Cruz®) e entdo incubadas por 1 hora com o
anticorpo secundario conjugado a enzima HRP (anticorpo anti-mouse, diluigao 1:3000,
Santa Cruz®). As bandas imunorreativas foram visualizadas por revelagdo com ECL,
segundo as instrugdes do fabricante (GE Healthcare®). Como controle, as bandas de B-

actina (Sigma®) foram utilizadas.

3.14 Analise estatistica

Os dados foram expressos em média = erro padrao da média (EPM). As diferengas
entre as médias foram comparadas utilizando-se andlise de varidncia (ANOVA) com pos-
teste de Tukey. Na comparacdo entre dois grupos foi utilizado o teste t ndo pareado. Os
resultados foram considerados significativos quando valor de p < 0,05. Diferencas entre
o grupo infectado e seu controle nao infectado com p < 0,05 foram representadas
graficamente com um asterisco (*), ** para p < 0,01, *** para p < 0,001 e **** para p
<0,0001. Diferencas entre os grupos infectados com p < 0,05 foram representadas
graficamente com um sinal de soma (+), ++ para p < 0,01, +++ para p < 0,001 e ++++

parap <0,0001.
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4 RESULTADOS

4.1 Animais deficientes para FcyRIIb ou FcyRIII possuem diferencas no controle

bacteriano e no acimulo de células na articulacio apés infeccio por S. aureus

A fim de se compreender a importancia dos receptores FcyRIIb no contexto da
artrite séptica experimental, animais deficientes para tais receptores foram utilizados e
sua resposta frente a injecdo intra-articular de S. aureus comparada a resposta de animais
selvagens (WT) Para isso, o tempo de infeccdo utilizado foi o tempo com melhores
resultados na padronizacao do modelo, sete dias, tempo considerado o pico da inflamagao.
A contagem de leucoécitos totais, mononucleares e neutréfilos presentes na cavidade
articular demonstra que, apos sete dias de infec¢do, somente o grupo de animais selvagens
apresenta aumento no acimulo de leucocitos frente aos animais ndo infectados. Observa-
se que os animais deficientes em receptores FcyRIIb possuem redugdo estatisticamente
significativa do recrutamento de células inflamatdrias, especialmente neutréfilos, sete
dias apos a injecdo de S. aureus, quando comparados aos animais selvagens (Figura 9A,

9B ¢ 9C).
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Figura 9 — Recrutamento celular e recuperacio bacteriana no modelo experimental de
artrite séptica em camundongos selvagens (WT) e deficientes para FeyRIIb (FeyRIIb7). O
modelo experimental de artrite séptica em camundongos deficientes de receptores FcyRIIb e
selvagens foi realizado a partir do indculo de 10° UFC/10uL com injegdo intra-articular de 10 pL.
Sete dias apos a infecgdo, os animais foram eutanasiados para a recuperagdo de leucocitos totais
(A), de neutroéfilos (B), de mononucleares (C) e de bactérias acumulados para a cavidade articular
(D). Valores expressos em média de niimero de células ou bactérias por cavidade + EPM. ** para
p <0,01, *** para p < 0,001 e **** para p <0,0001 em relacdo ao grupo ndo infectado. + para p
< 0,05, ++ para p < 0,01, +++ para p < 0,001 e ++++ para p < 0,0001 em relagdo aos grupos
infectados. Teste One-Way ANOVA, pos-teste de Tukey para células totais, neutrofilos e células

mononuclares e teste t ndo pareado para recuperagdo de bactéria. Foram utilizados 6 animais por

grupo.

Assim como o realizado para os receptores FcyRIIb, animais deficientes para
receptores FcyRIII foram utilizados e sua resposta frente a injecdo intra-articular de S.
aureus foi comparada a resposta de animais selvagens (WT). A contagem de leucocitos

totais, mononucleares e neutrofilos presentes na cavidade articular demonstra que, apos
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sete dia de infec¢do, os dois grupos infectados apresentaram aumento no acimulo de
células na articulagdo, sendo que os animais sem receptores FcyRIII possuem numero de
leucocitos totais compardvel ao animal selvagem, mas apresentam aumento

estatisticamente significativo no recrutamento de neutrofilos (Figura 10).

A B
2507 2001 s
< — ok kK
2 2001 o
=~ -~ 1501
o -
®© 150 1 g
2 = 1004
» 100 0 *%
E E
2 504 3 501
° 2
&)
0 ; p 0 - /
WT FeyRIIT  WT  FeyRIIT WT FeyRIIT WT  FeyRINT
NI S. aureus NI S. aureus
<
o
Z 801 1500 7
"
(0] o
o =
T 607 o o °®
© i
T = 1000
3 o
S 40 = i il .
g E L]
° O 5001 : —_—
E 201 w =
n -]
x
=
0
&)

WT  FeyRIIT Wt FeyrIN” wT FeyRINT

NI S. aureus
S. aureus

Figura 10 — Recrutamento celular e recuperacio bacteriana na articulacio no modelo
experimental de artrite séptica em camundongos selvagem (WT) e deficientes para FcyRIII
(FeyRIIT). O modelo experimental de artrite séptica em camundongos deficientes de receptores
FeyRIII e selvagens foi realizado a partir do indculo de 10° UFC/10uL com injegdo intra-articular
de 10 pL. Sete dias apo6s a infec¢do, os animais foram eutanasiados para a recuperagdo de
leucacitos totais (A), de neutrofilos (B), de mononucleares (C) e de bactérias acumulados para a
cavidade articular (D).Valores expressos em média de numero de células ou bactérias por
cavidade + EPM.** para p < 0,01 e **** para p < 0,0001 em relag@o ao grupo ndo infectado e ++
para p <0,01 em relagdo aos grupos infectados com teste One-Way ANOVA, pos-teste de Tukey
para células totais, neutrofilos e células mononuclares e teste t ndo pareado para recuperagdo de

bactéria. Foram utilizados 6 animais por grupo.
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4.2 Papel do receptor FcyRIIb na resposta inflamatéria e controle bacteriano na

artrite induzida por S. aureus

A partir dos resultados iniciais, foi realizada uma cinética da infeccao para avaliar
as diferengas entre o aciimulo celular e controle bacteriano na articulacdo dos animais
selvagens e deficientes para o receptor FcyRIIb, com analises realizadas nos tempos del,
4 e 7 dias apds a infecgdo. A contagem de leucdcitos totais, neutréfilos e células
mononucleares mostra um aumento significativo ja no primeiro dia em ambos os animais
quando comparados com os animais nao infectados. Porém, enquanto nos animais
selvagens a quantidade de células aumenta ao longo do tempo, animais deficientes para
FcyRIIb tém o pico de acimulo de células totais e de neutrdfilos no dia 1, apresentando
maior acumulo de células totais e de neutrofilos neste ponto da cinética e redugdo
significativa no acumulo de células apds sete dias de infeccdo em relacdo aos animais

selvagens (Figura 11).
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Figura 11— Recrutamento celular no modelo experimental de artrite séptica em
camundongos selvagens (WT) e deficientes para FcyRIIb (FeyRIIb™). O modelo experimental

de artrite séptica em camundongos deficientes de receptores FcyRIIb e selvagens foi realizado a
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partir do indculo de 10° UFC/10uL com injecdo intra-articular de 10 pL. Um, quatro e sete dias
apos a infecgdo, os animais foram eutanasiados para a recuperagdo de leucocitos totais (A), de
mononucleares (B) e neutrofilos (C) acumulados para a cavidade articular. Valores expressos em
média de nimero de células por cavidade + EPM. * para p < 0,05, ** para p <0,01, *** para p <
0,001 e **** para p <0,0001em relagdo ao grupo ndo infectado. + para p < 0,05, ++ para p < 0,01,
+++ para p < 0,001 e ++++ para p <0,0001em relagdo aos grupos infectados. Teste One-Way

ANOVA, pos-teste de Tukey. Foram utilizados 6 animais por grupo. dpi — dias pds infecgao

Em relagdo a quantidade de bactérias recuperadas da articulagdo, ndo houve
diferenca no crescimento de S. aureus entre os dois grupos nos tempos de 1 e 4 dias apos
a infeccdo. Apenas no dia 7 dpi, animais deficientes para FcyRIIb apresentaram menor
carga bacteriana em relacdo aos animais selvagens, como demonstrado anteriormente.

(Figura 12).
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Figura 12 — Carga bacteriana no modelo experimental de artrite séptica em camundongos
selvagens (WT) e deficientes para FcyRIIb (FeyRIIb™). Animais FcyRIIb”" ¢ WT foram
infectados com um indculo de 10° UFC/10uL de S. aureus intra-articular. Os animais foram
eutanasiados apds um, quatro e sete dias e foi realizada a maceragdo do joelho dos animais para
posterior plaqueamento, identificagdo e contagem de colonias na articulagdo. + para p < 0,05 em

relacdo aos grupos infectados apos teste One-way ANOVA. Foram utilizados 5 ou 6 animais por

grupo.

Um outro pardmetro inflamatdrio importante deste modelo ¢ a presenga de dor
articular, que pode ser causada por moléculas pro-inflamatodrias e também pelo proprio S.
aureus (4,84). Nao houve diferenga entre ambos os grupos no primeiro dia avaliado.

Porém, animais deficientes para FcyRIIb tiveram um limiar de retirada de pata maior a
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partir do quarto dia de infecgdo, ou seja, resistem a maiores pressoes, 0 que representa

niveis mais baixos de dor (Figura 13).
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Figura 13 — Limiar de retirada de pata em modelo experimental de artrite séptica em
camundongos selvagens (WT) e deficientes para FcyRIIb (FeyRIIb™). O modelo experimental
de artrite séptica em camundongos deficientes de receptores FcyRIIb e selvagens foi realizado a
partir do indculo de 105 UFC/10uL com inje¢do intra-articular de 10 uL. Um, quatro e sete dias
apos a infecgdo, os animais foram distribuidos em gaiolas metalicas e submetidos ao método von
Frey de medida de nocicepcao. ++++ para p <0,0001 em relagdo aos grupos infectados. Teste

One-Way ANOVA, pos-teste de Tukey. Foram utilizados 6 animais por grupo.

Apods essa demonstragdo inicial de diferencas importantes entre os animais
selvagens e deficientes para FcyRIIb apds a infecg¢do por S. aureus, o proximo passo foi
tentar entender como a auséncia do receptor FcyRIIb modifica o curso da doenga, levando
a um melhor controle da carga bacteriana apos 7 dias de infecg¢do nos animais deficientes
para FcyRIIb. Assim, buscamos entender os mecanismos associados com um maior
recrutamento celular, especialmente de neutrofilos, no primeiro dia ap6s a infecgao nos
animais deficientes para FcyRIIb. Primeiro, foi feita a dosagem de quimiocinas
relacionadas com o recrutamento de neutr6filos no tecido periarticular. Como observado
na Figura 14, a infecgdo por S. aureus levou a um aumento dos niveis de CXCLI1 e
CXCL6 no primeiro dia em ambos os grupos em relacdo aos animais nao infectados.
Porém, nao houve diferencas entre animais selvagens e deficientes para FcyRIIb. Embora
sem diferenca estatistica nos valores de CXCL6, ¢ importante observar que houve um

valor de p = 0,08 entre os grupos.
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Figura 14 — Niveis de CXCL1 e CXCL6 em modelo experimental de artrite séptica em
camundongos selvagens (WT) e deficientes para FeyRIIb (FeyRIIb™). O modelo experimental
de artrite séptica em camundongos deficientes de receptores FcyRIIb e selvagens foi realizado a
partir do inoculo de 103 UFC/10uL com injegdo intra-articular de 10 uL.. Um e quatro dias apés a
infecgdo, os animais foram eutanasiados para a retirada do tecido periarticular e, por meio do
ensaio de ELISA foram dosados os niveis de CXCL-1 (A) e CXCL6 (B). ** parap < 0,01 e ****
para p <0,0001em relacdo ao grupo ndo infectado. + para p < 0,05 em relagdo aos grupos

infectados. Teste One-Way ANOVA, poés-teste de Tukey. Foram utilizados 6 animais por grupo.

Sabendo-se que os animais deficientes para FcyRIIb apresentam expressivo
aumento no acimulo de células no inicio de infec¢do (1 dia) e os niveis de quimiocinas
nos animais nocautes se assemelham aos animais selvagens, nds consideramos duas
outras possibilidades que pudessem explicar um maior nimero de neutrofilos em animais
deficientes para FcyRIIb. Primeiro, avaliamos a expressdao do receptor CXCR2 na
superficie de neutréfilos de medula apds estimulo com S. aureus. O receptor CXCR2 ¢
um receptor altamente expresso em neutrdfilos ativados € uma pega muito importante no
recrutamento de tais células, uma vez que se liga a diversas quimiocinas (CXCLI1,
CXCL2, CXCL6 e outras) e garante a movimentacdo da célula na direcdo do gradiente
de quimiocinas, levando ao infiltrado de neutréfilos no sitio da inflamagao. Observou-se,
entdo, um aumento na porcentagem de neutrofilos expressando tal receptor no grupo
deficiente para FcyRIIb (Figura 15). Esse dado explicaria um maior infiltrado de
neutrofilos em animais deficientes para FcyRIIb mesmo apresentando concentragdes

equiparaveis das quimocinas CXCL1 e CXCL6 em ambos os grupos.
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O proximo passo foi avaliar se a viabilidade dos neutrofilos era diferente entre os
dois grupos. A apoptose foi quantificada por meio da contagem de neutrofilos
morfologicamente apoptdticos em lamina de lavado realizado 1 dia apos a infec¢do. De
acordo com a Figura 15, animais deficientes para receptores FcyRIIb apresentam
porcentagens maiores de neutréfilos em apoptose (Figura 15). Pensando no aumento do
acumulo de neutréfilos no primeiro dia de infec¢ao, esse dado ndo € o esperado, mas isso
poderia facilitar, de certa forma, um melhor controle da resposta inflamatdria articular em
tempos mais tardios, visto que a apoptose de neutrofilos ¢ um importante processo de

resolucao da inflamagao e para que o tecido se recupere apos a infecgao.
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Figura 15 — Animais deficientes em FcyRIIb (FcyRIIb”) tém maior quantidade de
neutroéfilos expressando CXCR2 e neutrofilos em apoptose. (A) As medulas dos animais foram
lavadas e as células incubadas com S. aureus ou PBS (controle) por seis horas. A expressdo do
receptor foi avaliada por meio de citometria de fluxo. (B) O modelo experimental de artrite séptica
em camundongos deficientes de receptores FcyRIIb e selvagens foi realizado a partir do indculo
de 105 UFC/10uL com injecdo intra-articular de 10 pL. Um dia a infec¢do, os animais foram
eutanasiados para a recuperacgao de células na cavidade articular e laminas foram preparadas para
a analise morfologica de neutrofilos apoptdticos. ** para p < 0,01 em relagdo ao controle. + para
p < 0,05 em relacdo aos grupos infectados. Teste One-Way ANOVA, pos-teste de Tukey para

grafico A, teste T ndo pareado para grafico B. Foram utilizados de 5 a 6 animais por grupo.

Apoés a avaliacdo de CXCR2 e neutrofilos apoptoticos, outros marcadores de
inflamacao e de ativacao celular entre animais selvagens e deficientes para FcyRIIb foram

avaliados. IL-1 ¢ uma citocina proé-inflamatoria produzida e ativada nas infecgdes por S.
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aureus (85). Para analisar sua importancia neste modelo, IL-1p foi dosada em tecido
periarticular. Como observado na Figura 16, a infec¢ao por S. aureus levou a um aumento
dos niveis de IL-1B no primeiro dia em ambos os grupos em relacdo aos animais nao
infectados. Entre os grupos infectados, os animais deficientes para FcyRIIb apresentavam
niveis significativamente mais altos que os animais selvagens no primeiro dia apds a
infeccdo. No quarto dia, a quantidade de IL-1p reduz e ndo ha diferencas entre os grupos
infectados e entre os grupos infectados e seus respectivos controles (Figura 16A). Assim
como a dosagem de IL-1P no tecido periarticular, tal dosagem foi realizada em
macrofagos derivados de medula ossea. Os resultados in vitro foram semelhantes aos
observados in vivo, macrofagos de animais deficientes para FcyRIIb produzem mais IL-
1B ao serem incubados com S. aureus por 6 horas, quando comparados aos animais
selvagens (Figura 16B). A bactéria foi previamente opsonizada com soro de animais

selvagens para garantir a fagocitose.
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Figura 16 — Niveis de IL-1p em modelo experimental de artrite séptica e em macréfagos
derivados de medula 6ssea de camundongos selvagens (WT) e deficientes para FcyRIIb
(FeyRIIb™). (A) O modelo experimental de artrite séptica em camundongos deficientes de
receptores FcyRIIb e selvagens foi realizado a partir do indculo de 10° UFC/10uL com inje¢do
intra-articular de 10 pL. Um e quatro dias apds a infec¢do, os animais foram eutanasiados para a
retirada do tecido periarticular e, por meio do ensaio de ELISA foram dosados os niveis de IL-
1B. (B) Os macréfagos de animais deficientes para os receptores FcyRIIb e selvagens
diferenciados por sete dias foram incubados com S. aureus. Por meio de ensaio de ELISA foram
dosados os niveis de IL-1B no sobrenadante das células. * para p < 0,05, *** para p < 0,001 e

*#%% para p < 0,0001 em relacdo ao grupo nao infectado. + para p < 0,05, ++++ para p < 0,0001
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em relagdo aos grupos infectados. Teste One-Way ANOVA, pds-teste de Tukey. Foram utilizadas
6 amostras por grupo.

O aumento de IL-1B requer a producdo de pro-IL-1P e sua clivagem enzimatica
por caspase 1, gerando a interleucina ativa. Um importante mecanismo que leva a
producao de caspase 1 e a clivagem de IL-1P ¢ por meio do inflamassoma NLRP3. Os
mecanismos que ativam tal inflamassoma ainda ndo sdo muito claros, mas sabe-se que a
cascata de moléculas e enzimas que levam a producdo de IL-1f envolve SYK (86). SYK
¢ uma tirosina cinase importante na transmissao do sinal dos receptores Fc para a
sinalizacdo intracelular, levando a producdo de mensageiros secundarios e gerando
diversas respostas celulares. Devido a sua importancia na via de sinaliza¢do e na possivel
conexao entre os receptores FcyR e a producao de IL-1P por meio de NLRP3, tal molécula
foi dosada por Western blot no tecido periarticular de animais selvagens e deficientes para
FcyRIIb 7 dias apds a injecdo de S. aureus. Qualitativamente, observou-se que os grupos
infectados possuem maior expressdo de SYK, especialmente os animais nocautes (Figura

17).

WT FeyRIIb-
NI S. aureus (7dp1) NI 5. aureus { 7dp1)

72 ¥Da &8s ".” SYK

21Da | (R | ;oo

Figura 17— Recrutamento celular no modelo experimental de artrite séptica em
camundongos selvagens (WT) e deficientes para FcyRIIb (FeyRIIb™). O modelo
experimental de artrite séptica em camundongos deficientes de receptores FcyRIIb e selvagens
foi realizado a partir do in6culo de 10° UFC/10uL com injegdo intra-articular de 10 pL. Sete dias
apos a infecgdo, os animais foram eutanasiados e o tecido periarticular foi retirado e processado

para Western blot. $-actina foi utilizado como controle.
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4.3 Papel do receptor FcyRIII na resposta inflamatéria e controle bacteriano na
artrite induzida por S. aureus

A partir dos resultados iniciais, foi realizada uma cinética da infec¢ao para avaliar
as diferengas entre o aciimulo celular ¢ controle bacteriano na articulagdo dos animais
selvagens e deficientes para o receptor FcyRIIl. Uma vez que os animais nocautes
apresentaram infiltrado celular similar ou aumentado apds sete dias de infec¢ao, decidiu-
se estudar tempos mais tardios. Animais selvagens e deficientes para o receptor FcyRIII
foram, entdo, submetidos a infec¢do e eutanasiados 7, 14, 28 e 42 dias apods a infeccao. A
contagem de leucocitos totais, neutrofilos mostra um expressivo aumento no acimulo de
células no 14° dia apds a infecgdo nos animais FcyRIII”", em comparagdo aos animais
selvagens. Apos 42 dias de infec¢do, os animais deficientes para tal receptor ainda
apresentam grande aciimulo de leucdcitos, enquanto os animais selvagens apresentam

poucas células e especialmente mononucleares (Figura 18).
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Figura 18 — Recrutamento celular no modelo experimental de artrite séptica em
camundongos selvagem (WT) e deficientes para FeyRIII (FeyRIII). O modelo experimental

de artrite séptica em camundongos deficientes de receptores FcyRIII e selvagens foi realizado a
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partir do indculo de 10°UFC/10uL com injecdo intra-articular de 10 pL. 7, 14, 28 e 42 dias ap0s
a infecg¢do, os animais foram eutanasiados para a recuperagdo de leucotcitos totais (A), de
neutro6filos (B) e mononucleares (C) acumulados para a cavidade articular. Valores expressos em
média de numero de células por cavidade + EPM. * para p < 0,05, ** para p < 0,01 em relagdo ao
grupo nao infectado. + para p < 0,05 em relacdo aos grupos infectados. Teste One-Way ANOVA,

pos-teste de Tukey. Foram utilizados 6 animais por grupo.

Em relagdo a quantidade de bactérias recuperadas da articulagdo, ndo houve
diferenca no crescimento de S. aureus entre os dois grupos nos tempos de 7 ¢ 14 dias apos
a infec¢do. Nos tempos de 28 e 42 dpi, animais deficientes para FcyRIII apresentaram

maior carga bacteriana em relagdo aos animais selvagens (Figura 19).

104-
o wWT
u
3103_ * u + B FoyRINTT
o] -‘- A
"9 @ . | |
> ‘ s W al
© 2 ] [ ]
O10 . o = +
=2 °®
o " L
L 10" L]
) -
°
100 T T ==| -I
7 14 28 42
dpi

Figura 19 — Carga bacteriana no modelo experimental de artrite séptica em camundongos
selvagens(WT) e deficientes para FeyRIII (FcyRIII7). Animais FcyRIII” ¢ WT foram
infectados com um indculo de 10° UFC/10uL de S. aureus intra-articular. Os animais foram
eutanasiados apos 7, 14, 28 e 42 dias e foi realizada a maceracdo do joelho dos animais para
posterior plaqueamento, identificagdo e contagem de colonias na articulagdo. + para p < 0,05 em
relacdo aos grupos infectados apos teste One-way ANOVA. Foram utilizados de 5 a 7 animais

por grupo.

Um outro parametro inflamatério importante deste modelo € a presenga de dor
articular. Nao houve diferenca entre os grupos nos dias avaliados, ou seja, animais
selvagens e nocautes apresentam resisténcia a pressao e nocicepgdo comparaveis (Figura

20).
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Figura 20 — Limiar de retirada de pata em modelo experimental de artrite séptica em
camundongos selvagens (WT) e deficientes para FeyRIII (FeyRIII). O modelo experimental
de artrite séptica em camundongos deficientes de receptores FcyRIII e selvagens foi realizado a
partir do in6culo de 10° UFC/10uL com injeg¢do intra-articular de 10 pL. 7, 14, 28 e 42 dias apds
a infeccdo, os animais foram distribuidos em gaiolas metalicas e submetidos ao método von Frey
de medida de nocicepcdo. Teste One-Way ANOVA, pos-teste de Tukey. Foram utilizados 6

animais por grupo.

Para evidenciar as diferengas encontradas anteriormente, foi realizada a analise
histopatologica da articulagdo tibiofemoral apds 28 dias de infeccdo. Esse tempo foi
escolhido por se tratar de uma fase tardia, mas na qual os animais nocautes ainda
apresentam intenso acumulo de leucocitos no tecido sinovial. Os cortes histologicos
foram corados com coloragdo de H&E, a andlise foi realizada por um tnico patologista.
Os cortes estdo representados na Figura 21, sendo que as imagens localizadas a esquerda
possuem aumento de 40 vezes, um local de interesse foi selecionado e esta representado
no centro com aumento de 100 vezes, neste aumento outro local de interesse foi
selecionado e esta representado a direita em aumento de 600 vezes. Os animais nao
infectados apresentam tecido articular normal caracterizado por membrana sinovial
integra e subintima constituida de tecido adiposo, sem infiltrado celular e reabsor¢ao
ossea (Figura 21A-F). Apos 28 dias de infeccdo, os animais selvagens apresentaram
infiltrado celular, perda 6ssea e de cartilagem e hiperplasia da membrana sinovial (Figura
21G-I). No mesmo tempo, os animais nocautes tém maior escore histopatoldgico (Figura

21M), apresentando infiltrado celular mais intenso, composto principalmente por
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neutrdfilos que se acumulam formando areas de microabcesso (Figura 21L), um tipo de
lesdo caracteristica desta infec¢do cujo objetivo € restringir o microrganismo e otimizar
sua eliminagdo (16). Também ¢ observado perda dssea e cartilaginosa mais acentuada e

extensa hiperplasia da membrana sinovial (Figura 21J e K).
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Figura 21 — Escore e cortes histopatologicos no modelo experimental de artrite séptica em

e

camundongos selvagens (WT) e deficientes para FcyRIII (FeyRIII™). Animais deficientes em
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receptores FcyRIII e selvagens foram infectados com um indculo de 10° UFC/10uL de S. aureus
intra-articular. Os animais foram eutanasiados ap6s 28 dias de infec¢do e foi realizado o
processamento e analise dos cortes histopatologicos. (A-C) Animal WT ndo infectado; (D-F)
Animal FcyRIII” ndo infectado; (G-I) Animal WT apés 28 dias de infec¢do; (J-L) Animal
FcyRIII™~ apos 28 dias de infecgdo. Imagens A, D, G e J possuem aumento de 40 vezes; Imagens
B, E, H e K possuem aumento de 100 vezes; Imagens C, F, I ¢ L possuem aumento de 600 vezes.
*&%*% para p <0,0001 em relagdo ao grupo nao infectado, ++ para p < 0,01 em relacdo aos grupos

infectados apos teste One-way ANOVA. Foram utilizados 5 animais por grupo.

Com a demonstragdo de diferencas importantes entre os animais selvagens e
deficientes para FcyRIII apds a infeccdo por S. aureus, o proximo passo foi tentar
entender como a auséncia do receptor FcyRIII modifica o curso da doenga, dificultando
o controle bacteriano e prolongando a infeccdo. Assim, buscamos entender os
mecanismos associados com o maior acumulo celular, especialmente de neutrofilos, nos
tempos tardios da infeccdo e a dificuldades destas células em eliminar a bactéria nos
animais deficientes para FcyRIIL. Inicialmente, foi feita a dosagem de uma importante
quimiocina relacionada com o recrutamento de neutrofilos no tecido periarticular. Como
observado na Figura 22, a infec¢@o por S. aureus levou a um aumento dos niveis de
CXCLI no sétimo dia em ambos os grupos em relagdo aos animais nao infectados. Porém,
os animais selvagens apresentam normalizagdo destes valores, que retornam ao nivel
basal 28 dias ap0s a infec¢do. Enquanto isso, animais deficientes para FcyRIIb continuam
apresentando valores elevados de CXCL1. Além da quimiocina, também foi dosado a
interleucina IL-1B devido ao seu importante papel na inflamagdo. Nao foi observado
aumento de IL-1B no grupo de animais selvagens em nenhum dos tempos, enquanto os
animais nocautes tém aumento dos niveis de interleucinal4 e 28 dias apos a infecgdo

(Figura 22).
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Figura 22 - Niveis de CXCL1 e IL-1p em modelo experimental de artrite séptica em
camundongos selvagens (WT) e deficientes para FcyRIII (FeyRIII). O modelo experimental
de artrite séptica em camundongos deficientes em receptores Fcylll e selvagens foi realizado a
partir do inoculo de 10° UFC/10uL com injegdo intra-articular de 10 pL. 7, 14 e 28 dias ap0s a
infeccdo, os animais foram eutanasiados para a retirada do tecido periarticular e, por meio do
ensaio de ELISA foram dosados os niveis de IL-1B (A) eCXCL1(B). * para p < 0,05em relagdo
ao grupo nao infectado. + para p < 0,05, ++ para p < 0,01 em relacdo aos grupos infectados. Teste

One-Way ANOVA, pos-teste de Tukey. Foram utilizados 6 animais por grupo.

Uma vez que os animais deficientes para receptores FcyRIII sdo incapazes de
controlar a bactéria e mantém grande aciimulo de células na articulagdo mesmo apds 42
dias de infec¢do, decidiu-se avaliar a exaustdo de linfécitos no linfonodo popliteo destes
animais. A exaustdo clonal ¢ um fendmeno de prote¢do do sistema imune no caso de
excesso de antigenos ou exposi¢do prolongada a estes. Nesse cenario, os linfocitos tém
sua atividade reduzida e aumentam a expressao de algumas moléculas, como PD1, que
sdo utilizadas como marcadores de exaustdo (45,87,88). O observado por meio de
citometria de fluxo foi um aumento de expressdo de PD1 em linfocitos T CD8" e T CD4",

em relacdo aos animais selvagens (Figura 23).
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Figura 23 — Animais deficientes em FcyRIII (FeyRIII) tém maior quantidade de

linfocitos CD4 e CD8 no linfonodo popliteo expressando PD1. O modelo experimental

de artrite séptica em camundongos deficientes em receptores FcyRIII e selvagens foi

realizado a partir do indculo de 10° UFC/10uL com inje¢do intra-articular de 10 pL. 42

dias apds a infecgdo, os animais foram eutanasiados para a retirada do linfonodo popliteo.

Expressao representada em valores absolutos de células. + para p < 0,05 em relagdo aos

grupos infectados. Teste # ndo pareado. Foram utilizados de 5 a 6 animais por grupo.
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5 DISCUSSAO

Artrite séptica ¢ uma doenga com altas taxas de morbidade e mortalidade, além de
estar associada a graves complicagdes. No contexto desta infec¢do, o neutrofilo se destaca
como uma célula muito importante na eliminagdo do microrganismo, mas também no
agravamento da lesdo tecidual (3,4,10,34). Muitos dos mecanismos efetores dos
neutrofilos, e outras células, sdo mediadas por receptores FcyR. Estes receptores se ligam
a porcao constante das Imunoglobulinas G e desencadeiam ou inibem respostas como
fagocitose, citotoxicidade celular dependente de anticorpo, geracao de ROS, liberacao de
enzimas lisossomais, regulacdo da produ¢do de anticorpos, producdo de quimiocinas e
citocinas, degranulacdo de neutrofilos e producdo de mediadores que ativam ou
interrompem cascatas inflamatdrias (49,55,57,89). No presente trabalho, estudamos dois
receptores FcyR para investigarmos a importancia dessa familia de receptores na
patogénese da artrite séptica: FcyRIIb e FcyRIII, sendo o primeiro um receptor inibitorio
e o segundo um receptor ativador. Estudar a funcao destes receptores durante a infeccao
¢ importante para compreender o equilibrio entre respostas pro e anti-inflamatorias nesta
infec¢do, contribuindo com informagdes sobre a intensidade da resposta, o controle
bacteriano e o retorno a homeostase.

Diversos estudos demonstram a importancia de FcyR em diferentes modelos e
doengas, como Lupus Sistémico Eritematoso (70), Artrite Induzida por Antigeno (71),
infec¢des virais (53,75,76) e infecgdes bacterianas (77,79,80), inclusive infecc¢ao
sistémica por S. aureus (58), entre outros. Nesses estudos, ¢ evidente que FcyRIIb é muito
importante no controle da resposta inflamatoria, reduzindo a atividade celular e diversos
processos pro-inflamatorios como producdo de anticorpos, fagocitose e sobrevivéncia,
sendo essencial para o controle dos danos causados por células e citocinas, mas podendo
comprometer o clearance dos microrganismos. Ja os receptores FcyR ativadores, tém
importante papel na ativagao celular e na eliminacao dos microrganismos (50,79). Esses
papeis exercidos pelos receptores FcyR sdo muito importantes na imunopatologia da
artrite séptica induzida por S. aureus, portanto estes se tornam pontos essenciais no estudo
dessa doenga.

Para compreender melhor a resposta inflamatoria de animais deficientes para
FcyRIIb e FcyRIII e a melhor maneira de investiga-la, o recrutamento de leucdcitos e a
carga bacteriana na articulagdo dos dois grupos foram comparados aos animais selvagens

em um Unico tempo, considerado o pico da inflamag¢do para o tltimo grupo. Observamos,
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entdo, que os animais FcyRIIb possuem numero bastante reduzido de células no sétimo
dia e também redugdo na recuperagdo de bactéria, quando comparados aos animais
selvagens. Tais dados trazem a tona diferentes questionamentos, pois sugerem que 0s
animais controlam melhor a bactéria no inicio da infec¢ao, seja por um acimulo maior e
mais inicial de leucocitos ou seja por uma eficiéncia aumentada destas células, que por
razdes desconhecidas deixam a cavidade articular ou entram em apoptose antes do que o
observado nos animais selvagens. Por outro lado, os animais deficientes para FcyRIII
apresentam diferenca discreta quando comparados aos animais selvagens, apresentando
aumento no acumulo de neutrofilos, mas valores equiparaveis de células totais,
mononucleares e carga bacteriana. Comparando-se os dados entre os dois nocautes e
pensando no papel oposto que exercem, demos prosseguimento ao estudo com duas
abordagens: para animais deficientes em FcyRIIb avaliamos os tempos iniciais (1,4 e 7
dias ap6s a infeccdo) e para animais deficientes em FcyRIII avaliamos os tempos mais
tardios (7, 14, 28 e 42 dias ap0s a infecgdo). E certo que estes receptores possuem
diferentes e importantes papéis em diversos momentos da resposta inflamatéria e da

resolucao da doenga, mas os tempos foram delimitados para otimizar o estudo.

Analisando o perfil de recrutamento de leucocitos dos animais deficientes para o
receptor FcyRIIb, € possivel afirmar que a auséncia deste receptor possibilita um rapido
recrutamento celular, com um actimulo intenso j& no primeiro dia de infec¢do. Entretanto,
este acimulo ndo se mantém, sendo que quatro e sete dias apos a infec¢do, o nimero de
células na cavidade é comparavel ao do animal nao infectado. Para entender o que leva a
esse intenso acimulo de células, principalmente neutréfilos, os niveis de CXCLI1 e
CXCL6 foram quantificados no tecido periarticular no primeiro e quarto dia de infecgao.
Ao contrario do esperado, ndo foi observado aumento destas quimiocinas em relacdo aos
animais selvagens. Muitos sdo os quimioatraentes que podem ser responsaveis pelo
infiltrado inflamatdrio, como outras quimiocinas e leucotrienos (90). O leucotrieno B4
(LTB4) ¢ um mediador inflamatorio lipidico importante no recrutamento e ativacao de
neutrofilos em diversos quadros inflamatorios como infec¢des virais (91), doencas
alérgicas de pele e pulmonares (91,92), doencas parasitarias (93) e bacterianas (94,95),
entretanto ndo quantificamos LTB4 neste trabalho, assim como de vérios quimioatraentes
para garantirmos que ndo se trata do aumento de um ou mais destes levando ao acimulo
de neutréfilos. Outra opgao para explicarmos essa diferenca no recrutamento de células ¢

a expressdo aumentada de receptores para quimioatraentes nos animais nocautes, de
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forma que a mesma quantidade de quimiocinas pode atrair mais células para o sitio da
infec¢do. Estudos demonstram que a redug@o na expressao de receptores de quimiocinas
como CXCRI1 e CXCR2 causam deficiéncia no recrutamento de neutroéfilos, o que pode
levar ao comprometimento na eliminagao de microrganismos € no controle de infec¢des
como sepse ¢ infeccao por H. pylori (96,97). Os mecanismos por tras da regulacdo da
expressado de CXCR1 e 2 ndo sdo totalmente claros, sendo que os proprios
microrganismos podem inibir tal expressao por meio de TLR e 6xido nitrico (NO) (96—
98). Nao se sabe se S. aureus ¢ capaz de induzir essa alteracao na expressao de receptores
de quimiocinas ou o papel de receptores FcyR neste processo, entdo decidimos avaliar a
expressdo de CXCR2 em neutréfilos de medula dssea incubados com S. aureus por 6
horas. Foi observado um aumento na porcentagem de células expressando este receptor
nos animais deficientes para FcyRIIb em relacdo aos animais selvagens, o que vai de
encontro com o aumento do recrutamento de neutréfilos, mesmo com quantidades
equiparaveis de quimiocinas. Esse resultado sugere que a auséncia de FcyRIIb promove
a expressao aumentada de CXCR2 e o aumento no recrutamento de neutroéfilos, ou
impede que a bactéria reduza a expressdao deste receptor. Analisando a cinética de
recrutamento de células, observamos também que, apesar do infiltrado celular ser muito
intenso no primeiro dia de infec¢do, no quarto e sétimo dia o acimulo sofre uma grande
redugdo e se equipara aos animais nao infectados. Esse dado sugere que os animais
deficientes para FcyRIIb controlam melhor a infec¢do logo no inicio e suas células saem
da cavidade ou entram em apoptose, favorecendo o controle da resposta inflamatoéria e
evitando que os neutrofilos causem danos teciduais. Para confirmar tal hipotese,
analisamos a apoptose das células do lavado por meio da anélise morfologia e observamos
que os animais nocautes apresentam maior porcentagem de neutréfilos apoptdticos ja no
primeiro dia de infec¢do. O aumento da apoptose desde o inicio da resposta inflamatdria
pode estar relacionado a um mecanismo de controle do acimulo de neutro6filos, ou ainda
a tendéncia a apoptose independente do controle da infec¢do pode ser uma carateristica
desses animais. Sabe-se que FcyRIIb ¢ importante para a apoptose de linfocitos B e T em
quadros como sepse e doengas auto-imunes (78,99,100), mas ndo existem estudos sobre
o papel deste receptor na apoptose de neutrofilos. A apoptose de neutrdfilos é um
importante processo para manter a homeostase, controlando a inflamacao e dando inicio
a restauragdo do tecido. Geralmente, a apoptose de neutrofilos € acompanhada por uma
redu¢do geral da atividade celular e uma série de eventos anti-inflamatorios. Este tipo de

morte celular ¢ desencadeada por fatores externos, como FasL. e TNF-a, e fatores
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intrinsecos, como ROS, estando sempre relacionada ao aumento e ativagao de caspases
apoptdticas (101). A apoptose pode ser induzida, atrasada ou aumentada por
microrganismos, de acordo com sua capacidade de evadir e manipular o sistema imune,
sendo que a propria fagocitose pode induzir a morte celular (102). A apoptose vem sendo
estudada como potencial alvo terapéutico para doengas inflamatérias e infecciosas, uma
vez que sua regulacdo pode evitar danos teciduais causados pelo excesso de células,
principalmente neutrdfilos, no sitio da inflamagao (101-104). Os neutréfilos apoptoticos
sdao ingeridos por macréfagos em um processo chamado eferocitose, que possibilita a
limpeza do tecido sem a liberagao de moléculas citotoxicas que podem causar danos. A
eferocitose ¢ vista como um processo central na resolugdo da inflamagao e no inicio do
reparo tecidual, sendo capaz de modular a resposta das células ao redor para torna-las
pro-resolutivas (102,103). Apesar de muito importante, a eferocitose nao foi observada
no presente estudo, provavelmente devido aos tempos escolhidos para a eutandsia dos
animais, sendo que no primeiro dia de infec¢do os animais ainda ndo apresentam niveis
significativos de eferocitose e no quarto dia de infeccdo a intensa reducdo de células,
principalmente neutrofilos, compromete tal avaliagdo. Tempos intermedidrios devem ser
estudados para tragar um perfil mais completo de apoptose e eferocitose em animais
deficientes para FcyRIIb.

A redugdo carga bacteriana estd diretamente relacionada ao controle da
inflamagdo e a evolugdo para a cura, ou seja, animais que apos sete dias de infeccao
apresentam baixo nivel de carga bacteriana na articulagdo estdo mais proximos da
resolucdo da inflamagdo. Diante disto, observa-se que os animais FcyRIIb”" possuem
menor quantidade de bactérias demonstrando que controlam melhor a inflamagao. Este
resultado aliado aos anteriores pode indicar que a auséncia dos receptores inibitdrios
FcyRIIb permite maior atividade celular nos primeiros dias de inflamagao, sendo que o
pico de neutrdfilos na articulagdo acontece mais inicialmente e, uma vez que estas células
sdo capazes de combater bactérias eficientemente, estas sao eliminadas mais cedo (34).
Entretanto, podemos observar que a carga bacteriana dos animais nocautes, apesar de
reduzida, ainda estd elevada (aproximadamente 100 UFC/articulagdo), o que ndo
confirma a hip6tese de que estes animais controlam a infec¢cdo completamente e evoluem
para a resolucdo da inflamacao antecipadamente. Estudos com tempos mais tardios
precisam ser realizados para se entender melhor como a infecgao prossegue apds o sétimo
dia, uma vez que os neutrofilos entram em apoptose e o acimulo de leucdcitos ¢ muito

reduzido nesse ponto da doenga. Outro parametro avaliado foi a nocicep¢ao dos animais
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submetidos a infec¢do. A dor ¢ causada por diversos mediadores e mecanismos, sendo
que os neutrdfilos e as bactérias de forma direta sdo capazes de ativar nociceptores (84).
Como esperado, os animais deficientes para FcyRIIb t€ém menos nocicep¢do no sétimo
dia de infecgdo, provavelmente devido as menores inflamacao articular e presenca de
bactéria na articulagao.

Para compreender o mecanismo por trds dos dados encontrados até aqui, outros
marcadores de inflamag¢ao foram avaliados, dentre eles IL-1p. As citocinas desempenham
diferentes papeis em doencas inflamatorias, sendo muito importante acompanhar os perfis
e os impactos na resposta imune (105,106). Neste estudo, avaliou-se a produgao de IL-
1B, uma vez que estd demonstrado na literatura que esta interleucina ¢ importante na
patogénese de doencas infeciosas (85,107). Os animais deficientes para FcyRIIb
apresentaram aumento significativo de IL-1B no primeiro dia ap6s a infec¢do quando
comparados aos animais selvagens. De modo similar, macrofagos extraidos de medula de
animais deficientes para FcyRIIb também produzem mais IL-1P apo6s o estimulo com S.
aureus. Uma dos mecanismos envolvidos na liberacdo de IL-1p ativa envolve a clivagem
de pro- IL-1B por caspase-1 ativada apdés a montagem e ativacdo do complexo de
inflamassoma Os inflamassomas sao importantes mecanismos de controle de infecgao,
sendo o NLRP3 o mais descrito e estudado (32,33). Os mecanismos que levam a formagao
deste inflamassoma ainda ndo muito claros, mas sabe-se que ele pode ser ativado por
diversos microrganismos, incluindo S. aureus (108). Uma via ndo candnica de clivagem
e ativagdo de caspase-1 foi demonstrada devida a acdo da molécula tirosina cinase SYK,
posteriormente a ativagao do receptor Dectina-1 (86,109). Esta tirosina cinase também ¢
conhecida por fosforilar mensageiros secundarios e propagar o sinal dos receptores FcyR
ativadores, desencadeando uma série de respostas celulares como fagocitose e
proliferagdo (48). Quando o receptor ativado ¢ o FcyRIIb, inibitério, este reduz o
recrutamento de SYK e leva a desforforilacdo de varios mensageiros secundarios,
inibindo respostas celulares (48). Devido a sua importancia na via de sinalizacdao e na
possivel conexdo entre os receptores FcyR e a produ¢do de IL-1f por meio de caspases,
SKY foi dosada por Western blot no tecido periarticular de animais selvagens e
deficientes para FcyRIIb e foi observado um aumento de expressdo de SYK total em
animais nocautes infectados. A ativacao de SYK ocorre quando este ¢ fosforilado e/ou se
associa a tirosinas fosforiladas dos dominios ITAM, portanto a dosagem de SYK
fosforilado também ¢é importante para avaliarmos sua atividade, apesar de ndo ser a sua

unica forma ativa, mas ndo foi realizada (46). O aumento da expressdo de SYK nos
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animais deficientes para FcyRIIb sugere um aumento da clivagem de caspases
inflamatorias, o que levaria ao aumento de IL-1p, como observado, mas também aumento
de IL-18 (32,33). Além disso, a ativagdo de NLRP3 induz a ativacdo de caspase,
aumentando a apoptose celular, o que também pode ser observado neste estudo (110). A
ativagdo do inflamassoma pode ser um ponto chave na indugdo da apoptose em cenarios
como a infec¢do por Aggregatibacter (111), ou ndo estar correlacionada a este fendmeno,
como em casos de apoptose de células pancreaticas induzido por estresse (112), indicando
que se trata de uma relagao complexa que deve ser investigada de acordo com o estimulo

inflamatorio.

Em relagdo aos estudos com animais deficientes para FcyRIII, os resultados
iniciais foram importantes para o direcionamento dos estudos com avalia¢des de tempos
mais tardios apos a infeg¢ao por S. aureus (7, 14, 28 e 42 dias apés a infecgdo). Analisando
o perfil de recrutamento de leucocitos destes animais, € possivel afirmar que a auséncia
deste receptor acarreta em um grande infiltrado inflamatério durante muitos dias, muito
além do observado para animais selvagens, que conseguem controlar a infeccdo e o
acumulo de leucoécitos, adotando um perfil celular resolutivo. Associado ao aumento no
recrutamento celular, observamos niveis elevados de CXCL1 e IL-1§ mesmo em tempos
tardios da infecgdo (28 dias), sugerindo que ainda ha estimulos para que novas células,
especialmente neutréfilos, sejam recrutados e ativados. O prolongamento da inflamagao
e a dificuldade na resolucdo da doenca pode significar que, na auséncia do receptor
FcyRI1l, as células perdem sua capacidade de controlar a bactéria e/ou sairem do sitio de
inflamacao e entrarem em apoptose quando necessario. Para investigar se o excesso de
células estava relacionado ao melhor ou pior controle da infec¢do, avaliamos a carga
bacteriana na articulacdo dos animais. A reducdo da carga bacteriana ¢ essencial para que
os estimulos pro-inflamatdrios reduzam e para que as células deixem a cavidade, entrem
em apoptose ou adotem um perfil resolutivo, impedindo que ocorra destrui¢do tecidual.

Diante disto, observa-se que os animais FcyRIII"

possuem maior quantidade de bactérias
apos 28 e 42 dias de infecgdo, demonstrando que ndo sdo capazes de reduzir a infecgdo
mesmo com grande acumulo de leucocitos. Estes resultados nos sugerem que a auséncia
de FcyRIII impede a completa eliminacdo do microrganismo, levando ao aumento no
acumulo de leucécitos na cavidade articular. Neste trabalho, ndo investigamos os

mecanismos que levam a esta falha, uma vez que os receptores FcyR estdo envolvidos em

varias etapas, como ativacao celular, fagocitose e produciao de ROS.
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Os outros parametros inflamatorios avaliados foram o escore histopatolédgico e a
nocicepcao. Por meio de andlise histoldgica, observamos que ap6s 28 dias de infeccao os
animais ainda apresentam reabsorc¢ao 6ssea, dano na cartilagem, infiltrado inflamatorio e
hiperplasia sinovial. Entretanto, esses achados sdo muito mais intensos nos animais
deficientes para FcyRIII, que apresentam ainda infiltrado inflamatoério agudo composto
predominantemente de neutréfilos que formam microabcessos para tentar conter a
bactéria e otimizar a resposta inflamatdria (16), enquanto o infiltrado nos animais
selvagens ¢ misto, contendo muitas células mononucleares. O aumento no escore
histopatologico nos animais nocautes reflete o que ja foi encontrado nos dados anteriores,
estes animais tém dificuldade em controlar a infecgdo, resultando em grande infiltrado
inflamatorio e aumento no dano tecidual. Por outro lado, apesar do grande acumulo de
leucdcitos e bactérias na cavidade articular, os animais nocautes ndo apresentam maior
nocicepgao quando comparados aos animais selvagens. E importante observarmos que
inclusive os animais selvagens ainda apresentam baixa resisténcia a pressao apds 28 dias
de infec¢do, demonstrando que a nocicepgao € um processo complexo que envolve varios
fatores além dos analisados aqui. Esse dado pode ser explicado porque o inicio da resposta
inflamatoria ¢ semelhante entre animais selvagens e deficientes para FcyRIII, o que ja
causaria alteragdes na comunicagdo neuronal em regides centrais do sistema nervoso,
mantendo a percepcao de nocicepcao por tempo prolongado, independente da resposta
inflamatoria articular. Uma resposta semelhante ¢ observada em modelo de artrite
induzida por antigeno, quando a antecipacdo da resolucdo da inflamagdo articular nao
antecipa a dor articular (dados ndo publicados).

Analisando todos os dados apresentados nos experimentos com FcyRIII, podemos
afirmar que a auséncia deste receptor compromete a eliminacdo da bactéria e leva a uma
resposta inflamatoria aumentada e disfuncional. Como o microrganismo permanece na
cavidade articular por muito tempo, temos um excesso de estimulo que pode levar a um
quadro de exaustao clonal. A exposi¢ao prolongada e persistente de células, geralmente
linfocitos, a antigenos e/ou estimulos inflamatdrios pode levar a reducdo da atividade
destas células, cenario chamado de exaustdo clonal (45). Esse processo pode ser uma
falha no sistema imune, mas também ¢ um tipo de prote¢do do organismo para evitar uma
resposta imune exacerbada e desproporcional, que pode causar mais danos ao hospedeiro,
e ¢ muito importante em cendrios como infec¢do, principalmente viral, e cancer. Em
quadros como infecgdes pelo virus da coriomeningite linfocitéria, virus da hepatite C,

virus da hepatite B e virus influenza, a exaustao clonal ¢ um mecanismo de protecao para
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evitar a complicagdo da doenca, entretanto, pode estar associada a reduzida eliminagao
do virus e a cronificagdo da infeccdo, especialmente em casos de pacientes
imunossuprimidos (87,88,113). Por outro lado, em infec¢des bacterianas como sepse, a
exaustdo esta associada a severidade da doenca ¢ ao aumento da mortalidade,
principalmente em idosos (114). Os marcadores de exaustdo clonal mais utilizados sao
PD1 e CTLA-4, sendo que e a inibi¢cdo destas moléculas leva ao aumento na ativacio da
resposta imune, motivo pelo qual elas se tornaram importantes alvos terapéuticos para o
tratamento de diferentes tipos de cancer (45,47,88,115). Ao analisarmos os linfonodos
popliteos dos animais 42 dias apds a infeccdo, observamos que os animais nocautes
possuem expressao maior numero de linfocitos expressando PD1, sugerindo que essas
células nao respondem a infeccdo de forma efetiva devido a exaustdo clonal. Apesar de
pouco estudado, ¢ possivel que no caso dos animais deficientes para FcyRIII outras
células também apresentam algum tipo de exaustdo, uma vez que o sistema imune inato
também nao responde a infeccdo de forma adequada. Mais estudos precisam ser
realizados para explicarmos como a ausé€ncia deste receptor impacta na resposta imune e
os mecanismos destes fenomenos. Além disso, € importante lembrarmos que existem
outros receptores FcyR ativadores que continuam funcionais nos animais deficientes para
FcyRIII, portanto algumas respostas bioldgicas podem ser compensadas pelos outros
receptores.

No presente estudo, demonstramos que FcyRIIb e FcyRIII atuam na resposta
imune contra S. aureus por diferentes mecanismos, gerando respostas antagdnicas. A
auséncia do receptor inibitorio FcyRIIb resulta em uma cinética de recrutamento celular
completamente diferente, com o pico da inflamagdo no primeiro dia e redugao brusca do
acumulo de células no quarto e sétimo dias de infec¢do. Nesse contexto, a expressao de
CXCR2 ¢ aumentada, assim como a apoptose de neutrofilos, o que pode explicar as
diferencas no acimulo celular. Além disso, observamos maior eliminagdo da bactéria e
menor nocicepgao sete dias apos a infecc¢ao, indicando melhor controle da infec¢ao. Por
outro lado, a auséncia do receptor ativador FcyRIII resulta no aumento do recrutamento
de leucocitos a partir do 14° dia de infeccdo, principalmente de neutréfilos, células
caracteristicas da fase aguda da inflamagao. Além disso, a carga bacteriana recuperada na
articulacdo também ¢ aumentada a partir do 28° dia de infecgdo. A permanéncia da
bactéria na articulagdo induz o recrutamento e ativacdo de mais células, por meio de
quimiocinas (CXCL1) e citocinas (IL-1B), que apresentam niveis mais elevados nos

animais nocautes apos 14 e 28 dias de infec¢do. Outro fator alterado pela auséncia de
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FcyRIII € o escore histopatologico, animais nocautes apresentam maior dano tecidual e
infiltrado inflamatorio, o que esta de acordo com os resultados anteriores. Varios fatores
podem levar a inefetividade das células no controle da infec¢do, neste estudo
demonstramos que uma opgao € a exaustao clonal de linfocitos, que perdem sua fungao
frente ao excesso de antigenos e estimulos. Apesar de ainda ndo conhecermos os
mecanismos completos desencadeados pelos receptores FcyR, varias sdo as hipdteses que
podemos investigar e confirmar, ampliando o conhecimento da associacdo destes
receptores com a doenga estudada e as possibilidades de novos alvos terapéuticos que
podem auxiliar na elimina¢ao do microrganismo e reduzir o dano causado pelo patégeno

e pela resposta inflamatoria.
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6 CONCLUSAO

Por meio deste trabalho, foi possivel compreender um pouco da importancia dos
receptores FcyR e como eles impactam na resposta inflamatéria em um modelo
experimental de artrite séptica induzida por S. aureus. Utilizando animais deficientes para
FcyRIIb, observamos uma rapida montagem da resposta imune-inflamatéria que foi
importante para o controle da infec¢do e que impediu a instalagdo de uma inflamagao
cronica. Por outro lado, animais deficientes para FcyRIII ndo foram capazes de controlar

a bactéria, gerando uma resposta exacerbada e lesdo articular mais acentuada.

Nao ha duvidas quanto a importancia da familia de receptores FcyR no controle
da infecgdo, esses receptores estao envolvidos em diversos processos € possuem fungdes
opostas e complementares, atuando por diversas vias e mecanismos. Estudar essas vias
de sinalizacdo e os mecanismos associados a essas respostas pode ser util para entender
as abordagens ideais de controle da infec¢do e da resposta imune na artrite séptica

induzida por S. aureus.
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